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Optimalizace metody real-time PCR pro kvantifikaci lidské mtDNA
v klinickych vzorcich

Abstrakt

Tato prace se zabyva stanovenim mitochondridlni DNA (mtDNA) a jejim vyznamem v
patologickych stavech cClovéka. Mitochondrie patfi mezi bunécné organely
eukaryotickych bunék, jsou dilezité zejména pro jejich energeticky metabolismus a maji
vyznamnou roli v procesu starnuti a apoptozy. Podle recentnich studii se mitochondrialni
dysfunkce kromé mitochondrialnich onemocnéni podili také na béznych onemocnénich,
jako jsou nemoci srdce, mozku nebo rakovina. Ukazuje se, ze poCet mitochondrii v
bunkach koreluje se zdravotnim stavem a starnutim organismu. Bunécny obsah mtDNA
se Casto mefi jako pomeér mtDNA k jaderné DNA. Méfeni mtDNA z periferni krve se
ukazuje jako vhodny ukazatel mitochondrialnich funkci, nebot’ snizené mnozstvi mtDNA
muze korelovat se snizenou funkci mitochondrii. Dosud nebylo objasnéno, jak hladina
mtDNA ovliviiyje vznik onemocnéni, ale ukazuje se, ze by mohla byt biomarkerem pro

kontrolu zdravotniho stavu v Case.

Prakticka cast popisuje piipravu vzorka z bukalnich stérii a periferni krve a metodu
stanoveni mtDNA pomoci real-time PCR. Vypocet poctu kopii mtDNA z naméfenych
hodnot a jejich vyhodnoceni. V ramci optimalizace méteni je uvedeno srovnani dvou

raznych pfistupti pro diagnostiku relativniho poc¢tu kopii mtDNA.
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Optimization of real-time PCR method for quantification of human
mtDNA in clinical samples

Abstract

This bachelor thesis dealing with measuring mitochondrial DNA (mtDNA) and how is it
important to pathological conditions. Mitochondria are one of the cell organelles in
eukaryotic cells. They are important to energy metabolism, aging process, and apoptosis.
In current studies mitochondrial dysfunctions cause mitochondrial diseases and common
illnesses, for example cardiovascular diseases, brain pathology or cancer. Studies show,
that copy number of mtDNA correlates with state of health and aging process. Copy
number of mtDNA is often measured by ratio of mtDNA to nuclear DNA. Measuring
mtDNA of peripheral blood is appropriate indicators for mitochondrial functions because
decreased copy number of mtDNA correlates with decreased function of mitochondria.
We don’t know, how copy number of mtDNA influence on illnesses, because it doesn’t
still clarify. However, studies show, that copy number of mtDNA can be biomarker of

control of state of health, when we take real time measurement.

In the practical part of this bachelor thesis describe preparation of samples from buccal
swabs and from peripheral blood. It also describes method of measuring mtDNA by real-
time PCR. There is calculation of copy number of mtDNA and evaluation of our results
too. As part of the measurement optimization are described differences between two

methods for diagnostic of relative copy number of mtDNA.
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Uvod

Mitochondrie, dulezité organely eukaryotickych bunék, jsou tvofeny dvéma
membranami. Na vnitini membrané probiha energeticky metabolismus, jehoz vyslednym
produktem jsou molekuly ATP. Mitochondrie maji vlastni mitochondrialni DNA
(mtDNA) a proteosynteticky aparat, jsou tedy schopné samostatné replikace a fadi se
mezi tzv. semiautonomni organely. Lidska mtDNA je dédéna vyhradné po matce, protoze
otcovské mitochondrie jsou v oplodnénych vajickach odstranény procesem zvanym

,,mitofagie®.

Nejcastéjsimi typy mutaci mtDNA jsou bodové mutace nebo delece. Mutace v mtDNA
jsou prokazateln€ spojeny s celou fadou neuromuskularnich onemocnéni, kdy negativné
ovliviiuji metabolismus mitochondrii, zejména oxidativni fosforylaci (OXPHOS)
a citratovy cyklus. Timto jsou poSkozeny zejména tkané zavislé na vysokém pfijmu
energie. Nejvice je to patrné u nervové tkané. Mutace se mohou tykat jaderné DNA
(nDNA) