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1 Uvod






Exprese gend je slozity proces probihajici v kazdé burice, pfi némz je postupné informace
uloZena ve formé gen( (v DNA) nejdfive prepsana do mRNA (transkripce) a poté je prelozena do
proteinl (translace). Kazda uroven podléha slozitému systému regulaci, na kterych se podili fada
proteinl, ale také mnoho nekddujicich RNA, naptiklad mikroRNA. Poznani, jaké geny jsou
prepisované v burice v konkrétnim okamziku, ndm pomuze odhalit, co se v burice déje v rGznych

vyvojovych stadiich, pfi vzniku nemoci, pfi ptisobeni cizorodych latek a podobné.

Kvantifikaci genové exprese (na Urovni mRNA) jsem se zabyvala v rliznych projektech u
rtznych modelovych organismu. V této souborné praci nejprve shrnuji v teoretické ¢asti metodiku
pouzivanou ke stanoveni genové exprese na uUrovni mRNA. Druhd ¢ast obsahuje komentované

vysledky mych dosavadnich publikaci.

1.1 Semikvantitativni metody

Starsi metody stanoveni genové exprese se spiSe vyuzivaji pro samotnou detekci
exprimovanych genl neZ pro jejich kvantifikaci. Zahrnuji Northern blotting a semikvantitativni

polymerasovou retézovou reakci (PCR, polymerase chain reaction).

1.1.1 Northern blotting

Tato metoda se vyuZivd pro méreni mnoiZstvi a velikosti prepsané RNA. Nejprve je RNA
rozdélena v denaturacnim gelu dle velikosti, poté je prenesena na nylonovou membranu a
zafixovdna. Nasledné znacend sonda, komplementarni k ¢asti sledovaného genu, procesem
hybridizace oznadi prislusnou oblast (Obr. 1A). Po promyti nenavazanych sond je na membrané
detekovano mnoizstvi a velikost genu. Pravé vyhodou Northern blottingu je, Ze |ze urcit délku mRNA.
Témér u zadné z nasledujicich metod (kromé sekvenovani) to neni mozné a je vidy detekovan
pouze kratky usek. Ktomuto stanoveni také neni zapotfebi zadny sofistikovany pfistroj. Dalsi
vyhoda spociva v moZnosti detekovat i rlzné sestiihové varianty sledovaného genu. Nevyhodou

této metody je potieba vétsiho mnoZstvi vstupniho materidlu.

Jesté vroce 2007 zalozZili Schlamp se spolupracovniky databazi a poradenstvi BlotBase

"

(http://medicalgenomics.org/), kde mély byt sdruzovany informace s moznosti , high-throughput

hledani v publikovanych Northern blotech (Schlamp et al., 2008). Posledni pfidané publikace jsou
ale zroku 2009 a samotnd Schlampova publikace méa pouze 11 citaci, coZ svédc¢i o nepfilisSné

popularité této metody v dnesni dobé.


http://medicalgenomics.org/

1.1.2 Semikvantitativni PCR

Metodu polymerasové fetézové reakce (PCR) neni tfeba detailné predstavovat. Strucné
feceno se jedna o techniku k namnozeni neboli amplifikaci DNA, umoZziujici vytvofit miliony kopif
specifické ¢asti DNA z minimalniho mnoZstvi pocateéniho materialu. Typicky se jednd o sérii cykld,
pfi nichZ dochazi k opakovanym zméndm teplot. Kazdy cyklus zahrnuje fazi denaturace, kdy dochazi
k oddéleni dvouretézcové DNA, fazi hybridizace neboli ,annealing”, pti niz dochazi k nasedani
kratkych oligonukleotidd — primerd na komplementarni Useky sledovaného genu, a elongacni fazi,
pfi které dochazi k enzymatické syntéze nového retézce DNA-polymerasou. Dle konkrétni aplikace
se tyto faze opakuji vétSinou ve 20-40 cyklech. V idealnim pripadé dojde v kazdém cyklu ke zdvojeni
mnozstvi vznikajiciho produktu, tedy vzniku 2" kopii, pficemz n je pocet cykld. Ve skutecnosti
dochazi po urcitém cyklu k saturaci, kdy jsou vyCerpany komponenty, a reakce se dostava do tzv.
platé faze. V klasickém usporadani se amplifikované produkty analyzuji na konci reakce néjakou
separacni technikou (napriklad agarosovou elektroforézou) a vizualizuji za pomoci néjakého
interkalacniho fluorescencniho barviva tzv. ,,end-point“ detekci. Za objev této metody byla v roce

1993 udélena Nobelova cena za chemii Kary Mullisovi.

Semikvantitativni PCR se vyuZiva pfi stanoveni mnozstvi transkriptu, po izolaci RNA, reverzni
transkripci a vlastnim PCR stanovenim s ,end-point” analyzou porovnanim se vzorky o znamé
koncentraci. Tato metoda md vsak pouze castecnou vypovidaci hodnotu o mnoZstvi vstupniho
templatu. Variantou tohoto stanoveni je komparativni PCR (kompetitivni PCR), kdy se do reakce
pridava kompetitor - znamy DNA fragment, ktery je amplifikovan stejnymi primery, ale produkt ma
jinou velikost. Oba templaty tak soutézZi o jeden set primerQ. Uréenim poméru mezi mnozstvim
produktu v analyzovaném templatu s referenénim produktem muizeme ziskat urcitou predstavu o

koncentraci sledovaného genu (Obr. 1B).
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Obrazek 1. Ukazka vysledk( Northern blottingu a komparativniho PCR (Pfevzato z (A) Xu et al., 2008,
(B) Furukawa et al., 2005).



V obou pfipadech je kvantifikace velmi priblizna. U Northern blotu (Obr. 1A) lze fici, Ze
v srdci, jatrech a ledvinach je vysoka exprese genu PTCD2 (pentatricopeptide repeat domain protein
2) a genu CYTB (cytochrom b) (Xu et al., 2008). V komparativnim PCR (Obr. 1B) Ize sledovat, Ze se
snizujicim se mnozstvim kompetitoru (IGF-1 mimic) se zvySuje mnozstvi sledovaného templatu (IGF-
1 product) a pfi spocitani jejich poméru lze odhadnout mnozstvi odpovidajici sledovanému genu (v

obrdzku naznaceno Sipkami nad gelem) (Furukawa et al., 2005).

1.2 Kvantitativni real-time PCR (qPCR)

Analyza genové exprese pomoci reverzni transkripce nasledované kvantitativni PCR
v redlném case je v dnesni dobé pravdépodobné jednou z nejdostupnéjSich a nejpouzivanéjsich
metod pro stanoveni mnozstvi uréité RNA. Kromé vyzkumu a rlznych forensnich a
biotechnologickych aplikaci se gPCR pouziva predevsim v diagnostice. V této metodé se propojila
klasickd PCR s pouZitim fluorescencnich reportérovych molekul pro monitorovani vzniku
amplifika¢niho produktu v kazdém cyklu PCR. Pokud je spravné provedena, od pldnovani,
optimalizace a validace az po vlastni stanoveni, pak je to nejpfiméjsi moznost jak ziskat rychle
pfesna a spolehlivd data za pomérné prfiznivou cenu. Spolehlivost a reprodukovatelnost ale zcela
zavisi na podminkach provedeni experimentu a zplsobu vyhodnoceni (Bustin and Nolan, 2017).
Diky velké popularité pouZziti qPCR existuje celd fada protokol(l a zplsob( analyzy dat, kvili nimz je
velmi tézké vysledky spolehlivé opakovat v riznych laboratofich. Proto vznikla sada doporuceni
,MIQE guidelines” (minimum information for the publication of quantitative PCR experiment), které
shrnuji informace potfebné nejen pro publikovani, ale i opakovani nebo ovérovani gPCR

experiment( (Bustin et al., 2009).

Tato doporuceni vyzdvihuji nutnost uvadét kromé vysledkl stanoveni i detailni postupy a
validace jednotlivych krok(l experimentu. Zde je shrnuto par bodd, které jsou Casto v publikacich
s vysledky qPCR stanoveni opomijeny. Uréeni RNA integrity: pro tento bod je uzndvanou metodou
urceni tzv. RIN Cisla (RNA integrity number) (Schroeder et al., 2006) nebo 5°-3 assay zahrnujici PCR
amplifikaci dvou amplikont od jednoho genu s pouzitim cDNA pfipravené pomoci oligo(dT) primeru
(Nolan et al., 2006). Detailni popis reverzni transkripce: krok, ktery zavisi na mnoha aspektech od
pouZzité reverzni transkriptasy pres typ primeru (specifické, oligo(dT), ndhodné hexamery apod.) Ci
koncentraci RNA ve vzorku aZ po samoziejmou pritomnost inhibitor( nebo kontaminujicich latek
z RNA izolace (Bustin et al., 2015). Vlastni qPCR analyza: zavérecny a nejdUlezitéjsi krok. Opét
spolehlivost vysledkl zavisi na jeho provedeni a pouze detailni popis praktického provedeni umozni

zhodnoceni kvality provedeni. V dnesni dobé existuje spousta rliznych moznosti jak gPCR provést,



jaké reagencie a pristroje pouzit a jak gPCR vyhodnotit. Témto aspektlim se vénuji nasledujici

kapitoly.

1.2.1 Barviva

Pouzivana fluorescenéni barviva pro monitorovani priilbéhu qPCR v rediném case se déli do
dvou skupin; nespecificka interkalaéni barviva jako jsou SYBR Green | nebo EvaGreen a specifické
oligonukleotidy znacené rliznymi fluorofory. Do druhé skupiny patfi celd fada komercnich molekul
od znacenych primerq, hydrolyzacnich sond (napf. TagMan) a hybridizacnich sond (napf. Hybprobe,
Molecular Beacons apod.) po rGzné modifikovana analoga nukleovych kyselin (PNA, LNA Plexor

apod.) (Navarro et al., 2015).

Historicky prvni ,real time" stanoveni provedl ve své laboratofi Higuchi, ktery poprvé
sledoval amplifika¢ni produkty v pribéhu jejich vzniku (Obr. 2). PouZil ethidiumbromid (interkalaéni
barvivo béiné pouZivané pfi ,end-point” detekci). Vzorky v upraveném cykléru ozaroval
ultrafialovym svétlem a vznikajici fluorescenci snimal pfipojenou CCD kamerou. Vynesenim
pfirlstku namérené fluorescence vici poétu cykll vznikl prvni qPCR graf, ktery poskytl vice
informaci o prlbéhu PCR neZ do té doby béiné pouzivany klasicky PCR s detekci po vSech cyklech

(end-point detekce)(Higuchi et al., 1992, Higuchi et al., 1993).
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Obrézek 2. Prvni (A) a druhé (B) zobrazeni qPCR experimentu. (Pfevzato z Higuchi et al., 1992,
Higuchi et al., 1993).



1.2.1.1 Interkalacni barviva

Mezi interkala¢ni barviva patfi nejcastéji pouzivany SYBRGreen | (Obr. 3A). Jedna se o
cyaninové barvivo, které se vmezefuje do mensiho Zlabku dvouretézcové DNA. Po navazani tento
adukt DNA-barvivo absorbuje modré svétlo (Amax= 497 nm) a emituje zelené svétlo (Amax= 520 nm),
které se méfi na konci kazdého cyklu PCR. Vzhledem k tomu, Ze je navazani nespecifické, je nutné
na konci PCR jesté zaradit analyzu kfivky tani pro ovéreni specificity vzniklého produktu. Pfi této
analyze je postupné zvedana teplota a kontinualné (nebo v kratkych intervalech - dle moznosti
pristroje) se méfi fluorescence. Pfi teploté tani vzniklého produktu dojde k prudkému poklesu
fluorescence, protoZe dojde k disociaci obou fetézcli a tedy uvolnéni barviva a ,zhasnuti” jeho
fluorescence. Nespecifické produkty nebo dimery primerl vétSinou taji pfi jinych teplotach nez
specificky produkt PCR. Ovsem i tato analyza ma své limity, protoZe ovéfuje pouze pritomnost
jednoho ¢i vice produktdl, pficemz existuje i moznost, Ze dva produkty mohou mit velmi podobnou

teplotu tani a mohou byt téZzko odhalitelné.

Vyhodou poutziti interkala¢nich barviv je predevsim jejich cena. Nevyhodou, kromé zminéné
nespecificity, je nizsi stabilita barviva a mozna inhibice PCR reakce pti vyssi koncentraci barviva.
Nicméné na trhu dostupné optimalizované komeréni mixy tuto nevyhodu znacné snizuji. Barvivo
EvaGreen, fazené mezi tfeti generaci interkalacnich barviv, uz tento limit témér pfekonalo, je

stabilnéjsi a diky mensimu inhibi¢nimu efektu se miZe pouzivat v saturacnich podminkach (Obr.

Obrazek 3. SybrGreen | (A) a EvaGreen (B)

1.2.1.2 Znacené primery/sondy

Vzhledem k nespecificité interkalacnich barviv je vyvijena celd fada komerc¢né dostupnych
primerd nebo sond znacenych rldznymi fluorofory. Takto znacené oligonukleotidy velmi zvySuji
specificitu reakce, nebot kemisi fluorescence dochazi pouze pfi interakci s konkrétnim
amplikonem. Predevsim pro detekci a kvantifikaci jednonukleotidovych polymorfismG (SNP) je

presna kvantifikace velmi podstatna.



Pouzivané fluorofory jsou malé molekuly pripojené k oligonukleotidu, ktery je
komplementarni k sekvenci sledovaného genu/produktu. Vétsina aplikaci zahrnuje dva typy
fluorofor(l - donor a akceptor. Mechanismus reakce zahrnuje nejdfive absorpci svételné energie
prvnim fluoroforem -donorem, ktery nasledné preddvd emitované svétlo akceptoru, ale pouze
v pfipadé jsou-li tyto dva fluorofory v dostatecné blizkosti. Tento proces se nazyva ,Fluorescence
Resonance Energy Transfer (FRET)“. Podle toho, jaky je pouZit akceptorovy fluorofor, mize dojit ke
zhaseni fluorescence (v tomto pfipadé je emitovanad energie donoru akceptorem pohlcena)
nazyvané ,FRET-quenching” a o takovych fluoroforech mluvime jako o zhasecich (quencher). Pokud
se takovy akceptor/zhase¢ oddali od donoru, je mozné méfit rovnou emitované svétlo donoru.
Pokud je akceptor fluorescenéni molekula, pak je méreno svétlo pfislusné vinové délky odpovidajici
tomuto zariéi. V soucasnosti je na trhu celd fada kombinaci rGznych donorl a akceptord s fadou

excitac¢nich a emisnich spekter.

Vyhodou téchto sond, kromé vyssi specificity, je moznost tzv. multiplexovani, kdy je v reakci
pritomno vice rdznych sond, které emituji svoje zareni a v jedné reakci tedy lze sledovat vice

amplikond najednou. Ovsem toto usporfadani zvysuje naroky na pristrojové vybaveni.

Znaceny muze byt pfimo jeden zprimerd a vreakci pak neni zapotrebi dalsiho
oligonukleotidu/sondy, nebo je zna¢ena sonda jako treti oligonukleotid v reakci, coz dale zvySuje
specifinost celého usporadani. Jednim z prikladd ze skupiny znadenych primerd je tzv. ,Scorpion
primer”, ktery ma vldsenkovou strukturu a donor na 5°-konci a akceptorem je zhasec uvnitt
sekvence (Whitcombe 1999). V roztoku jsou donor a akceptor/zhased blizko sebe, nedochazi tak
k emisi fluorescence. V prvnim kole PCR dojde k prodlouzeni sledovaného retézce o tuto pridanou
sekvenci a v dalSim kole PCR dojde pfi naseddani primeru k otevieni vlasenky a posunuti zhasece do
vétsi vzdalenosti, kde prestava pusobit a méri se fluorescence emitovana donorem (Obr. 4A).
Podobné usporadani dvou fluoroford v jednom primeru maji naptiklad komeréni Amplifluor®, LUX®

nebo Cyclicon® (Navarro et al., 2015).

Znacené sondy se mohou dale délit na hydrolyzaéni a hybridiza¢ni. Hydrolyzaéni sondy
vyuzivaji 5’-3’exonukleasovou aktivitu pouZité DNA-polymerasy, diky které je navazand sonda
degradovanav priibéhu amplifikace, ¢imz dojde k oddéleni zhasece od donoru. Typickym prikladem
jsou ,TagMan sondy” (Holland et al., 1991). Tyto oligonukleotidy maji na svém 5’-konci
fluorescenéni donor a na 3’-konci zhdasec, jedna se o treti oligonukleotid pfidavany do reakce.
V pribéhu amplifikace dojde k degradaci sondy a uvolnéni donoru, ¢imz dojde k emisi zareni (Obr.
4B). Nevyhodou téchto sond je, Ze v pribéhu reakce jsou degradovany, takZe neni mozna nasledna
kontrola pomoci kfivky tani. Vzhledem ke zvysSené specificité diky tfetimu oligonukleotidu je ale tato

nevyhoda minoritni.



Vv vs ooz

Nejjednodussi usporadani hybridizacnich sond vyuziva tzv. ,,head-to-tail” orientaci, kdy jsou
v celém systému pritomny dva znacené oligonukleotidy/primery, které jsou komplementarni ke
sledované sekvenci ve velké blizkosti, z nichz jeden nese donor na 3’-konci a druhy obsahuje
reportérovy akceptor na 5°-konci. V pribéhu druhé faze PCR cyklu (annealing) dojde k navazani
obou oligonukleotidl na templat, ¢imZ se dostavaji do tésné blizkosti a dojde k pfenosu energie a k
emisi fluorescence akceptoru (Obr. 4C). DalSim typem hybridiza¢nich sond jsou vldasenkové sondy,
naptiklad tzv. ,Molecular Beacons”, které obsahuji donor a zhase¢ pfipojené na jeden
oligonukleotid. Diky vlasenkové strukture jsou tyto fluorofory v tésné blizkosti a dochazi ke zhaseni.

Po navazani na cilovou sekvenci dojde k oddéleni vldsenky a emisi fluorescence donoru (Obr. 4D).
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Obrazek 4. Priklady typt fluorescencnich sond. (Upraveno dle Navarro et al., 2015).



Na trhu existuje cela rada dalSich sond a oligonukleotidd, které rizné kombinuji zminéné
moznosti s riznymi pridavnymi vylepsenimi/modifikacemi. Od specifickych MGB sond pouzivajicich
specialni tripeptid tzv. MGB-ligand (minor groove binding ligand), které se |épe navazuji na
dvouretézcovou DNA aZ po rizné primery obsahujici modifikované nukleotidy umoznujici lepsi

vyladovani teplot nasedani primer( a sond.

1.2.2 Navrh primer( a sond

Na dobfe navrzenych primerech ¢i sondach zcela zavisi spravny pribéh gPCR reakce.
Sleduje se nejen specificita (komplementarita se sledovanou sekvenci), ale také délka, zastoupeni
guanind a cytosin(, stabilita na 3’-konci, teplota tani, délka vznikajiciho produktu/amplikonu.
V dnesni dobé existuje celd fada pomocnych bioinformatickych nastrojd pro spravny navrh primert
(Primer3, mFold, OligoCalc atd.). Pfri optimalizaci obou primer0 je tfeba sledovat i jejich specificitu
v celém kontextu pldnovaného experimentu a je nutné zkontrolovat oblast jejich nasedani, aby se
v komplementarni oblasti nevyskytovalo velké mnozstvi vlasenkovych struktur a podobné (Bustin

and Huggett, 2017).

1.2.3 Pristroje a vyhodnoceni dat

Pristroj pouzivany pro qPCR analyzu se sklada z vlastniho cykléru schopného efektivné a
presné ménit teploty, excitacniho zdroje svétla, detektoru fluorescence a softwaru pro vyhodnoceni
zaznamenané fluorescence. Prvni pfistroj pro gPCR byl uvedeny na trh firmou Applied Biosystems
uz v roce 1996. Od té doby existuje na trhu celd rfada pristroja s rGznym uspofadanim (blokové ci
rotorové), umoznujici stanoveni rlizného poctu vzorkl s moznosti sledovat rlizny pocet fluorofor(
apod. Faktory, které se sleduji pfi koupi takového pfistroje, jsou napftiklad uniformita bloku - coz
znamena, do jaké miry je pfislusny blok schopen udrzet presné stejnou teplotu ve vsech jamkach,
nebo rychlost, s jakou je schopen ménit teplotni faze cyklu. Pristroje se lisi typem pouZzivanych
zkumavek od 0,1 - 0,2 ml mikrozkumavek organizovanych do desticek ¢i stripQ po rtzné kapilarni
mikrozkumavky. Pfistroje se mohou velmi lisit z hlediska pouZitého zdroje svétla a optiky. ZpUsob
detekce emitovaného fluorescencniho zareni se u pfistroju lisi od poutZiti fotodiod, fotonasobicd az
k CCD kameram. Kazdy typ ma svoje vyhody a nevyhody. Velmi vyraznym, ovsem ¢asto pfehlizenym,

kritériem pro vybér pristroje mlze byt i software pro analyzu dat (Sandrine Javorski-Miller, 2011).

Vyhodnoceni a analyza dat u gPCR probiha na zakladé amplifikacni kiivky a mlze davat bud’

hodnoty ,,absolutni”, kdy ziskdme mnoiZstvi stanovovaného transkriptu na zdkladé porovnani se



standardni kfivkou, nebo relativni, kdy pouze porovndvame mnozstvi stanovovaného transkriptu

mezi dvéma typy vzorkd, naptiklad ptred a po ovlivnéni.

1.2.3.1  Absolutni kvantifikace

Absolutni kvantifikace umozni uréeni poctu kopii sledovaného transkriptu na zakladé
extrapolace ze standardni kfivky. Ta je vytvofena postupnym fedénim standardu (Obr. 5). Standard
vétsinou tvoti rekombinantni DNA, napfiklad plasmid s naklonovanym genem (pfipadné pouze jeho
Casti), ktery stanovujeme. Doporucuje se, aby plasmidova DNA byla nejprve pro standardni kfivku
linearizovana. Whelan et al. (2003) vsak dokazali, ze se kfivka nelisi pfi poutziti cirkularniho, nebo
linearizovaného plasmidu (Whelan et al., 2003). Dalsi namitky proti absolutni kvantifikaci, které se
obcas vyskytnou, zdlraznuji, Ze rekombinantni DNA nepodstoupi stejny proces jako cDNA a tudiz
se doporucuje poutziti rekombinantni RNA jako standardu, kterd projde reversni transkripci
podobné jako izolovany vzorek. Aby absolutni kvantifikace byla smysluplnd, je nutné presné
stanovit koncentraci standardu. Pro toto stanoveni se doporucuje presnéjsi fluorimetrické
stanoveni (napfiklad s pouzitim RiboGreen nebo PicoGreen) neZ spektrofotometrické stanoveni
mnozstvi RNA/DNA Nanodropem. Vysledné jednotky se odviji od toho, v jakych jednotkach je
vyjadiena koncentrace vzorku pouzitého pro standardni kfivku a jaky je vstupni material pro
stanoveni. MUzZe byt vyjadiena jako pocet kopii na pug pouzité cDNA/RNA, jako pocet kopii v ml krve,

nebo pocet kopii na gram tkdné a podobné (Bustin, 2004).
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Obrdzek 5. Ukazka stanoveni absolutni koncentrace nezndmého vzorku pomoci sériového fedéni

a standardni krivky (Pfevzato z Roberts et al., 2014).

1.2.3.2  Relativni kvantifikace

Relativni kvantifikace, na rozdil od absolutni, nedavd informaci o poctu kopii
stanovovaného genu a neni nutny standard. Vysledkem relativniho stanoveni je porovnani mnozstvi
genu mezi kalibratorem - kontrolnim vzorkem pred ovlivnénim nebo vzorkem, ke kterému jsou

ostatni vzorky vztazeny.



Navic se pfi relativnim stanoveni provadi normalizace dat k urcitému genu, ktery by mél byt
stabilni v celém experimentu. Takovy gen se nazyva referencni gen (RG). Dfivéjsi oznaceni
,housekeeping gen“ se jiz nepouziva, protoze toto oznaceni je zavadéjici, nebot ne vSechny
,housekeeping” geny maji vidy stabilni expresi. Napriklad ¢asto  pouzivand
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa (GAPDH) je ovlivnéna interleukinem-2, a proto jakékoliv
stanoveni, které se tyka zanétu, muze byt pfi pouZiti GAPDH Spatné interpretovano (Whelan et al.,
2003, Sabath et al., 1990). Pro vybér stabilnich RG je dostupna fada programd, které nejen Ze
vyhodnoti stabilitu RG, ale také vyberou ze sady testovanych gen( ten nejstabilnéjsi (Andersen et
al., 2004, Pfaffl et al., 2004, Vandesompele et al., 2002, Silver et al., 2006). Snadné je napfriklad
pouzit volné dostupny program RefFinder

(http://150.216.56.64/referencegene.php?type=reference), ktery sdruzuje Ctyfi takové programy,

vSsechny dohromady vyhodnoti a vytvofi vysledné poradi genl dle jejich poradi v jednotlivych
programech. Vstupni data pro tento program jsou Cq hodnoty vSech gen( ze vSech vzorkl z daného
experimentu. Jeden ze zahrnutych programi GeNorm navic vyhodnoti homogenitu celého
experimentu a na zdkladé toho doporuci pocet RG, které by se mély pouzit pro spravnou normalizaci
daného experimentu. Obecné se doporucuje pouzit vice nez jeden RG pro minimalizaci chyby
stanoveni. V takovém pripadé se pfi vypoctu pocita s geometrickym primérem namérenych Cq
hodnot vsech doporucenych RG (Vandesompele et al., 2002). Dalsi zplsob jak vybrat kvalitni RG

umoziuje napriklad Genevestigator, komercni software (https://genevestigator.com/gv/index.isp),

ktery sdruzuje veskera dostupna transkriptomicka data, takZe pti zadani typu experimentu, tkané,
bunécné linie, podminek a cilového genu doporuci sadu stabilnich gend, které se navic svoji mirou
exprese pfilis nelisi od cilového genu. VZdy ale samoziejmé plati doporuceni otestovat vice gend,

nebo alespon ovéfit stabilitu vybraného genu v realném experimentu.

Pro vypocet relativniho stanoveni Ize pouzit nékolik metod. Nejcastéji pouzivand metoda
tzv. AACt je vhodna pfi splnéni podminky shodné (nebo alespon podobné) ucinnosti primer( pro
cilovy i referencni gen (rovnice 1.1). Vétsinou se doporucuje rozmezi Gcinnosti 90-110 %, pokud
jsou hodnoty ucinnosti mimo tento rozsah, je tfeba ucinnost zahrnout do vypoctu (rovnice

1.2)(Livak and Schmittgen, 2001, Schmittgen and Livak, 2008).
relativni exprese= 2 24¢t (rovnice 1.1)

AACt=ACtyzorek- ACtkalibrator, ACt:thilov{/ gen~ Ctreferenénl’gen

(Ecilov{/ gen) ACt cilovy gen (kalibrator-vzorek)

relativni exprese= (rovnice 1.2)
(Ereferenénigen) ACt referencni gen (kalibrator-vzorek)
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Stanoveni Ucinnosti se proto musi provadét u kazdé pouzivané sady primer(. Bohuzel se
Casto opomiji kontrola komercné zakoupenych primer(. Sice je pfi prodeji vidy deklarovana
dostatecna ucinnost primerq, ale uz pfi poutziti jiného mastermixu pro qPCR se mUZe ucinnost lisit.
Udinnost se vypocitava ze smérnice kalibraéni primky, kterd je podobné jako u absolutniho
stanoveni poditana vynesenim logaritmu relativnich koncentraci vi¢i namérenym Cq hodnotam

vzork( ziskanych postupnym redénim.

Relativni kvantifikaci je vyhodné pouZit pfi stanoveni vétsiho mnoiZstvi genl, pro které
nejsou dostupné standardy, a pro které by bylo zbyte¢né ndkladné tyto standardy vytvaret.
Jednoduchy vypocet |ze provadét pfimo v softwaru pfistroje, nebo po exportu dat v Excelu. Existuje
ale fada programd, které usnadnuji vypocet, véetné normalizace dat a statistického vyhodnoceni.

Takové programy jsou ale vétSinou komercni a velmi nakladné (gBase, GENEX® apod.).

1.3 Digitalni PCR

Digitalni PCR (dPCR) je pomérné nova metoda pro absolutni kvantifikaci DNA, kterou
umoznil uvést do praxe predevsim rozvoj mikrofluidnich a emulznich technologii (Sykes et al., 1992,
Vogelstein and Kinzler, 1999, Quan et al., 2018). dPCR zahrnuje reagencie obsazené v klasickém PCR
vcetné fluoroforu pouzivaném pti gPCR. Provedeni dPCR spociva v Uvodnim rozdéleni jedné reakce
do velkého mnozstvi mikroreakci (stovky az miliony). Objem jednotlivych mikroreakci se obvykle
pohybuje v fadech nano- ¢i pikolitrl. Nasleduje vlastni PCR reakce a cteni fluorescence, kde se
vétsinou sleduje pouze pozitivni a negativni odpovéd. Vysledny signal je poté preveden do systému
jednicek (pozitivni reakce) a nul (negativni reakce), tedy do podoby binarniho kédu - odtud plyne
nazev digitdlni PCR. Podobné jako u qPCR je mozné vyuzit referencni barvivo ROX, které slouzi ke
kontrole naneseni vzorku na Cip a umozZnuje stanoveni poctu realné pouzitych mikrojamek na Cipu.
Pocet pozitivnich mikroreakci viici poctu vSech mikroreakci udava vysledny absolutni pocet kopii
dané sekvence ve vzorku. Vypocet je korigovanym piedpokladem ndhodné distribuce vzorku dle
Poissonova rozdéleni, kde kazdd reakce obsahuje bud Zadnou, nebo jednu az tfi molekuly
stanovované DNA. S tim také souviseji i limity pouZziti dPCR. Nezbytna je volba vhodné koncentrace
pro méreni konkrétni molekuly, nebot pro spravné vyhodnoceni nesmi byt vSechny mikroreakce
pozitivni. Dynamicky rozsah je tedy pomérné maly a zavisi na poctu sledovanych mikroreakci. Proto
je tfeba dobre znat nebo predpovédét priblizné mnozstvi vstupniho templatu, aby byl ve vysledném
vzorku dostatecny pocet negativnich reakci pro vylouceni Uplné saturace vzorkem. Vyhodou ale je,
Ze odpada nutnost vytvoreni kalibracni kfivky, nebo normalizace dat v{ci jinému genu. Prestava tim

padem zalezet na ucinnosti pouzitych primeru a také nevadi urcita mira inhibitor( v reakci.
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V soucasnosti existuje nékolik rGznych platforem pro provedeni dPCR, které se lisi
predevsim ve zplsobu Uvodniho rozdéleni reakce do mikroreakci. Vzorek je bud rozptylen do
malych mikrojamek ¢ipu pomoci mikrokapilar, nebo je vytvofena emulze, ktera je rozdélena do

mikrokapének (Obr. 6).

Vzorek Rozdéleni vzorku do PCR amplifikace Detekce a absolutni
mikroreakci kvantifikace

Obrazek 6. Priibéh digitalniho PCR. (A) usporadani v Cipu, (B) kapénkové usporadani. (Upraveno dle

www.thermofisher.com a www.bio-rad.com)

Platformy zaloZené na Cipech obsahuji definované mnozstvi mikrojamek. Typy Cipl se
vétSinou |isi v poc¢tu mikrojamek a ve vysledném objemu mikroreakci. K plnéni Cipu se vétsinou
pouzivda mikrokapilar. Pro roztér nebo tvorbu mikroreakci je vyuZivan automaticky, Ci
poloautomaticky pfistroj vétSinou doddvany spolu s vlastnim dPCR pristrojem. Platforma, ktera
vyuziva emulgaci vzorkd, se nazyva , dropletova“ dPCR (ddPCR), kdy jsou mikrokapénky ze smési
vodného roztoku a oleje vytvoreny v generatoru kapének, ve kterych probiha tzv. emulzni PCR, a
které jsou nasledné vyhodnocovany v mikrofluidnim zafizeni. Toto usporadani umoznuje vytvoreni
vétsiho mnozstvi kapének v porovnani s dPCR Cipy. Vétsina systémi dPCR umoznuje multiplexovani
pfi poufZiti vice rlizné znacenych sond, coz pfi vysoké cené jednoho Cipu/stanoveni znacné snizuje
naklady. Podobné jako u gPCR existuje soubor ,dMIQE guidelines” pro publikovani dat ziskanych
pomoci dPCR, které obsahuji esencidlni a doporucené polozky, které umoini zopakovani

experimentu i jinou laboratofi (Huggett et al., 2013).

dPCR se pouziva u vzorkl vyZadujicich vysokou citlivost nebo pfi omezeném mnoZstvi
vstupniho vzorku. TakZe se napfiklad pouZiva pfi stanoveni cirkulujicich fragmentl fetdlni DNA

v plazmé matky, stanoveni a screeningu mutaci ¢i pfitomnosti nddorovych bunék a podobné
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(Fialova et al., 2017). dPCR se pouziva také pfi urceni poc¢tu variant konkrétniho genu (Copy Number
Variant, CNV), pfi ur¢ovani deleci ¢i amplifikaci urcitych genomovych Usekd nebo lokusl (Beranek,

2016, Pohl and Shih le, 2004).

1.4 DNA &py

DNA Cipy (DNA microarrays) jsou technologie, kde jsou tisice oligonukleotidd navazany na
povrchu Cipu, ktery pomoci hybridizace a nasledné detekce signdlu umoznuje stanoveni relativni
koncentrace nukleovych kyselin ve smési. Poprvé byla metoda hybridizace DNA pouZita uz
v sedmdesatych letech minulého stoleti pro screening kolonii E. coli obsahujicich plasmidy
s rlznymi sekvencemi (Grunstein and Hogness, 1975). V 90. letech byla tato metoda vylepsena a

postupné automatizovana (Bumgarner, 2013, Katagiri and Glazebrook, 2009).

Tradi¢ni Cipy jsou dvoudimensionalni tuhé povrchy ze skla, plastu i silikonu, na které jsou
kovalentné navazany az miliony fragment( DNA, které umoznuji hybridizaci znacenych nukleovych
kyselin ze studovaného vzorku. Klasicka analyza pomoci DNA Cipl zahrnuje znaceni nukleovych
kyselin ve studovaném vzorku, hybridizaci na Cip, detekci signdlu a analyzu a interpretaci ziskanych
dat. Dnes existuje celd fada komercéné dostupnych platforem a Cipl (napf. Agilent, Affymetrix,

llumina atd.).

Primarni pouZiti DNA Cip( je praveé pro studium genové exprese. Z extrahované celkové RNA
je vétsinou s pouzitim afinitni purifikace pomoci oligo(dT) kuli¢ek nebo kolonek precisténa mRNA,
ktera je ndsledné znacena, bud jako cRNA, nebo reversni transkripci pfevedena na cDNA. Metod
znaceni je vice, nejcastéji pouzivané jsou inkorporace fluorescencné znacenych nukleotidl nebo
nukleotidl s navdzanym biotinem. Takto oznadena smés znacenych nukleovych kyselin je
hybridizovéna na Cip. Po promyti nenavazanych molekul je ¢ip rovnou skenovan (nebo v pripadé
pouZiti biotinu je ptidan fluorescenéné znaceny streptavidin, poté je Cip znovu promyt a skenovan).
Skenovaci pfistroj vétSinou predstavuje laserem vybaveny konfokdlni mikroskop. Je také moiné
pouzit pfi hybridizaci vic vzorkd znacenych rlznymi fluorofory a tim pfimo vyuzit Cip pro
komparativni hybridizaci, kdy porovnanim rdznych emisnich spekter lze pfimo ziskat rozdily

v expresich mezi sledovanymi vzorky (Obr. 7).
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Obrazek 7. Priklad krok( v procesu komparativnino DNA Cipu: izolace RNA (mRNA), znaceni,

hybridizace a skenovani fluorescence. (Pfevzato z http://www.3d-gene.com).

Dalsi pouziti DNA cCipG zahrnuji napfiklad precipita¢ni tzv. ,ChIP-chip“ experimenty
detekujici interakce mezi DNA a transkripcnimi faktory. Dale se DNA Cipy pouZivaji ke genotypizaci
jednonukleotidovych polymorfism( nebo k detekci poctu kopii ¢i aneuploidii. V soucasnosti se
pouzivaji také Cipy pro detekci mikroRNA, cozZ je celkem obtizné vzhledem k nizkému celkovému

zastoupeni téchto malych RNA v komplexnim vzorku.

Vzhledem k velkému mnozstvi informaci, které se daji z takové analyzy nacerpat, vzniklo
spolecenstvi ,Microarray Gene Expression Society” (www.FGED.org) a databaze, napfiklad Gene

Expression Omnibus (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), které sdruzuji takové experimenty a

data pro pripadné dalsi analyzy ¢i meta-analyzy. Samoziejmé pro priihlednost a mozZnost tato data
vlbec opakované pouZit existuje opét sada doporuceni, jaké informace je nutné dodavat pfi
publikovani dat z DNA Cipa (MIAME - Minimum Information About Micrarray Experiment) (Brazma
et al., 2001). Sest hlavnich poZadavki pro publikovéni, které musi byt splnény, zahrnuji informace
0 nastaveni experimentu, anotace celého Cipu (sekvence sond, identifikatory genl apod.), popis
jednotlivych vzorkd, laboratorni postupy hybridizace a samoziejmé dostupnost surovych dat

z pfislusnych platforem a dostupnost normalizovanych dat, ze kterych byly vyvozeny zavéry studie.

Limity technologie DNA cipU zahrnuji fakt, Ze pfi jejich pouZziti dochazi k predpokladu, Ze
vSechny obsaZené oligonukleotidy navazané na Cip hybridizuji se stejnou efektivitou a proporéné
vzhledem ke své koncentraci ve studovaném vzorku. Dalsi nevyhodou je, Ze mize dojit k soucasné
hybridizaci velmi podobnych sekvenci, coz mlze zkreslit vysledek, nebo ztiZit jeho interpretaci,
mUZe také prekazet pozadi (napf. pti analyze patogen( ve smésnych vzorcich) ¢i naopak pfrilisna
saturace vzorkem. Hlavni limit této metody ale je, Ze dochazi k hybridizaci pouze téch molekul, na
které byly sondy predem navriené. Neni mozné touto metodou identifikovat Zadné ,nové”
molekuly, nebot nebudou mit na co se navazat, neni vétsinou mozné ani rozlisit rGzné sestrihové
varianty. Naptiklad pfi studiu organisml svysokou tendenci k mutacim budou vétsinou Cipy

detekovat pouze referenéni sekvence a mnohé zajimavé sekvence mohou byt opominuty.
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Pro vyhodnocovani dat z DNA CipQ se Casto pouZivaji programové baliky dostupné u
pfisludnych firem dodavajicich ¢ipy. Casto se také pouzivd balitek programl edgeR. Opét
samoziejmeé pfi analyze zavisi na spravné normalizaci dat. Doporucuje se také kazdy vysledek z DNA

¢ipa ,,validovat” pomoci jiné metody, nejcastéji qPCR (v dnesni dobé muzZe byt nahrazovano dPCR).

1.5 RNA sekvenovani

Se sniZujici se cenou sekvenovani jsou postupné DNA Cipy nahrazovany touto metodou.
Sekvenovani celého transkriptomu neboli RNA-sekvenovani (RNA-seq) poskytuje jedinecné
informace o aktudlnim stavu bunky. Transkriptom predstavuje kompletni set vSech transkriptd
v bunice v daném vyvojovém stddiu a v danych podminkach. Poznani transkriptomu pfinasi celou
fadu informaci a mlze tedy prispét k porozuméni rozvoje chorob apod. Transkriptom obsahuje
nejen celé mRNA véetné regulacnich oblasti a rGznych sestfihovych variant, ale také nekdédujici RNA

a malé RNA.

RNA-seq vyuzZivd vSech dostupnych vyhod sekvenovani nové generace (NGS, next
generation sequencing). Pripravné kroky zahrnuji izolaci celkové RNA, frakcionaci, pfepis a tvorbu
cDNA knihovny s pfipojenim rdznych adaptorld na jeden ¢i oba konce. Dale mlzZe byt zahrnuta
néjaka forma amplifikace, to pfedevsim u malo koncentrovanych vzork(, nasleduje kontrola kvality
knihovny a vlastni sekvenovani (Obr. 8). V zavislosti na pouZité metodé lze ziskat rizné dlouhé
prectené fragmenty. Nejnarocnéjsi ¢ast celé analyzy spociva v bioinformatickém zpracovani dat.
V ptipadé dostupnosti referencniho genomu nebo transkriptomu jsou ziskana data porovnana
s témito sekvencemi, v opacném pfipadé musi byt fragmenty nové pospojovany (de novo
assembled). Vyhoda RNA sekvenovani spociva v ziskani veskerych informaci, nejen téch které
muUzeme ocekavat dle dostupnych sekvenci, sond a Cipl. MlZeme ziskat informace o jednotlivych
isoformach, o sestfihovych variantach, fuznich transkriptech apod. U nemodelovych organism{, pro
nedostupnost sekvence genomu a tedy i CipU (které jsou zaloZeny na imobilizovanych sondach o
zndmé sekvenci), predstavuje RNA-seq jedinou moznost jak ziskat néjaka data. Na rozdil od
technologie Cipl neni RNA sekvenovani pfilis komplikovano pfitomnosti pozadi ¢i komplexnim
vzorkem, ma tudiz velky dynamicky rozsah. Bioinformaticka analyza a pfedevsim statisticka slozka

pfi stanoveni diferencidlni genové exprese ovsem predstavuje vyzvu.

Pfed zapocetim experimentu je potieba dobre promyslet Ucel sekvenovani, a podle toho
planovat ,hloubku c¢teni” (read depth, coverage), tj. kolikrat predpokladame, zZe bude kazda
sekvence prectena, kvl spolehlivosti ziskanych dat. Napfiklad zajimame-li se o geny, které jsou

obecné méné prepisované, je lepsi zvysit pocet biologickych replikatt, nez zvySovat hloubku ¢teni.
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Dokonce existuje aplikace pro operacni systém Android - RNAtor, kterd umozni propocitat, kolik
replikatd a jakou hloubku cteni potfebujeme pfi konkrétnim experimentu. Doporuci jakou
platformu zvolit a jaky miZeme ocekavat vysledek (Kane et al., 2017). Kazdy krok v celém procesu
RNA-seq metody ma celou fadu dostupnych provedeni, v rdmci této prace pouze stru¢né shrnu a
nastinim, jaké moZnosti existuji, bez ambici popisovat detailné veskeré platformy a moZnosti NGS

sekvenovani.

1.5.1.1 Ptiprava cDNA knihovny

Pfiprava knihovny zdavisi na charakteru experimentu, nelisi se ale v podstaté od
celogenomového sekvenovani. Pfi praci sizolovanou celkovou RNA je doporuceno odstranit
ribosomalni RNA, ktera predstavuje 90-95 % veskeré RNA a pfi jejim ponechani ve vzorku by bylo
zbytecné plytvano sekvenacni kapacitou. Odstranit rRNA se da napfiklad pomoci kitu (Ribo-Zero)
obsahujiciho sondy komplementarni krRNA navazané na magnetické kulicky, které se po
hybridizaci daji snadno oddélit. Izolovat se ale da pfimo i mRNA obsahujici poly(A) napfiklad pomoci
kulicek s navazanym oligo(dT). V pfipadé analyzy dlouhych nekédujicich RNA a mRNA je nutné je
fragmentovat do mensich Usekl — poZzadované velikosti se lisi dle typl sekvenator( (200-500 bp).
Fragmentace muze byt fyzikadlni - plsobenim tepla, sonikaci, nebo nebulizaci (obé jsou castéji
vyuzity pro DNA knihovny), nebo enzymatickd - pldsobenim endonukleas (Obr. 8A). Nasleduje
reversni transkripce a syntéza druhého retézce (Obr. 8B). Zde se mUze priprava cDNA knihovny lisit
od pripravy DNA knihoven, nebot je moZné zahrnout krok navic pro zachovani informace o
kddujicim fetézci. Nasleduje osetifeni koncl vzniklych dvouretézcovych molekul DNA a pfipojeni
adaptor(, které jsou opét zcela charakteristické pro nasledné pouzitou technologii (Obr. 8C a 8D).
Adaptory jsou oligonukleotidy, které slouzi jednak jako sondy k navazani na podklad pfi vlastnim
sekvenovani (napfiklad na kotvici kulicky u metody lon Torrent nebo sklenéné plochy pro systém
lllumina). Adaptory také slouzi jako primery pfi klondIni amplifikaci a mohou slouzit i jako tzv.
barkddy (barcodes) pro oznaceni plvodu sekvenci. Predevsim pfi diferencidlnim nebo multiplexnim
RNA sekvenovani se toho Casto vyuZiva, protoZe se muze vic vzork( sekvenovat najednou.
Jednotlivé vzorky jsou pak snadno bioinformaticky oddéleny podle pfitomnych barkédu

(specifickych sekvenci).
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Obrazek 8. Kroky pfi pfipravé cDNA knihovny. (Pfevzato z http://archerdx.com/fusionplex-

assays/mbc-adapters)

1.5.1.2 Klondlni amplifikace

Nasleduje klonalni amplifikace celé knihovny, ktomu jsou vyuZivany pravé pfipojené
adaptory. Postup amplifikace opét zavisi na pouzité technologii sekvenovani. Napfiklad technologie
SOLID nebo lon Torrent vyuZivaji tzv. emulzni PCR, kdy jsou fragmenty pfipojeny ke kotvicim
kulickam, kdy kazdd kuli¢cka obsahuje pravé jeden hybridizovany fragment. Vzhledem k celkovému
poctu fragmentl tak muiZe jeden sekvenacni experiment obsahovat miliény kotvicich kulicek.
Pfiddvand olejova faze a ndsledna emulgace umozni vytvoreni kapének, které obsahuji jednu
kulicku s navdzanou sekvenci, na niz jsou pfipojené na kazdé strané adaptory, ty jsou vyuZzity pfi PCR

k namnoZeni pfitomného fragmentu (Obr. 9A).
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Obrazek 9. Princip klonalni amplifikace pomoci emulzniho PCR (A) (technologie Roche 454, SOLID a
lon Torrent) a ,,Bridge” PCR (B) (technologie llluma) (pfevzato z Radford et al., 2012).

Technologie lllumina vyuziva jiny zpGsob amplifikace, tzv. ,bridge” PCR, kdy jsou oba
k adaptordm komplementarni primery vazané na sklenéné destiéce a pfi amplifikaci dochazi
k ohnuti fragmentu a vytvoreni jakéhosi mustku, vznikajici novy fragment zlstava pripojen k
podkladu. Takto je v definovaném prostoru fragment mnohondsobné namnozen a vznikaji
izolované klastry o stejné sekvenci, které poskytnou dostatecny signal pro sekvenovani (Obr. 9B)

(Radford et al., 2012).

1.5.1.3 Sekvenovani

ZpUsob sekvenovani zavisi na technologii pouZité platformy, které se mezi sebou velmi lisi.
Zde jsou uvedeny tfi typy sekvenaci: nejpozivanéjsi lllumina technologie - zaloZena na pouZiti
fluoroford, lon Torrent — zaloZeny na elektrochemickém mérfeni pH, a Roche/454 zaloZzeny na
pyrosekvenovani. Nakonec pro zajimavost uvadim metodu budoucnosti, Nanopore, jediny

prenosny sekvenator vyuZivajici proteinového poru.
Hlumina

Sekvenatory firmy Illumina (napf. Hiseq, Miseq) jsou v soucasnosti nejpouzivanéjsi.
Vyuzivaji pratokovou celu a sekvenuji fragmenty organizované v klastrech po ,mUstkové”
amplifikaci. Tato metoda se nejvice bliZi klasickému Sangerovu sekvenovani, je také zaloZena na
»,Sekvenovani syntézou”, kdy jsou ke vsem klastriim najednou kromé DNA-polymerasy pridavany
nukleotidy znacené ¢tyfmi raznymi fluorofory (Obr. 10). Na rozdil od pouziti dideoxynukleotid(,
které ukoncuji syntézu, jsou zde pouZité nukleotidy pouze chranény pred navazanim vice jednotek

a po naskenovani fluorescence jsou fluorofory odstépeny a odmyty. Nasleduje dalsi kolo pridavku
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nukleotidl znacenych fluorofory a opét je naskenovan dalsi nukleotid v kazdém klastru. Tento
proces je velmi rychly a spolehlivy. Délka ¢teni je ale omezend a dosahuje vétSinou maximalné 50-

250 nukleotidl (nt) (Ansorge, 2009).
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Obrézek 10. Postup sekvence technologii lllumina (Pfevzato z Ansorge, 2009).

lon Torrent

Tato technologie firmy Thermo Fisher Scientific také vyuziva ,sekvenovani syntézou”, ale
pracuje na zcela odliSné bdazi nez jiné sekvenatory, detekuje totiz zmény pH. Knihovna je
amplifikovana emulzni PCR na kotvicich kulickach, tyto kulicky jsou poté rozmistény do
polovodicového cipu obsahujiciho jamky veliké presné pro jednu kulicku. Poté je Cip oplachovan
roztokem s jednim typem nukleotidu. Po pfipojeni spravného nukleotidu je uvolnén jeden proton,
¢imz dojde ke zméné pH v dané jamce. Citliva vrstva na dné jamky zaznamena tuto zménu - tedy
inkorporovany nukleotid. Cely proces je opakovan a dalsi nukleotidy jsou zaznamenavany (Obr. 11)
(Kchouk et al., 2017). Vyhodou této technologie je rychlost a délka ¢teni, ktera mize dosahovat az
600 nt. Nevyhodou je sloZita interpretace homopolymernich usekl (> 6nt), kdy je zména pH

zaznamendvana nepfesné.
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Obrazek 11. Technologie lon Torrent (pfevzato z Kchouk et al., 2017).

Roche/454

Tato technologie sekvenovani je zaloZena na zcela jiném principu a to pyrosekvenovani. Po
amplifikaci knihovny na kotvicich kuli¢ckach jsou tyto kulicky umistény do pikotitracni desticky
z optickych vldken, kdy kazda jamka pojme jednu kuli¢cku. Opét se jedna o metodu ,sekvenovani
syntézou“, tentokrat ale sekvenator vyuzivd spraZenych reakci. PFi inkorporaci spravného
nukleotidu je uvolnén difosfat (pyrofosfat), ktery je vyuzit priddvanou ATP-sulfurylasou k vytvoreni
ATP, nasledné enzym luciferasa zpUsobi, diky pfitomnosti ATP, preménu luciferinu na oxyluciferin
za soucasného uvolnéni svételného kvanta, které je zaznamenano detektorem (Obr. 12). Nejnovéjsi
pristroj této technologie GS FLX+ je schopen Cist sekvence aZ do velikosti 1000 nt (Ansorge, 2009).

Nevyhodou je opét nedostatecny signal pfi ¢teni homopolymernich Gsekd.
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Obrazek 12. Pyrosekvenovani, technologie Roche/454. (Pfevzato z Ansorge, 2009).
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Nanopore

Vsechny zminéné technologie jsou doposud limitovany délkou ¢teni kratsi nez 1000 nt.
V tomto sméru zaznamenala revoluci metoda Nanopore firmy Oxford Nanopore sequencing, kterd
uvedla na trh MinlON, pfistroj, ktery pfipomind flashdisk a pfipojuje se pfes USB port k pocitaci.
Fragment DNA je protlac¢ovan skrz kanal tvofeny proteiny, které méni konformaci dle prochazejicich
nukleotid( v sekvenci, tyto zmény jsou zaznamenany a prevadény v signal (Obr. 13). Tento systém
ma nékolik vyhod, tou hlavni je velikost pfistroje. Tento pfenosny systém lze vyuZit po pfipojeni
k laptopu kdekoliv v terénu, byl také testovan na rliznych extrémnich mistech planety - na horach,
pod vodou, v arktickych oblastech, a také ve vesmiru. Délka ¢teni (aZz 150 tisic nt) a pfizniva cena
(cca 1000 dolard) délaji z tohoto pfistroje hudbu budoucnosti. Nevyhodou je v soucasnosti velka
chybovost sekvenovani (aZ 12 %). Tento pfistroj Ize pouzit i pro sekvenovani RNA, kdy se pfi pfipravé
knihovny  wvyuZiva  pfimo RNA. UmoZnuje tak odhalit i modifikace  RNA

(https://nanoporetech.com/products/minion).

-

Obréazek 13. MinlON Nanopore technology. (Pfevzato z https://nanoporetech.com/minion)

1.5.1.4 Bioinformaticka analyza dat

Bioinformaticka analyza dat zahrnuje nékolik krokd. Prvni krok, tj. prevedeni zmérenych
signall (fluorescencnich, svételnych, elektrochemickych apod.) do digitalni ,pismenné” podoby,
provede pfimo sekvenator. Nutno zdUraznit, Ze témér veskeré programy dostupné pro
bioinformatickou analyzu jsou programovany v systému Linux a operacni systém Windows je pro
bioinformatiky velmi nepratelsky. Nicméné pro béiné uZivatele, ktefi nepracuji s pfikazovym
fadkem a chtéji se na svoje data alespon podivat, existuje napfiklad platforma Galaxy

(https://usegalaxy.org/), ktera pracuje s Linuxovymi programy pfes Windows rozhrani.
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Surova primarni sekvenacni data jsou dodavana ve formatu FastQ, ktery obsahuje nejen
ziskanou sekvenci z jednotlivych kulicek nebo klastr( a jeji identifikator, ale také informaci o kvalité

(a spolehlivosti) kazdé prectené baze (Obr. 14) (Bao et al., 2012).

FASTQ Data
@SRR032209.2000 length=36
GTTGTGGCTGAGATGGGATGTAAACTTGANGANANN
+SRR032209.2000 length=36
B=A@?@BBB<285:<?8%3; H##HHHHHH | #H ! H#! !

E NV S e S

Obrazek 14. FastQ format sekvence. Obsahuje na kazdém tadku konkrétni informaci: 1 - @ a
identifikator, 2 - vlastni sekvence, 3 - + a pridavné informace, 4 - skére kvality ,,Phred” (v ASCII

formatu) pro kazdou prectenou bazi. (Pfevzato z Wan et al., 2012).

Prvni krokem je kontrola kvality (FastQC), zda jsou ziskané sekvence dostatec¢né kvalitni,
pripadné dojde k odstranéni nekvalitnich dat (Trimming). Nasleduje odstranéni adaptor( a
rozdéleni vSech dat do jednotlivych skupin podle pfidanych barkddd, jedna-li se o multiplexni
experiment. Dalsi kroky zahrnuji napriklad parovani (v pripadé pouZiti parového cteni, tj. z obou
stran amplikon(). V zavislosti na dostupnosti referencnich sekvenci se odvijeji dalsi kroky
zpracovani dat, existuje-li referencni transkriptom, jsou ziskané sekvence mapovany na tyto
referencni sekvence. Je-li k dispozici pouze referenéni genom, je nutné zahrnout pfi mapovani i
mozZnost rozdélovani sekvenci, protoZze genom obsahuje introny, které pii sekvenovani
transkriptomu nebudou pfitomné, a proto nékteré sekvenované fragmenty budou mapovany do
vice oblasti genomu. NejsloZitéjsi situace nastava, kdyz neni dostupna zZadna referencni sekvence a

je nutno spojovat prectené fragmenty metodou , de novo assembly”.

Po mapovéani sekvenci jsou jednotlivé zmapované sekvence spoditany a je vypocitan
diferencidlni profil vSech transkriptld pro kvantitativni vyjadreni jejich miry exprese. Tato ¢ast je u
metody nejproblematictéjsi. Opét zavisi na normalizaci dat, kdy existuje nékolik pristupt. Napriklad
normalizace na délku prectené sekvence (FPKM, Fragments Per Kilobase Millions) zohledruje pocet
fragment( preétenych pro kazdy transkript vici celé délce transkriptu, nebot logicky pfi stejné
expresi budou mit delsi transkripty pfifazeno vice fragmentd, a kdyby se tento fakt nezohlednil, byly

by ve vysledku faleSné nadhodnocené.

Zavérecny krok vyhodnoceni diferencialni exprese jednotlivych transkriptli, napriklad pfi

porovnani miry exprese gent v rlznych tkanich, umozniuje naptiklad program DESeq2 nebo edgeR.
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Tyto dva statistické programy jsou schopny vyhodnocovat vysledky z vice vzorkd, tedy z rliznych

cDNA knihoven.

Obrazek 15 nastinuje komplexnost RNA-seq stanoveni se vSemi kroky, které jsou v pribéhu

experimentu nutné zvazit a projit. Od planovani experimentu (a), pres konkrétni provedeni a

vyhodnoceni (b) az po pokrocilejsi analyzy poskytujici biologicky relevantni informace (c) (Conesa

et al.,, 2016).
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3 Strucny prehled
vysledku



Vzhledem k rozmanitosti projekt(, na nichZ jsem se doposud podilela, je stru¢ny prehled
vysledk( a soubor publikaci predkladanych v této praci usporadan do nékolika tematickych celkd.
U kazdé publikace je zdUraznéna konkrétni souvislost se stanovenim genové exprese.

Jako prvni je zarazena publikace, kterd je pomérné zasadni svym obsahem. Poukazuje na
nutnost dikladné promyslet ¢asové rozvrieni experimentu z hlediska odbéru vzorkll a vybéru
mérenych parametrl. Zejména pfi sledovani a porovnavani vlivu latek na expresi genli na Urovni
transkripce (mnoZstvi mRNA) a na Urovni translace (mnoZstvi proteinll), pfipadné pfi pozadavku
tato stanoveni dat do souvislosti se zménami aktivit sledovanych enzym?.

Druha ¢ast zahrnuje Ctyfi publikace zabyvajici se problematikou referencnich gent (RG) pfi
relativnim vyhodnocovani gPCR. V idedlnim ptipadé by kazdému experimentu mélo predchazet
urceni stability nékolika vybranych referenénich genl, které mohou byt nasledné vyuZity pro
normalizaci dat. Timto stanovenim jsme se dUkladné zabyvali u tfech typl organismid: ¢meldki
(Bombus terestris a B. lucorum); mysi (Mus musculus) a vlasovky slezové (Haemonchus contortus).
Posledni publikace této casti se zabyva metodologii a vybérem RG pro stanoveni mikroRNA
publikovand v monografii vénované epigenetice.

Treti Cast obsahuje osm publikaci zabyvajicich se vlivem pfirodnich latek na
biotransformacni enzymy v rldznych modelech. Dvé publikace vznikly na zakladé in vitro
experiment( a dalSich Sest na zdkladé in vivo experiment(l. Dvé publikace se vztahuji k mysimu
modelu obezity navozenému s.c. podavanim glutamatu sodného (MSG) novorozenym mladatim.
Zabyvali jsme se jednak obecnym porovnanim exprese genll kddujicich biotransformacni enzymy
mezi hubenymi a tlustymi mySmi v jatrech a tenkém stfevé, a porovnanim exprese glutathion-S-
transferas v srdci a ledvinach. Dalsi ¢tyti publikace zahrnuji podavani potravnich dopliikd (extrakt
ze zeleného caje nebo brusinek) mysim, kde byl sledovan jejich vliv na expresi a aktivitu vybranych
biotransformacnich, pripadné antioxidacnich enzyma.

Ctvrta ¢ast zahrnuje tifi publikace, které obsahuji kromé qPCR i vysokokapacitni metody
stanoveni genové exprese. Jedna se o RNA sekvenovani u liSaje tabakového (Manduca sexta) a u
vlasovky slezové (Haemonchus contortus) a o stanoveni genové exprese pomoci DNA-Cipld u
husenicku rolniho (Arabisopsis thaliana).

Patd cast zahrnuje tfi publikace z rdznych tematicky nesouvisejicich projektd, do jejichz
feSeni jsem byla zapojena a na jejichZ fesSeni jsem se podilela predevsim pfi stanoveni genové
exprese metodou gPCR.

Na konci této Casti je shrnuti publikaci s kratkymi komentafi, na jejichz reseni jsem se

podilela a neobsahuji Zadné stanoveni genové exprese.

29



3.1 Casova zavislost zmén genové exprese

Lnénickovd K., Skdlovd L., Raisovd Stuchlikovd L., Szotdkovd B., Matouskova P*. Induction of
xenobiotic-metabolizing enzymes in hepatocytes by beta-naphthoflavone: Time-dependent changes

in activities, protein and mRNA levels. (2018) Acta Pharmaceutica 68(1), pp. 75-85.

Vyse uvedend publikace je zamérena na sledovani ¢asové zavislosti Ucinku modelového
induktoru na aktivitu a genovou expresi (na Urovni proteind i na Urovni mRNA) tii vybranych
biotransformacnich enzymda. Jako experimentdlni model byla zvolena primarni kultura potkanich
hepatocytll. Experimenty byly rozvrzeny tak, aby postihly ¢asovou zavislost odpovédi na pritomnost
induktoru a mohly byt sledovény korelace mezi jednotlivymi parametry. Vzhledem k tomu, Ze se
v burice jedna o nasledné déje, které mohou byt ovlivnény riznymi faktory, se véeobecné odpovéd
na pritomnost induktoru mezi hladinami mRNA a protein( vyrazné lisi.

Nejpresnéjsi a nejspecifi¢téjsi je pravdépodobné stanoveni hladiny mRNA, které ale muze
byt ovlivnéno systémovymi chybami, mezi které patti naptiklad pouziti nevhodnych referencnich
genu (viz. nasledujici kapitola), nebo vyssi riziko degradace vstupniho materialu, RNA, zapfic¢inéné
vsudypfitomnymi RNasami. Na druhou stranu vypovédni hodnota tohoto parametru muize byt
z farmakologického hlediska nedostacujici. Stanoveni hladiny proteind pomoci specifickych
protilatek mlze byt zatizeno vétsi chybou a malé rozdily mohou byt pominuty, vypovédni hodnota
bude vsak o néco vyssi. Z farmakologického hlediska vitézi stanoveni enzymové aktivity, které ale
mize byt komplikované, predevsim kvlli stanovovani ve smésnych vzorcich a nejednoznacné
specificité pouzivanych substratl. Sledovani vsech tfi hladin ma proto své opodstatnéni, které mlze
odhalit mista dalSich regulaci.

V predkladané publikaci byl sledovan indukéni efekt B—naftoflavonu (BNF), modelového
induktoru enzym( regulovanych pres receptor pro aromatické uhlovodiky (AhR), na
biotransformacni enzymy cytochrom P450 (CYP) 1A1/2, NAPD(P)H:chinonoxidoreduktasu (NQO1)
a glutathion-S-transferasu alfa (GSTa). Kvlli lepsi dostupnosti byla pouZzita kultura primarnich
potkanich hepatocyt(l pfipravena v nasi laboratofi pomoci dvoustupnové kolagenasové metody.
Vzorky byly odebirané 2, 4, 12 a 24 hodin po indukci. Vysledky se vyrazné lisily u vSech sledovanych
enzymU. Pouze CYP1A1/2 vykazoval vlivem BNF casové zavisly narlst ve vsech sledovanych
parametrech. Hladina mRNA NQO1 byla nejvice zvySena po dvou hodinach inkubace s BNF a
méla postupné klesajici tendenci, protein se mirné zvysil po ¢tyfech hodinach bez dalsiho nardlstu a
aktivita rostla az do posledniho méfeni. U GSTa byla pozorovana zvySend hladina mRNA pouze po
dvou hodinach s naslednym poklesem na droven kontroly. MnoZstvi proteinu se téméf nezménilo
a aktivita naopak klesla pod uroven kontroly (Obr. 16).
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Obrazek 16. Casova zavislost hladin mRNA, protein( a aktivity enzymd. (Upraveno z Lnénickova et

al., 2018, Priloha I).

Modulacni Ucinek latek je dualezitym kritériem pfi schvalovani |éCiv, predevSim pfi
hodnoceni potencialnich interakci mezi soucasné podavanymi léCivy. Z nasich vysledkl je patrné,
Ze stanoveni pouze v jednom cCasovém intervalu nebo jednoho vybraného parametru mlze byt

zavadéjici.
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3.2 Vybér referencnich gend pro gPCR

Diky rychlosti a spolehlivosti byva kvantitativni PCR v redlném case prvni volbou pfi
sledovani zmén expresi mensiho mnozstvi genld. Vzhledem k obtiZnosti ziskavani standard( pro
absolutni kvantifikaci je ¢astéji pouzivano relativni stanoveni, pfi kterém jsou porovnavany hladiny
mRNA mezi jednotlivymi vzorky. Toto vyhodnoceni ale vyZzaduje normalizaci pomoci referencnich
gen(, dfive oznacovanych jako tzv. “housekeeping geny”. Referencni geny pro dany experiment
musi vykazovat stabilitu ve vSech vzorcich a nesméji byt ovlivnény podminkami experimentu.
Kazdému experimentu by mélo predchdzet ovéreni stability nékolika potencialnich referenénich

genl.

3.2.1 Vybér referencnich genl pro qPCR u rlizné starych ¢meldk

Horridkovd D.%, Matouskova P.., Kindl J., Valterovd I., Pichovd I. Selection of reference genes for
real-time polymerase chain reaction analysis in tissues from Bombus terrestris and Bombus lucorum
of different ages. (2010) Analytical Biochemistry 397(1), pp. 118-120.

1-autofi pfispéli rovhocennym podilem

VySe zminéna publikace zahrnuje vybér referencnich genl (RG) pro normalizaci dat pro
gPCR. Byla sledovana stabilita osmi vybranych gent v labidlni Zlaze a tukovém télese dvou druhl
¢meldkd rdzného stafi (¢. zemni - Bombus terrestris, ¢. hajovy — B. lucorum). Situaci komplikovala
nedostupnost genomu obou druhli ¢melakl v dobé stanoveni (v soucasnosti je k dispozici genom
¢meldka zemniho), a proto bylo nutné pomoci degenerovanych primerl navrzenych podle
dostupnych sekvenci jinych organismU tyto geny namnozit a osekvenovat. Nasledovalo navrhnuti
specifickych primerd pro qPCR a ovéreni jejich funkénosti a ucinnosti. K hodnoceni stability
testovanych RG byl pouzit program GeNorm, ktery vyhodnocuje pdarovou variabilitu mezi
hodnocenymi geny a fadi geny od nestabilnich po dva nejstabilnéjsi. Zaroveri GeNorm doporuci
pocet potiebnych gen( pro konkrétni soubor vzorkd. Pro minimalizaci chyby se doporucuje vidy
pouzit nejméné dva RG.

Vysledky ukazaly, Ze z naseho vybéru sedmi potencidlnich RG byly nejstabilnéjsi geny
kddujici argininkinasu (AK) a fosfolipasu A2 (PLA2) v obou tkanich ¢melaka zemniho (B. terrestris).
U ¢melaka hajového (B. lucorum) byly v obou tkanich nejstabilnéjsi geny kédujici elongacni faktor 1
alfa (EEF1a) a opét PLA2. Soubor testovanych genli obsahoval také dva z nejc¢astéji pouzivanych
referencnich gent glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasu (GAPDH) a -aktin (ACTB), oba se ale jevily

jako pomérné nestabilni v obou testovanych druzich (Obr. 17).
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Obréazek 17. Vystup z programu GeNorm pro vybér nejstabilnéjsich referencnich gen(. (Pfevzato

z Horndkova et al., 2010, Priloha Il)

3.2.2 Vybér referencnich genl pro kvantitativni stanoveni mRNA a mikroRNA u mysiho

modelu obezity

Matouskova P.*, Bdrtikovad H., Bousova I., Hanusovad V., Szotdkovd B., Skédlovd L., Reference genes
for real-time PCR quantification of messenger RNAs and microRNAs in mouse model of obesity.

(2014) PLOS ONE 9(1), e86033.

V této publikaci jsme se zabyvali vybérem RG pro mysi model obezity, ktery jsme pouzivali
v nasi laboratofi pti studiich vlivu potravnich dopliikl na biotransformacni enzymy tlustych a
hubenych mysi. Tento model je vytvoren opakovanym subkutannim poddvanim glutamatu sodného

(MSG, monosodium glutamate) novorozenym mysim, ktery zplQsobi zanik ¢asti hypotalamu (nucleus
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arcuatus), ktera se podili na regulaci prijmu potravy. Takto osetfené mysi maji tendenci k obezité
zpUsobené pravdépodobné snizenim fyzické aktivity, bez vyrazné vyssiho pfijmu potravy. Model je
vhodny predevsim pro experimenty s podavanim ridznych doplnka stravy, protoze jejich efekt neni
ovlivnén vysokotucnou dietou, ktera se nejcastéji pouziva k navozeni obezity u mysi.

Pro zminénou publikaci byly navrzeny dvé sady primerl, jedna pro testovani RG pro
stanoveni hladin mRNA a jedna pro vybér RG pro normalizaci mikroRNA. Prvni sada zahrnovala 7
gen(, kde kromé béiné pouZivanych GAPDH a ACTB byly také primery pro 18S ribosomalni RNA,
ktera se také cCasto pouzivd jako RG pro qPCR. Byly analyzovany vzorky mysi hubenych, tlustych a
z obou skupin vzorky po podavani vytazku ze zeleného ¢aje izolované ze dvou tkani, jater a tenkého
stfeva, které jsme vyuZivali v naSich experimentech nejcastéji. Vyhodnoceni probihalo tfemi
programy (GeNorm, NormFinder a BestKeeper), které se bézné pouZivaji pro vybér RG a maji rlizné
algoritmy vypoctl. | presto, Ze se 18S pfimo nedoporucuje pouZivat vzhledem k jinému plvodu
(nejedna se o MRNA jako u ostatnich genli a muzZe tak podléhat jiné regulaci, navic tvofi velkou ¢ast
nejstabilnéjSimi geny v obou sadach vzorkd. Naopak GAPDH ani ACTB se jako stabilni nejevily.
Vysledkem bylo doporuceni pouzit tfi referencni geny pro obé sady.

Pro testovani mikroRNA jsme dle dostupné literatury vybrali a navrhli primery pro 10 gend,
které zahrnovaly 7 mikroRNA, dvé malé jadérkové RNA a malou nekddujici RNA U6, ktera se velmi
Casto poutziva pri kvantifikacich mikroRNA (nutno podotknout, Ze bez jakékoliv validace stability).
Sada testovanych vzorkd byla stejna jako v predchozim experimentu, nicméné z hlediska exprese
testovanych mikroRNA se obé sady jevily jako homogennéjsi a variabilita mezi testovanymi
mikroRNA byla mnohem mensi. Vysledné doporuceni pro qPCR experimenty sledujici hladiny
mikroRNA bylo pouZiti sno234 a miR-16 pro jatra a miR-186 a miR-200a pro tenké stievo.

Pro validaci ziskanych vysledk( byly pouzity dva geny, NQO1, u které jsme dle dfive
publikovanych dat ocekavali narlst po podavani extraktu ze zeleného ¢aje, a miR-221, u které bylo
popsano jeji zvySeni pfi obezité. Na obrazku 18 jsou grafy zobrazujici vystup tohoto validaéniho
experimentu. PFfi normalizaci dat s pouZzitim tfi nejstabilnéjsSich RG v kombinaci nebo jednotlivé
vykazuje hladina mRNA NQO1 (po plsobeni extraktu ze zeleného caje) signifikantni zvySeni, naopak
pfi pouZiti nestabilniho RG (ACTB) toto zvyseni neni patrné. Podobné u stanoveni hladin miR-221 je
pfi normalizaci vUci stabilnim RG pozorovano (u tlustych mysi) zvyseni, a naopak vici nestabilni U6
toto zvyseni patrné opét neni, navic pri pouziti nestabilniho RG (miR-200a) k normalizaci se dokonce
exprese miR-221 jevila jako sniZzena. Tento experiment jasné prokdazal nutnost ovéreni stability

referencnich gena.
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Obréazek 18. Validace vybéru referencnich gend pro stanoveni mRNA a mikroRNA. (Upraveno

z publikace Matouskova et al., 2014, Pfiloha Ill)

3.2.3 Vybér referencnich genl pro qPCR u vlasovky slezové

Lecovd L., RuZickova M., Laing R., Vogel H., Szotdkova B., Prchal L., Lamka J., Vokrdl I., Skdlova L.,
Matouskova P.*, Reliable reference gene selection for quantitative real time PCR in Haemonchus

contortus. (2015) Molecular and Biochemical Parasitology 201, pp. 123-127.

V této publikaci jsme vybirali referen¢ni geny pro qPCR u vlasovky slezové (Haemonchus
contortus). Jednad se o parazita malych prezvykavcU, ktery roc¢né zplsobuje velké ekonomické ztraty.
Timto helmintem se dlouhodobé v laboratofi prof. Skdlové zabyvame, predevsim studiem
metabolismu a odbouravani anthelmintik. Publikace genomu H. contortus v roce 2013 usnadnila i
metodiky molekuldrni biologie, protoze jsou jiz dostupné sekvence potencialnich referencnich gent
pro navrh primerd.

Stabilita vybranych jedendcti genl byla testovana na dospélcich dvou kmen0 vlasovky
slezové, citlivém kmenu ISE a multirezistentnim kmenu WR, samci a samice byli testovani oddélené.
Stabilitu péti nejstabilnéjSich genl jsme dale testovali na vzorcich ziskanych z obou kmeni po
vystaveni nejCastéji pouzivanym anthelmintikim (albendazol a ivermektin). Ziskana data jsme
analyzovali pomoci volné dostupného webového programu RefFinder, ktery sdruZuje Ctyfi
programy pro vyhodnoceni referencnich genl. Mezi pét nejstabilnéjsich genl tentokrat patfil i gen
pro GAPDH (gpd, zkratka doporuéena pro nazvoslovi gent u vlasovky slezové), ktery se po testovani

plsobenim obou anthelmintik ukazal jako nejstabilnéjsi. Pfi porovnani plsobeni albendazolu a
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ivermektinu na stabilitu téchto gen(l je opét znazornéna nutnost validace stability referencnich
genu. Z obrazku 19 je vidét, Zze u vzorkl po plisobeni albendazolu se jako nejstabilnéjsi ukazala
dvojice GAPDH (gpd) a superoxiddismutasa (sod). Druhy zminény byl vSak ve vzorcich po plsobeni
ivermektinu nejméné stabilni, coZz naznacuje, Ze by sod mohl byt jeho plisobenim ovlivnén a byl by
tak naprosto nevhodnym referenénim genem. Podle téchto vysledkl by celkové doporuceni bylo
pfi experimentu s obéma anthelmintiky pouZit pro normalizaci gPCR kombinaci gdp a genu pro
protein vazajici mastné kyseliny (far), protoze u vzork( ovlivnénych ivermektinem to byly dva

nejstabilné&jsi geny a u vzorkl ovlivnénych albendazolem prvni a treti (dle hodnoty stability M se

stale jednalo o velmi stabilni gen — viz. Obr. 19).

A B

0.8+

Albendazole lvermectin

Average expression stability M
Average expression stability M

0.0

0.0

T T T t
sod nchp ama gpa/far

t T t
ncbp ama far gpd/sod

< Least stable genes Most stable genes — < Least stable genes Most stable genes —

Obrazek 19. Analyza vybranych referencnich gend programem geNorm po plsobeni albendazolu

(A) a ivermektinu (B). (Pfevzato z Lecova et al., 2015, Pfiloha IV).

3.2.4 Metody vybéru referencnich gen(i pro qPCR stanoveni mikroRNA

Matouskovd P.*, MicroRNAs and reference gene methodology. (2017) Handbook of Nutrition, Diet,

and Epigenetics, Springer int. P. pp.1-17.

Tato publikace predstavuje prehledovou metodologickou kapitolu v knize ,,Handbook of
Nutrition, Diet, and Epigenetics” a zabyva se obecné mikroRNA, jejich biogenezi, nazvoslovim a
predevsim problematikou vybéru referencnich genli a normalizaci gPCR dat.

MikroRNA, nekddujici malé jednoretézcové molekuly RNA, se tési v posledni dobé velkému
zajmu védecké komunity. Jsou to molekuly, které se podileji na jemné regulaci témér vSech procesl
v burice. Poprvé byly zminény v roce 1993, kdy byla u hadatka obecného (Caenoharbditis elegans)

objevena kratka molekula RNA (lin-4) schopna sniZovat mnoZstvi transkriptu genu lin-14. Od té doby
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byla publikovana celd fada poznatk(li o mikroRNA, které se staly soucasti ucebnic molekularni
biologie. Objev cirkulujicich mikroRNA v krvi a jejich deregulace v fadé nemoci naznacily moznost
vyuzit tyto molekuly jako ¢asné biomarkery vznikajiciho onemocnéni.

Problematika referencnich gent zminéna vyse se netykd pouze stanoveni mnozZstvi mRNA,
ale také stanoveni hladin mikroRNA. BohuzZel neexistuje ,univerzalni” referencni mikroRNA, ktera
by byla za vSech okolnosti stabilni. Bézny ptistup ,vzit” jednu mikroRNA, v horsSim pfipadé jednu
malou RNA (nejcastéji U6), a poufZit ji jako referenéni gen muizZe vést k podstatnému zkresleni
vysledkll. Bohuzel se tak velmi ¢asto déje. Konkrétné U6 byva pouZivana velmi casto i ve zcela
nevhodnych pripadech. Naptiklad pfi stanoveni cirkulujicich mikroRNA v plasmé nebo séru je U6
pfitomna pouze diky hemolyze nebo srdzeni, coz jsou faktory vysoce ovlivnéné preanalytickou
manipulaci se vzorky. Existuji vSak i publikace, které se touto problematikou zabyvaji a doporucuji
konkrétni mikroRNA pro dany typ experimentu. Z vysledkud v téchto publikacich Ize vyjit pfi navrhu
referencnich gend pro vlastni experiment. VZdy je vSak nutné ovérit nékolik RG (mikroRNA) a vybrat

z nich 2-3 nejstabilnéjsi.

37



3.3 Vliv pfirodnich latek na expresi biotransformacnich enzym

Do této Casti jsem zaradila publikace, ve kterych jsme v rlznych modelech testovali vliv

prirodnich latek na expresi biotransformacnich enzyma.

3.3.1 Stanoveniin vitro
Lnénickovad K., Prochdzkovd E., Skdlovad L., Matouskova P., Bdrtikovd H., Soucek P., Szotdkovd B.*,
Catechins variously affect activities of conjugation enzymes in proliferating and differentiated Caco-

2 cells. (2016) Molecules 21, 1186.

Tato studie se zabyvala plisobenim extraktu ze zeleného Caje, ktery je bohaty na katechiny,
a epigalokatechingalatu (EGCG), ktery je v ném nejvice zastoupen. Jako model jsme pouZili CaCo-2
burniky pochazejici z lidského kolorektalniho adenokarcinomu, které maji po diferenciaci fenotyp
podobny enterocytlim a vyuZivaji se proto jako model bunék tenkého stfeva. Porovnavali jsme vliv
extraktu ze zeleného Caje a EGCG na Zivotnost bunék a predevsim na aktivity a hladiny mRNA
konjugacnich enzymU - sulfotransferasy, UDP-glukuronosyltransferasy, katechol-O-
methyltransferasy a glutathion-S-transferasy. Zjistili jsme, Ze po diferenciaci bunék jsou hladiny
MRNA vsech testovanych enzym( zvySené, nikoliv aktivity. Extrakt ze zeleného ¢aje ani EGCG
nemély vyznamny vliv na Zivotnost bunék ani hladiny mRNA. Aktivity nékterych konjugacnich
enzym( v diferencovanych burkach byly pouze mirné zménéné, takze bychom nepredpokladali, Ze
hrozi interakce se spole¢né podavanymi IéCivy. Zaroven ale nelze Fici, Ze by mél zeleny ¢aj nebo

EGCG pozitivni indukéni vliv na tyto enzymy.

Zdrybnicky T., Matouskovd P., Lancosovd B., Subrt Z., Skdlovd L., Bousovd I.*, Inter-individual
variability in acute toxicity of R-pulegone and R-menthofuran in human liver slices and their
influence on miRNA expression changes in comparison to acetaminophen. (2018) International

Journal of Molecular Sciences 19(6), 1805.

Toto je na%e nejnovéjsi publikace, kterd vznikla v rdmci grantu GACR 18-09946S doc.
Bousové, ktery se zabyva hepatotoxicitou terpen(. V této publikaci jsme se zabyvali studiem
hepatotoxicity monoterpen( R-pulegonu a R-menthofuranu, ¢astych v silicich rostlin. Jako model
jsme vyuzili ultratenké rezy z lidskych jater, které jsou pro stanoveni toxicity latek velmi dobrym
modelem, protoZe obsahuji vSechny typy jaternich bunék pfi zachovani trojrozmérné struktury
tkané. Prokazali jsme pomérné vysokou toxicitu R-pulegonu (vyssi neZ u paracetamolu pouzitého

jako pozitivni kontrola). Dale jsme sledovali vliv monoterpend na expresi vybranych jaternich
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mikroRNA. Obecné jsme zaznamenali vysokou variabilitu v hladindch expresi testovanych
mikroRNA mezi jednotlivymi vzorky jater (k dispozici jsme méli vzorky od péti pacientl, ktefi
podstoupili ¢astecnou hepatektomii). Nejvyznamnéjsi zménu jsme zaznamenali u miR-155-5p, ktera
je obecné povazovana za marker zanétu. V nasem experimentu se jevi jako slibny kandidat pro
uréeni ¢asné hepatotoxicity monoterpen( a zaslouZi si dalsi pozornost.

Za zminku stoji, Zze pivodné, dle publikované literatury, jsme pro normalizaci qPCR dat
vybrali malou jadernou U6, ale ta po ovéreni stability v testovanych vzorcich vykazovala vysokou

variabilitu, a proto jsme pouZili jako referenéni gen miR-93-5p, ktera se jevila jako stabilni.

3.3.2 Stanoveni in vivo

V dalSim projektu jsme se vénovali studiu vlivu pfirodnich latek na biotransformacni a
antioxidaéni enzymy u mysi in vivo. Pfedevsim jsme se zabyvali my$im modelem obezity navozené
podavanim glutamatu sodného (MSG) novorozenym mysim. Tento model jsme vyuZili k nékolika
rznym experimentim, které zahrnovaly stanoveni exprese biotransformacnich enzym vétsinou
jak na Urovni mRNA, tak na Urovni proteint. V Uvodu tohoto projektu jsme nejdrive testovali, jaky
vliv ma obezita na tyto enzymy. A dale jsme zjistovali, jaky vliv ma na biotransformadni a
antioxidaéni enzymy podavani suplementl. Témito experimenty bychom mohli odhalit potencialni

interakce soucasného podavani 1ékd s béZznymi potravnimi dopliky.

3.3.2.1 Biotransformacni a antioxidacni enzymy u MSG-obéznich mysi
Matouskova P.*, Bdrtikovd H., Bousovd I., Levorovd L., Szotdkova B., Skdlova L. Drug-metabolizing
and antioxidant enzymes in monosodium L-glutamate obese mice. (2015) Drug Metabolism and

Disposition 43, pp. 258-265.

Bousovd I.,* Kostdkovd S., Matouskovd P., Bdrtikovd H., Szotdkovd B., Skdlovd L. Monosodium
glutamate-induced obesity changed the expression and activity of glutathione S-transferases in

mouse heart and kidney. (2017) Pharmazie 72, pp. 257-259.

Vzrlstajici prevalence obezity v celém svété je alarmujici. Fyziologické zmény, které obezitu
doprovazeji, mohou ovlivnit expresi a aktivitu rlznych enzym(. Vzhledem ktomu, Ze
biotransformacni a antioxida¢ni enzymy maji velkou ulohu v obrannych mechanismech organismu,
mUZe mit jejich ovlivnéni zavazné nasledky. V prvni publikaci jsme porovnavali hubené a tlusté MSG
mysi. Kromé raznych biochemickych parametr( (napt. hladiny hormonu leptinu a insulinu) jsme

také porovnavali v jatrech a tenkém stfevé vybrané biotransformacni a antioxidacni enzymy na
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urovni mRNA, protein(l i enzymové aktivity. Snizeni ¢i zvySeni téchto enzymi pfi obezité muze
ovlivnit farmakokinetiku podavanych léciv. Dale jsme stanovovali expresi Nrf2, coz je transkripni
faktor reagujici na antioxidacni podnéty a regulujici ptislusné enzymy. U obéznich mysi jsme
pozorovali vice nez dvakrat vyssi transkripci tohoto faktoru. S tim korelovalo i zvySené mnozstvi
NQO1 (na vSech testovanych urovnich), coZ je typicky cilovy gen, ktery se pouziva jako pozitivni
kontrola pfi studiu Nrf2. Signifikantni zvySeni tohoto regulacniho faktoru u obéznich mysi mize byt
znamkou ochranné adaptace na vyssi oxidacni stres, ktery byl jiz dfive u obezity popisovan. Kromé
NQO1 byla vjatrech také ve vSech testovanych parametrech zvysend naptiklad UDP-
glukuronosyltransferasa 1A (UGT1A), a naopak sniZzend byla glutathion-S-transferasa pi (GSTp), také
ve vSech sledovanych parametrech (aktivita byla mérena spolecné pro vsechny isoformy enzymu).
Vétsina zmén, které jsme pozorovali, byla patrnd pouze v jatrech, a nikoliv v tenkém strevé. Naopak
v tenkém stfevé jsme pozorovali spiSe sniZzenou aktivitu nékterych antioxidacnich enzymu, jako
napriklad katalasy (CAT) nebo glutathionreduktasy (GR) (Tab. 1). Vtenkém stfevé byla nizka
korelace mezi jednotlivymi parametry méreni. Napriklad u glutathionperoxidasy (GPx) jsme
pozorovali snizenou hladinu mRNA, nezménénou hladinu proteinu a mirné zvysenou aktivitu. Nutno
podotknout, Ze aktivita byla mérena spolecné pro vsech osm isoforem enzymu, ale mnozstvi
proteinu @ mRNA bylo stanoveno pouze pro GPx2, dle literatury v gastrointestindlnim traktu
prevladajici isoformu.

Jak jsme nékolikrat pozorovali korelace mezi hladinami mRNA, proteinu a aktivity v jednom
Casovém bodé je pomérné slaba, protoze kazdy parametr se zveda v jinou dobu. TakZe pfi stanoveni
vSech ti drovni v jednom case se nemusi projevit zmény ve vSech parametrech. Nékteré vysledky
si ale vysvétlit nedokazeme, napfiklad u superoxiddismutasy jsme pozorovali nezménénou aktivitu,
zvySené mnoizstvi proteinu a snizené mnozstvi mRNA. Nicméné i takova data jsou v Zivych

systémech pomérné bézna.
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Tabulka 1: Porovnani hubenych a tlustych mysi - ukazka vysledk( méreni aktivity, proteinu a mRNA

antioxidacnich enzym( ztenkého stfeva. (Pfevzato z Matouskova et al., 2015, Pfiloha VIII).

Catalytic Activities Immunob kotting mEMNA Quantity
Control Obese Control Obese Control Obese

Liver

SOD1 1000 + 1.5 1048 + 14 1000 * 6.9 1145 * 117 1.00 = 0.46 1.36 *+ (.33
CAT 100.,0 = 1.4 905 + 377 1000 = 3.2 887 *+ 5.0 1.00 = 0.37 1.19 = 0.20
GPx" 100.0 = 0.5 7835 + 1.7* n.d. n.d. 1.00 = 0.31 3.21 = 1.15%
GR 1000 = 7.3 1034 = 26 1000 = 169 118.3 = 140 1.00 = 0.43 1.31 = 0.48
TR 100.0 = 12.3 1072 = 165 1000 = 13.8 66.40 + 5.0* 1.00 = 0.46 0.79 = (.23
Small Intestine

SOD1 100.0 £ 4.5 1060 = 47 1000 £ 10,0 151.4 = 107+ 1.00 = 0.44 0.52 £ 0.08
CAT 100.0 £ 7.7 612 * 1.7* 1000 £ 10.6 1604 = 8.1* 1.00 = 0.66 1.15 = (.42
GPx™ 1000 = 3.8 1190 = 7.0# 1000 £ 9.1 §9.0 = 72 1.00 £ 0.17 0.30 = 0.12%*
GR 100.0 = 2.6 BO8 & 1.5% 1000 = 7.3 147.7 = 9.0* 1.00 = 0.07 0.94 *+ (.25
TR 100.0 = 2.0 869 & 7.5% 1000 = 18.1 1027 2119 1.00 = 0.13 0.63 = (0.12*

nd., Not detected.
“Relative specific activity measured for all isoforms, protein, and mRNA GPx2-specific isoform only.
"Statistically significant (P - 0.05).

V druhé publikaci této kapitoly jsme navazali na zjiSténou sniZzenou aktivitu GST v jatrech
obéznich MSG mysi a zaméfili se na tuto nadrodinu enzymU v srdcich a ledvinach hubenych a
obéznich jedinch. GST jsou zastupci enzym0 zajistujici druhou fazi biotransformace xenobiotik,
katalyzujici pfipojeni tripeptidu glutathionu na hydroxylovou skupinu xenobiotik (pfitomnou nebo
zavedenou v prvni fazi biotransformace). Tato nadrodina obsahuje celou fadu isoforem rozdélenych
dle sekvencnich podobnosti do tfid alfa (a), pi (p), mu (m), theta (t) a dalsich.

K testovani enzymovych aktivit jsme pouzili spektrofotometrickou metodu se substratem
(1-chloro-2,4-dinitrobenzen) univerzalnim pro vétSinu GST isoforem. Hladiny proteini jsme
sledovali pomoci Western blotingu s pouZitim protilatek detekujicich rodiny GST (a, m, p) a hladiny
MRNA jsme sledovali pro jednotlivé isoformy (v pripadé velké sekvencéni podobnosti byly primery
pro gPCR navrzeny pro vice isoforem). V srdcich obéznich mysi jsme zjistili snizenou aktivitu GST;
na urovni proteinu i mRNA byla snizena pouze isoforma GSTp. Na druhou stranu v ledvinach byla
GST aktivita mirné zvysSend. Za toto zvyseni by v ledvinach mohla byt zodpovédna rodina GSTa,
nebot bylo zvy$ené i mnoZstvi proteinu. Hladina mRNA byla zvy$ena u isoformy GSTal/2 (Tab. 2).
Zvysena aktivita GST v ledvindch mUze byt kompenzacnim mechanismem pro vyssi oxidacni stres
zpUsobeny obezitou. Na druhou stranu sniZzend aktivita v srdci mlze zpUsobit nedostatecnou

kompenzaci oxida¢niho stresu a mizZe znamenat rizikovy faktor doprovazejici obezitu.
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Tabulka 2. Katalyticka aktivita, hladina proteinl a mRNA mérené v srdcich a ledvinach hubenych a

obéznich mysi. (prevzato z Bousova et al., 2017, Priloha IX).

Catalytic activity Immunoblotting mRNA quantity
control obese control obese control obese
Enzyme class isoform
Heart
GST 93.6 +15.6 457 +6.1V GSTA 100.0+3.1 61.5+42.0 Gstal/2? 1.00 £0.34 337+ 1.71
Gstal 1.00 £ 0.40 0.65 £ 0.51
Gstad 1.00£0.23 1.08 +0.36
GSTM 100.0 £61.0 176.4 £42.4 Gstm3 1.00£0.53 1.31 +£0.23
GSTP 100.0 + 14.7 43.1+339¥  Gstpl/2® 1.00 £0.32 0.44 +0.06V
Kidney
GST 79.3 £10.1 1040+ 1074 GSTA 100.0 + 34.1 7382+27894A Gstal/2? 1.00£0.12 644+ 1.25A
Gsta3 1.00£0.28 0.94 +0.57
Gstad 1.00£0.10 1.16 £0.19
GSTM 100.0 +26.8 66.8 +32.6 Gstm3 1.00 £ 0.21 0.69 + 0.28
GSTP 100.0 +45.3 126.1 +51.2 Gstpl/20 1.00+0.19 1.02 +0.31

Abbreviation: GST represents glutathione S-transferase. Specific activity (nmol/min/mg of protein) is expressed as mean +5.D., where n = 3. Results of immunoblotting and mRNA quantification are expressed
as relative mean + standard deviation (S.D.), controls set to 100%, where n = 4. mRNA quantity expressed as a fold change. Significantly (P < 0.05) increased ( A ) or decreased ( W) in comparison to control.
* Two isoforms analyzed together.

3.3.2.2 Vliv extraktu ze zeleného caje na biotransformacni enzymy u mysi

Matouskova P., Bdrtikova H., Bousovd I., Szotdkovd B., Martin J., Skorkovskad J., Hanusovd V.,
Tomdnkova V., Anzenbacherovd E., Liskovd B., Anzenbacher P., Skdlova L.* Effect of defined green
tea extract in various dosage schemes on drug-metabolizing enzymes in mice in vivo. (2014) Journal

of Functional Foods 10, pp. 327-335.

Bousovd I.,* Matouskova P., Bdrtikovd H., Szotdkovd B., HanusSovd V., Tomdnkovd V.,
Anzenbacherovd E., Liskovd B., Anzenbacher P., Skdlovad L. Influence of diet supplementation with
green tea extract on drug-metabolizing enzymes in a mouse model of monosodium

glutamate-induced obesity. (2016) European Journal of Nutrition 55, pp. 361-371.

V téchto dvou publikacich jsme se zabyvali vlivem katechinll ze zeleného caje na
biotransformacni enzymy u normalnich mysi (prvni publikace) a u mysi s obezitou navozenou MSG
(druha publikace). Zeleny caj je po vodé druhy nejcastéjsi nealkoholicky napoj. Také vytazky ze
zeleného caje patfi mezi populdrni potravni doplriky. Nase in vivo studie mély objasnit, zda maji
katechiny ze zeleného ¢&aje vliv na biotransformacni enzymy a mohou tak pfipadné ovlivnit
metabolismus soucasné podavanych IécCiv.

Definovany extrakt ze zeleného ¢aje (Polyphenon, obsahujici pfedevsim katechiny) jsme
mysSim poddvali ve tfech rlznych schématech. Prvni skupina dostavala C¢tyfi tydny stravu

obohacenou o vysokou davku Polyphenonu (0,1 %), druha skupina dostavala 4 tydny nizkou davku
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(0,01 %) a treti skupina dostdvala vysokou davku pouze tti dny. Po konci experimentu byly mysi
usmrceny, pro biochemickou analyzu byla odebrana krev a v plasmé byly zméreny hladiny insulinu
a leptinu. Pro nase experimenty jsme poutzili jatra a tenké stfevo, pro méreni enzymové aktivity a
mnozstvi proteinu jsme pfipravili subceluldrni frakce a pro méreni hladin mRNA jsme z ¢asti tkani
vyizolovali celkovou RNA.

U standardnich mysi ve skupiné s dlouhodobou nizkou ddvkou Polyphenonu, ktera
simulovala pravidelné piti 2-3 $alk( zeleného ¢aje denné, jsme zjistili v jatrech mirné zvyseni aktivity
nékterych isoforem cytochromt P450 a také NQO1, kterd preménuje chinony na hydrochinony a
shizuje oxidacni stres, coz mUzZe prispivat k chemopreventivnimu efektu zeleného ¢aje. Hubené mysi
konzumujici vyssi davku, simulujici chronické predavkovavani dopliky obsahujicimi extrakt ze
zeleného Caje, mély v tenkém strevé u nékterych enzyml zvysené aktivity (napfiklad CYP3A4) a
naopak snizené aktivity jinych enzymG (naptiklad CBR1 ¢i GST). Tyto efekty mohou ovlivnit
dostupnost nékterych IéCiv a jinych xenobiotik. Kratké podavani vysokych davek vyraznéji ovlivnilo

Ve

enzymy z jater i tenkého streva. Prekvapivé byl ucinek kratkého podavani vyraznéjsi nez ucinek
dlouhodobého poddvani, kdy ziejmé doslo k adaptaci organismu na neustalou vys$si ddvku
katechin(.

Jak je patrné z tabulky 3, vliv katechind zpUsobil v nékterych pfipadech zménu enzymové
aktivity, které predchazela zména v mnozstvi mRNA a/nebo proteind. Z téchto poznatkd Ize Fici, Ze

katechiny mohou ovliviiovat biotransformacéni enzymy na rlznych Grovnich od transkripéni i

post-transkripéni az po pfimou modulaci enzymové aktivity.

Tabulka 3. Ukazka plisobeni extraktu ze zeleného caje na expresi vybranych cytochromd P450

v tenkém stfevé hubenych mysi. (Pfevzato z Matouskova et al., 2015, Priloha X).

Control P-H28 P-L28 P-H3
CYP2A Activity CYP2A6-like 100 280 148 209
protein CYP2A6-like 100 128 233 225
MRNA (Cyp2a5) 100+22 10 £4V 35+ 6V 17 +1V
CYP2C activity CYP2C19-like 100 97 101 177
protein CYP2C19-like 100 87 39 233
mRNA Cyp2c29 100+ 37 88+7 168 + 334 228+ 214
CYP3A activity CYP3A4-like 100 446 102 19035
protein CYP3A4-like 100 52 100 200
mRNA Cyp3all 100+ 42 183+ 334 229+ 454 79+10
mRNA Cyp3a13 100+ 29 62+ 16¥ 127 +30 47 £ 10V

Significantly (P < 0.05) increased (4) or decreased (¥) in comparison to control.

Podobny experiment byl proveden s obéznimi mysmi, kde jsme testovali vliv Polyphenonu
na hladiny insulinu a leptinu a 13 biotransformacnich enzym( na urovni hladin mRNA a aktivit.
Testovali jsme aktivitu osmi isoforem cytochrom( P450, z nichz témér vsechny byly plsobenim

Polyphenonu snizené, kromé isoformy CYP3A4, ktera je zodpovédna za biotransformaci mnoha
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|éCiv. Exprese mRNA cytochrom( P450 byly naopak spise indukované (Obr. 20). Je pravdépodobné,
Ze opacny efekt mizZe byt zplsoben pfitomnymi katechiny, které mohou mit indukéni vliv na
nékteré transkripéni faktory a zvySovat tak miru transkripce, kterd ale nemusi vidycky vyustit
v translaci (v tomto experimentu vSak mnozstvi protein( sledovano nebylo). Katechiny ale mohou
také zplsobovat pfimou inhibici enzym, coZ by se projevilo na sniZeni aktivit.

Obecné se véri, Ze prirodni potravni doplfiky jsou bezpecné v jakémkoliv mnozstvi. My jsme
prokazali, Ze normalni dlouhodoba spotfeba zeleného ¢aje biotransformacni enzymy nijak vyrazné
neovlivni u zdravych, vahové normalnich jedincd. Jinak tomu mUze byt u obéznich jedincd, protoze
obezita miZe zpUsobit rizné metabolické zmény a organismus tak mlzZe reagovat odlisné. Jisté je,
Ze narazové vysoké davky mohou zplsobovat problémy a je zapotrebi i pfi uZivani extraktu ze

zeleného caje vénovat pozornost doporucenému ddvkovani.
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Obrazek 20. Vliv Polyphenonu na specifickou aktivitu (A) a hladiny mRNA (B) vybranych isoforem
oha XI).

cytochrom P450 v jatrech obéznich MSG mysi. (Pfevzato z Bousova et al., 2016, Pfi
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3.3.2.3  Vliv extraktu z brusinek na biotransformacni enzymy u mysi

Bousovd I.*, Bdrtikovd H., Matouskovd P., Lnénickovd K., Zappe L., Valentovad K., Szotdkovd B.,
Martin J., Skdlovad L. Cranberry extract—enriched diets increase NAD(P)H:quinone oxidoreductase
and catalase activities in obese but not in nonobese mice. (2015) Nutrition Research 35, pp. 901-

909.

V této studii jsme standardnim a obéznim mysim podavali extrakt z brusinek. Brusinky jsou
velmi casto pouzivanym doplikem pro svoje blahodarné uGcinky predevsim pfi problémech
s mocovym méchyfem. Prospésné vlastnosti brusinek ¢i extraktu jsou pripisovany flavonoidim,
predevsim proanthokyanidinlim, jejichZ obsah je v brusinkach pomérné vysoky a jejich antioxidacéni
vlastnosti jsou dobfe prozkoumany. Chtéli jsme porovnat vliv plisobeni brusinkového extraktu po
ctyrtydennim plsobeni na mysi standardni a obézni. Podavané mnozZstvi brusinkového extraktu by
u lidi odpovidalo pfiblizné 50 g suSenych brusinek denné.

Sledovali jsme hladiny markerl oxida¢niho stresu organismu v plasmé a antioxidacni
enzymy v jatrech a tenkém strevé z hlediska aktivity, hladin mRNA i protein(. Z vysledk( vyplynulo,
Ze brusinkovy extrakt nemél na antioxidacni enzymy u standardnich jedincl témér Zzadny vliv ani
v jatrech, ani v tenkém strevé. V jatrech obéznich mysi byla plsobenim brusinkového extraktu
zvysSend pouze NQO1 na Urovni enzymové aktivity a mRNA, protein zvySen nebyl. V tenkém stievé
obéznich mysi byla zvySena aktivita katalasy, ale ani protein, ani mRNA zménéné nebyly. Pfi
porovndvani aktivit mezi hubenymi a tlustymi mysmi (kapitola 3.3.1. Pfiloha VI) jsme Zzjistili u
obéznich mysi snizenou aktivitu katalasy, poddvani brusinkového extraktu tedy toto snizeni
kompenzovalo. Oxidacni status mysi (sledovano rliznymi oxidacnimi markery v plasmé) byl u
hubenych mysi nezménén, zatimco u tlustych mysi podavani brusinkového extraktu snizilo hladiny
malondialdehydu v erytrocytech, které byly diky obezité zvySené. V ostatnich parametrech
brusinkovy extrakt na oxidacni stav ani antioxidac¢ni enzymy nijak nepUsobil. Nelze ale vyloucit, ze
by pfi zatiZzeni organismu nebo pfi néjakém onemocnéni brusinky nebyly prospésné, experiment by

v8ak na takova zjiSténi musel byt nastaven jinak.

3.3.2.4 Vliv seskviterpeni na biotransformacni enzymy u mysi

Lnénickovad K., Svobodovd H., Skdlova L., AmbroZ M., Novdk F., Matouskova P.*, The impact of

sesquiterpenes B-caryophyllene oxide and trans-nerolidol on xenobiotic-metabolizing enzymes in

mice in vivo. (2017) Xenobiotica pp. 1-9.
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Seskviterpeny B-karyofylenoxid a trans-nerolidol se nachazeji v rostlinnych silicich a jsou
povaZovany za bioaktivni latky s pozitivnim plsobenim na lidsky organismus. Avsak jejich
potencialni toxicita, pfipadné riziko jejich interakci s IéCivy, jsou prehlizeny nebo studovany velmi
okrajové. V nasi publikaci jsme se zaméfili na sledovani jejich vlivu na biotransformacéni enzymy
z jater a tenkého stfeva u mysi in vivo po jedné akutni davce po 6 a 24 hodinach. Zjistili jsme
zvySenou aktivitu i hladiny mRNA cytochromi P450 v obou tkanich, v jatrech byly také zvyseny
karbonyl-redukujici enzymy (konkrétné CBR1 a AKR1C). Naopak snizena byla aktivita NQO1

v tenkém stfevé. Konjugacni enzymy z druhé faze biotransformace viceméné ovlivnéné nebyly.

3.4 Vysokokapacitni stanoveni exprese genl(

V této Casti jsou shrnuty tfi publikace, ve kterych jsme stanovovali genovou expresi
nékterou z vysokokapacitnich (,,high-throughput”) metod, tedy jinym zplsobem neZ metodou

gPCR. Dvé obsahuji data z RNA sekvenovani a jedna z DNA cip0.

3.4.1 Tvorba feromonové smési u liSaje tabdkového

Bucek A.Y, Matouskovd P.%, Vogel H., Sebest P., Ullrich J., Weissflog J., Svato$ A.*, Pichova I.*,
Evolution of moth sex pheromone composition by a single amino acid substitution in a fatty acid
desaturase. (2015) Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
112(41), pp. 12589-12591.

-1 autofi pfispéli rovhocennym dilem

Tato publikace vychazi z vysledkli mé disertacni prace a na jejim feSeni jsem se dale
podilela v pribéhu pulro¢ni postdoktorské stdZze na Max Planck Institutu vJené v Némecku.
Zabyvali jsme se desaturasami mastnych kyselin z liSaje tabakového (Manduca sexta). Tyto enzymy
vnasi dvojné vazby do alifatického fetézce mastnych kyselin. U motylG a mdr jsou dulezité také pfi
tvorbé sexudlnich feromonovych smési. Konkrétné lisaj tabakovy ma velmi slozitou smés feromond,
ktera obsahuje dlouhé (C16 a C18) alkoholy a aldehydy obsahuijici jednu nebo dvé az tfi konjugované
dvojné vazby. Unikdtnost této smési je pravé v pritomnosti tfi konjugovanych dvojnych vazeb
v alifatickych aldehydech (C16). Relevantni k této habilitacni praci je stanoveni mnozstvi transkript(
jednotlivych desaturas ve Ctyfech tkanich — feromonové Zlaze, tukové tkani, labidlnich palpach
(oblast z antén, kde jsou feromonony detekovany) a slinnych Zlazach larev. Mnozstvi transkriptd

jednotlivych desaturas bylo stanoveno RNA sekvenovanim. Bylo identifikovano 14 transkript(
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desaturas (jejich relativni mnozstvi je v Obr. 21 zobrazené spolu se dvéma referen¢nimi geny na tzv.
,heat”“ mapé).

Ctyfi desaturasy mély ve feromonové 7laze zvy$enou hladinu oproti ostatnim testovanym
tkanim. Vsechny ctyfi desaturasy (Msexd2,d3,d5 a d6) se povedlo funkéné otestovat v kvasinkovém
heterolognim systému. Zjistili jsme, Ze se vSechny podileji na tvorbé jednotlivych komponent
feromonové smési. Nejzajimavéji se jevily dva evolucné pribuzné enzymy, které se lisily pouze
v nékolika aminokyselinach, ale jejich aktivita byla velmi odliSna. Desaturasa Msexd?2 tvofila pouze
monoeny a konjugované dieny, zatimco desaturasa Msexd3 tvoftila konjugované trieny. Sériovou
mutacni analyzou, kde jsme rozdilné aminokyseliny vzajemné ménili, jsme zjistili, Ze za tvorbu triend
je zodpovédna jedna aminokyselina (izoleucin v pozici 224) v oblasti ¢tvrtého transmembranového
helixu. Jednoduchd zména (Ala224lle) v sekvenci, zpUsobujici vyraznou zménu ve vysledné
feromonové smési, naznacuje moznost skokového vyvoje feromonového systému u motyl pfi
vyvoji druh(, protoZe zména ve smési feromonU samic musi byt reflektovdna detekénim systémem

samcd.
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Obrazek 21. ,,Heat” mapa zobrazujici mnoZstvi transkriptd jednotlivych desaturas (MsexD1-D14) a
dvou referencnich genli (MsexRPS3a a EIF4a) ve Ctyrech tkanich lisaje tabakového. Mnoistvi je
vyjadreno jako normalizované hodnoty vici milionu pfectenych bazi (RPKM, reads per kilobase of

transcript per million mapped reads) (Pfevzato z Bucek et al., 2015, Pfiloha XIV).
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3.4.2 UDP-glykosyltransferasy vlasovky slezové

Matouskovd P.”, Lecova L., Laing R., Dimunova D., Vogel H., Raisova Stuchlikova L., Nguyen L.T.,
Kellerova P., Vokial ., Lamka J., Szotakova B., Vadrady M., Skalova L. UDP-glycosyltransferase family
in Haemonchus contortus: phylogenetic analysis, constitutive expression, sex-differences and
resistance-related differences.

- v recenznim fizeni ve stavu ,Major revisions” v ¢asopise International Journal for Parasitology:

Drugs and Drug Resistance.

Tato publikace se zabyva UDP-glykosyltransferasami (UGT) z vlasovky slezové (Haemonchus
contortus). Tyto enzymy jsou hlavnim pfedmétem mého juniorského projektu (GACR 17-11954Y),
kde se zabyvam UGT a jejich zapojenim do rezistence tohoto parazita. UGT jsou enzymy druhé faze
biotransformace, které katalyzuji pfipojeni cukerného zbytku na xenobiotika a usnadnuji tak jejich
vylouceni. U savch je nejcastéjSim cukernym zbytkem UDP-glukuronosid (proto
UDP-glukuronosyltransferasy). U vlasovky bylo zjisténo, Ze je pfipojovana UDP-glukosa nebo jiné
UDP-monosacharidy (proto se v nazvoslovi pouzivd UDP-glykosyltransferasy jako nadfazeny
pojem). VdrivéjSich experimentech jsme vnasi laboratofi detekovali vétsi mnozstvi
glykosylovanych metabolitl u rezistentnich kmenU vlasovky. Proto jsme vyslovili hypotézu o Ucasti
UGT v rezistenci tohoto parazita, kterou v soucasné dobé resime.

Vyuzili jsme vysledk(l nedavno sekvenovaného genomu (z roku 2013) a predevsim nové
resekvenované verze ((ftp://ngs.sanger.ac.uk/production/pathogens/Haemonchus_contortus)),
kde jiz jsou sekvence spojené do jednotlivych chromosomi. V genomu bylo nalezeno 32
potencidlnich gen, jejichZ prelozena sekvence obsahuje aminokyseliny organizované do domén
typickych pro UGT. MnoZstvi transkriptl vSsech genl jsme stanovili pomoci RNA sekvenovani, kde
jsme porovnavali mnozstvi jednotlivych transkriptl mezi pohlavimi dospélct, coz jsme ovéfili qPCR

experimentem (Obr. 22). Obecné jsme pozorovali velmi dobrou shodu mezi obéma typy stanoveni.
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Obrazek 22. Porovnani konstitutivni exprese UGT mezi samci a samicemi dospélct vliasovky slezové.
A) vysledky RNA sekvenovani - mnozstvi transkriptd vyjadiené jako relativni mnozstvi detekovanych
sekvenci (log2 RPKM), B) vysledky gPCR - relativni exprese UGT mRNA (vyjadreno jako relativni log2
zména mezi mnozstvim transkriptl nalezenych u samc(l vicéi samicim). (Pfevzato z Matouskova et

al., odeslano, Priloha XV).

Dale jsme zjistovali konstitutivni expresi jednotlivych transkriptd pomoci qPCR porovnanim
mezi tremi kmeny vlasovky s rlznou rezistenci vici anthelmintikim; v citlivém ISE kmeni a dvou
rezistentnich kmenech, v IRE - inbrednim kmenu vyvinutém selekénim tlakem thiabendazolu, a WR
-geneticky odliSném multirezistentnim kmenu izolovaném v Australii. Stanovovali jsme pouze geny
s vyssi hladinou identifikované v pfedchozim experimentu. Nalezli jsme nékolik zmén v expresich

mezi jednotlivymi kmeny. Nejvice zvySend byla UGT368B2 u obou rezistentnich kmend obou pohlavi
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(Obr. 23). Touto UGT se budeme do budoucna déle zabyvat, abychom zjistili, zda mze byt

zodpovédna za tvorbu vétsiho mnozstvi glykosylovanych metabolitli u rezistentnich jedinc(.

Obrazek 23. gPCR stanoveni UGT transkriptd u samic vlasovky v riznych kmenech. (Pfevzato

z Matouskova et al., odeslano, Pfriloha XV).

3.4.3 Vliv fenbendazolu na transkriptom a proteom husenicku rolniho.

Syslovad E., Landa P., Raisova Stuchlikova L., Matouskova P., Skdlovd L., Szotdkovd B., Navrdtilovd
M., Vanék T., Podlipnd R.* Effect of anthelmintic drug fenbendazole on Arabidopsis thaliana
transcriptome and proteome.

- odeslano k recenznimu tizeni do Plant Journal.

Vliv anthelmintik v prostfedi je malo prostudovana kapitola v rdmci ekotoxikologie i presto,
Ze se ro€né pouiiji tuny veterinarnich IécCiv. Jejich zbytky se mohou nachazet v prostfedi jako
parentni latky, pfipadné jako metabolity, které se do prostfedi dostanou spolu s exkrementy zvirat.
Mohou mit vliv nejen na pldni a vodni organismy v prostfedi, v nichZ se tyto kontaminanty
nachazeji, ale také na pritomné rostliny.

Kromé vlastniho metabolismu fenbendazolu (FBZ) jsme v této publikaci sledovali vliv tohoto
anthelmintika na proteom a transkriptom modelové rostliny huseni¢ku rolniho (Arabidopsis

thaliana). Mnozstvi RNA transkriptl bylo stanoveno pomoci ,microarray” cipa (Agilent
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technologies). Analyzovali jsme vzorky z kofenu a listl rostlin vystavenych FBZ po dobu 24 a 72

hodin. Obecné jsme nalezli vice zmén v kofenech vystavenych kratsimu pusobeni FBZ. Mezi

zvySenymi transkripty bylo napfiklad Sest gend kdédujicich cytochromy P450, v listech byl zvySen

pouze jeden. Tyto vysledky naznacuji, Ze oxidace ¢i hydroxylace FBZ se odehrdva predevsim

v kofenech, ¢emuz odpovida i vy$si mnozstvi nalezenych metabolitl v kofenech. Naopak v listech

byly zvySené Ctyfti, respektive osm glykosyltransferas po 24 a 72 hodinach, ¢emuz opét odpovida

vyssi mnoizstvi glykosidd v nadzemnich c¢astech rostliny. Dalsi identifikované zménéné transkripty

byly mezi geny kdédujici proteiny stresové odpovédi rostlin, naopak snizené byly nékteré geny

Ucastnici se fotosyntézy a syntézy jasmonové kyseliny, regulatoru stresové odpovédi rostlin.

K validaci ziskanych zmén jsme pouZili gPCR analyzu vybranych sniZzenych a zvysenych gend.

Vysledky obou metod byly velmi dobfe porovnatelné (Tab. 4).

Tabulka 4. Validace vysledk ziskanych ¢ipem pomoci gPCR. (Pfevzato ze Syslova et al., odeslano.

Priloha XVI)

Gene name  Annotation Microarray fold change gPCR fold change
(log2) (log2)

PER20 Peroxidase 20 1.89 1.93

ABC ABC transporter I family member 21 1.83 2.65

CYP86A1  cytochrome P450 86A1 1.70 1.01

TAC1 TAC1-mediated telomerase activation -2.30 -2.22

pathway protein BT2
bZIP1 basic leucine-zipper 1 -2.09 -0.71
SaMT S-adenosyl-L-methionine-dependent -1.28 -0.91

methyltransferases superfamily protein
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3.5 Stanoveni genové exprese v jinych projektech

Tato ¢ast strucné shrnuje vysledky tfi publikaci z rGznych tematicky jinak nesouvisejicich
projektd, na jejichz feseni jsem se vétsinou podilela stanovenim genové exprese, navrhem primer(

pro tato stanoveni, vybérem referencnich gen( a analyzou dat.

Stuchlikovd L., Matouskovd P., Bértikovd H., Vokfidl I., Lamka J., Stolcovd T., Pétnikovd H., Szotdkovd
B., Kubicek V., Skdlova L.*, Monepantel induces hepatic cytochromes p450 in sheep in vitro and in

vivo. (2015) Chemico-Biological Interactions 227, pp. 63-68.

Monepantel (MOP) je Sirokospektré anthelmintikum uvedené v r. 2010 na trh jako Zolvix®
(Novartis) pro lécbu gastrointestindlnich hlistic u ovci. Jedna se o aminoacetonitrilovy derivat
interagujici se specifickou podjednotkou nikotin-acetylcholinového receptoru pro hlistice Hco-
MPTL-1, ktery neni pfitomen u savct, a tudiZ neovliviiuje hostitelsky organismus. Navazani MOP
na tento receptor zpUsobi otevieni iontovych kanalll a znemoznéni jejich opétovnému uzavreni, to
zpUsobi depolarizaci svalovych bunék, ¢imz dojde k paralyze a nasledné smrti parazita. Vzhledem
k tomu, Ze i proti tomuto anthelmintiku hlistice (konkrétné napriklad vlasovka slezovd) ziskaly
pomérné rychle odolnost, pfistupuje se k podavani smési anthelmintik. Benzimidazolova
anthelmintika indukuji nékolik isoforem cytochromi P450, rozhodli jsme se tedy zjistit, zda u ovci
také toto lécivo nebude indukovat vybrané cytochromy P450, aby se pfipadné predchazelo
moznému vzniku lékovych interakci.

V této publikaci jsme sledovali vliv MOP na hladiny mRNA rznych CYP isoforem a aktivity
odpovidajici ovéim jaternim cytochromim pomoci typickych substratl (ethoxyresorufin,
methoxyresorufin, midazolam apod.). Zjistili jsme, Ze vSechny substraty CYP byly po podani MOP
aktivnéji metabolizovany. Z hladin mRNA byla zvySena pouze jedna isoforma a to CYP3A24.
Vhledem k tomu, Ze se jedna o isoformu z rodiny CYP3A, ktera patii mezi hlavni biotransformacni

enzymy, hrozi riziko |ékovych interakci pfi podavani monepantelu spolecné s jinymi anthelmintiky.

Krbal L., Hanusovd V*., Soukup J., John S., Matouskova P., Ryska A., Contribution of in vitro
comparison of colorectal carcinoma cells from primary and metastatic lesions to elucidation of
mechanisms of tumor progression and response to anticancer therapy. (2016) Tumor Biology 37,
pp. 9565-9578.

Skarkovd V.*, Krdlova V., Krbal L., Matouskova P., Soukup J., Rudolf E., Oxaliplatin and irinotecan
induce heterogenous changes in the EMT markers of metastasizing colorectal carcinoma cells.

(2018) Experimental Cell Research 369, pp. 295-303.
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Tyto dvé publikace vznikly ve spolupraci s Ustavem lékaiské biologie a genetiky Lékarské fakulty UK
v Hradci Kralové. Pracovnici tohoto Ustavu se zabyvaji studiem kolorektalniho karcinomu a
epitelidlné-mesenchymalni tranzici (EMT) v rdmci projektu GACR (17-103315).

V prvni publikaci jsme se zabyvali mechanismy nadorové progrese u Ctyf parovych
bunécnych linii odvozenych z primarniho karcinomu stfeva a jeho metastaz do lymfatickych uzlin
ziskanych od stejnych pacientd. Vysledky jsme porovnali s korespondujicimi imortalizovanymi
nadorovymi bunéénymi liniemi SW480 a SW620. Testovali jsme jednak schopnost téchto bunék
migrovat a dale expresi vybranych marker( zapojenych do adhezivity a invazivity nddoru na Grovni
MRNA i protein(. Sledovali jsme také expresi nékolika mikroRNA, které maji dle literatury souvislost
s témito procesy. Podle ocekavani jsme zjistili, Ze linie odvozené z lymfatickych uzlin migruji
agresivnéji a zaroven maiji vyssi expresi adheznich molekul, jako je mezibunécna adhezni molekula
1 (ICAM-1), adhezni molekula epitelidlnich bunék (EpCAM) nebo N-kadherin. Buriky odvozené z
primarnich karcinom@ méli naopak vyssi hladiny metaloproteinas (MMP) 2 a 9 a vyssi expresi miR-
21, miR-29a a miR-200a. Na jedné kolorektalni a jedné metastatické primarni kultufe byl navic
sledovan vliv vybranych chemoterapeutik a monoklonalnich protilatek s cilem otestovat zdkladni
citlivost a vybrat nejvhodnéjsi |éCivo. V téchto prvotnich experimentech bylo zjisténo, Ze irinotekan
a oxaliplatina maji nejvétsi potencidl v 1é¢bé tohoto konkrétniho pacienta.

Z vysledkl prvni publikace jsme vychazeli v dalsi publikaci, kde jsme se zabyvali pravé témito
dvéma lécivy a jejich schopnosti indukovat markery EMT. EMT je popisovana jako kli¢ovy proces pfi
malignim bujeni, vy$si agresivité, invazivité a schopnosti nddord metastazovat. V Sesti primarnich
bunécnych kulkturdch od tfi pacientll s diagnostikovanym metastatickym kolorektalnim
karcinomem jsme testovali hladiny exprese E- a N-kadherin(i, MMP2 a 9, vimentinu a tii mikroRNA
(miR-21, miR-29a a miR-200a). Pro porovnani jsme opét pouzili korespondujici imortalizované
nadorové bunécné linie SW480 a SW620. Zajimavé vysledky jsme ziskali zejména z hlediska korelaci
mezi jednotlivymi parametry, nikoliv vSak plosné mezi stejnymi typy vzorkd. Naptiklad miR-29a byla
zvysena u tfech metastatickych linii (vCetné SW620) a naopak u jedné byla vyrazné snizena, MMP9
mRNA, popsana jako cilovy gen miR-29a, byla naopak u této jedné linie vyrazné snizend, zatimco u
ostatnich byla zvySend. Na zakladé stanovenych hodnot stfedni inhibi¢ni koncentrace 1Cso se
pusobeni oxaliplatiny a irinotekanu lisSilo mezi vSemi liniemi pomérné vyrazné. Pouze u jednoho
pacienta byla bunécnd kultura odvozend od primarniho karcinomu rezistentnéjsi vici plsobeni
obou léCiv nez bunécna kultura metastaticka. Také vlivy na jednotlivé markery byly pomérné
variabilni. Variabilita mGze mit mnoho pficin, ddvodem m{iZe byt rizny stupen diferenciace tumord,
ze kterych byly primarni kultury odvozeny, obecna heterogenita pfipravenych primarnich kultur,
dynamika EMT nebo interindividualni rozmanitost jednotlivych pacientl. Vysledky této studie vSak

Castecné prispély k porozuméni nddorové progrese a Ulohy chemoterapeutik v procesu EMT.
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3.6 Seznam dalSich publikaci

Zde pouze kratce komentuji zajimavé publikace, na jejichZ reSeni jsem se v prlibéhu své
dosavadni védecké kariéry také podilela, ale neobsahuji Zddné stanoveni genové exprese. Jedna se

o Ctyfi pfehledové ¢lanky a ¢tyti pavodni publikace.

Matouskova P.*, Hanouskovd B., Skdlovd L. MicroRNAs as potential regulators of glutathione
peroxidases expression and their role in obesity and related pathologies. (2018) International

Journal of Molecular Sciences 19(4), 1199.

V této publikaci jsme provedli bioinformatickou analyzu, abychom identifikovali mikroRNA,
které by mohly regulovat vSechny isoformy lidskych glutathionperoxidas (GPX). Prohledanim
dostupné literatury o téchto identifikovanych mikroRNA jsme hledali souvislosti mezi GPXs,

mikroRNA a nékterymi nemocemi souvisejicimi s obezitou a oxidaénim stresem.

Matouskova P., Vokrdl I., Lamka L., Skdlovad L.*, The Role of Xenobiotic-metabolizing enzymes in
anthelmintic deactivation and resistance in helminths. (2016) Trends in Parasitology 32(6), pp. 481-
491.

Tato prehledova prace shrnuje dostupné informace o biotransformacnich enzymech u
helmint(. Postupné se ukazuje, Ze by tyto enzymy mohly hrat néjakou roli v rezistenci. Napfiklad u
skupiny benzimidazolovych anthelmintik je dobfe popsdan mechanismus rezistence, kdy dochazi
k mutaci cilové molekuly - tubulinu. Ale ukazuje se, Ze naptiklad UDP-glykosyltransferasy se na

rezistenci také podileji.

Bousovad 1., Skdalova L., Soucek P., Matouskova P.*, The modulation of carbonyl reductase 1 by

polyphenols. (2015) Drug Metabolism Reviews 47(4), pp. 520-533.

V této prehledové praci jsme shrnuli dostupné informace o regula¢nich mechanismech
karbonylreduktasy 1 (CBR1), biotransformacnim enzymu, ktery se spolupodili na kardiotoxicité
anthracyklinG. Zaméfili jsme se na moZné pusobeni ptirodnich latek, predevsim polyfenold,
v regulaci CBR1. Polyfenoly zpUsobuji hlavné pfimou inhibici aktivity CBR1 a zaroven nepfimou

aktivaci plisobenim na rGizné transkripc¢ni faktory.
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Hanusovd v., Skdlovd L., Krdlovd V., Matouskova P.*, Potential anti-cancer drugs commonly used

for other indications. (2015) Current Cancer Drug Target 15(1), pp. 35-52.

Zavedeni nového Iéku do praxe vcetné provedeni vsech klinickych studii je velmi zdlouhavé.
MoZnost pfesunout znamé a schvalené Iéky do jiné indikacni skupiny by mohlo vyrazné zrychlit cely
proces. Vtéto prehledové praci jsme se zaméfili na nékolik lékovych skupin (mimo
chemoterapeutika) a dostupné informace o jejich protirakovinném plsobeni. Napfiklad u
flubendazolu (zastupce benzimidazolovych anthelmintik) se ukazalo, Ze tlumi proliferaci bunék
zastavenim bunécného cyklu. Objeveni jeho protirakovinnych Gc¢inkl bylo zcela ndhodné. Po
preléceni mysi nakazenych helminty flubendazolem byly tyto mysi pouzity pro experimenty, kde
jim byly injikovdny nadorové burky a poté se méfila velikost vznikajiciho nddoru. Ukazalo se, Ze

nadory u flubendazolem prelécenych mysi jsou vyznamné mensi.

Sambles C., Middelhaufe S., Soanes D., Kolak D., Lux T., Moore K., Matouskovd P., Parker D., Lee R.,
Love J., Aves S.J. Genome sequence of the oleaginous yeast Rhodotorula toruloides strain CGMCC

2.1609. (2017) Genomics Data 13, pp. 1-2.

Tato publikace zacala vznikat v pribéhu mé postdoktorské staze na univerzité v Exeteru, ve
Velké Britanii, kde jsem se zabyvala riznymi mikroorganismy, které maji schopnost tvofit oleje.
Jednim z nich byla kvasinka Rhodotorula toruloides, u které jsme sekvenovali genom. MUj podil

zahrnoval predevsim stanoveni velikosti genomu a pfipravu sekvenacni knihovny.

Raisovad Stuchlikova L., Matouskova P., Vokrdl I., Lamka J., Szotdkova B., Seckarovd A., Dimunovd
D., Vogel H., Nguyen L.T., Vdrady M., Skdlova L.* Metabolism of albendazole, ricobendazole and
flubendazole in Haemonchus contortus adults: Sex differences, resistance-related differences and
the identification of new metabolites. (2018) International Journal for Parasitology: Drugs and Drug

Resistance 8(1), pp. 50-58.

Tato publikace vznikla vramci mého juniorského projektu GACR, ktery se zabyva
UDP-glykosyltransferasami. U dvou kmenl vlasovky slezové sodliSnou citlivosti v0ci

anthelmintiklim jsme stanovovali metabolismus benzimidazolovych anthelmintik a zaméfili jsme se
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predevsim na glykosylované metabolity. Zjistili jsme vyznamné rozdily jak mezi pohlavimi, tak mezi

obéma kmeny.

Matouskovd P., Svatos A., Pichovad I.*, Functional characterization of a desaturase from the
tobacco hornworm moth (Manduca sexta) with bifunctional Z11- and 10,12-desaturase activity.

(2007) Insect Biochemistry and Molecular Biology 37(6), pp. 601-610.

Matouskova P., Luxovd a., Matouskova J., Jiros P., Svatos A., Valterova 1., Pichovad I.*, A
Delta(9) desaturase from Bombus lucorum males: Investigation of the biosynthetic pathway of

marking pheromones. (2008) CHEMBIOCHEM 9(15), pp. 2534-2541.

Tyto dvé publikace vznikly v rdmci mé disertacni prace. Obé se zabyvaji desaturasami. To
jsou enzymy, které vnasi dvojnou vazbu do alifatického retézce dlouhych mastnych kyselin za vzniku
nenasycenych mastnych kyselin, pfipadné vicenenasycenych mastnych kyselin. Tyto enzymy jsem
studovala u vice Zivocisnych druh(, predevsim u lisaje tabakového (Manduca sexta), ktery jak bylo
zminéno vyse ma velice komplikovanou smés sexualnich feromond, na jejichZ tvorbé se pravé
desaturasy podileji. Druhd publikace je na podobné téma, tentokrat ale byly desaturasy zkoumany
u ¢meldka hajového (Bombus lucorum). V obou pripadech se povedlo postupné izolovat cely gen,
coz byl v nepfitomnosti genomu celkem zdlouhavy proces, a obé desaturasy se také povedlo

funkcné otestovat v kvasinkovém (S. cerevisiae) heterolognim systému.
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4 Souhrn






Béhem své dosavadni védecké kariéry jsem se zapojila do riznych projektd, které vétsinou
zahrnovaly také stanoveni genové exprese v rlznych experimentalnich modelech. MUj zajem se
tyka prfedevsim spravného postupu pti takovém stanoveni, s hlubsim nahledem na jednotlivé kroky
provedeni. Pfi zavedeni nového modelu, v némz chceme sledovat vlivy rlznych latek na genovou
expresi, je nutné vytipovat vhodné referencni geny a ovéfit stabilitu jejich exprese pfi konkrétnim
experimentu. Tyto kroky umoiZni standardizaci postupl pfi kvantitativnim stanoveni genové

exprese.

Takto jsme zavedli gPCR stanoveni pro model MSG-navozené obezity u mysi, na kterém
jsme vyzkouseli podavani rdznych prirodnich doplikd a jejich vliv na aktivitu a expresi
biotransformacnich a antioxidaénich enzymu. Standardizovali jsme také pouZiti referencnich gend
u vlasovky slezové po pulsobeni riiznych anthelmintik a ovéfili referenéni geny u husenicku rolniho
po zalévani roztokem flubendazolu. V soucasnosti pracujeme na podobném projektu, kde
zhodnotime referencni geny u ultratenkych lidskych jaternich fezl jak pro stanoveni mRNA, tak pro

stanoveni mikroRNA.

| diky zavedeni kvalitniho stanoveni genové exprese jsme ziskali celou fadu vysledk(, které
byly publikovany v impaktovanych casopisech a prezentovany na odbornych konferencich. Sv(j
vyznam ma i predavani zkusenosti mladym védeckym pracovnikim. Tuto metodiku si jiZ osvojila

fada pregradualnich i postgradualnich studentd.

M@j vyzkum byl a je finanéné& podporovan Grantovou agenturou Ceské republiky

(17-11954Y, P303/12/G163, 18-07724S, 15-05325S) a Univerzitou Karlovou (PRIMUS/17/SCI/4).

Dalsi vyzkum chci zaméfit predevsim na pusobeni anthelmintik v prostfedi a na
mechanismy rezistence vlasovky slezové a zapojeni mikroRNA do regulace enzymu Ucastnicich se
vzniku této rezistence, jak naznacuje napln aktudlné resenych grantl na katedre biochemickych véd

Farmaceutické fakulty UK a recentni publikace.
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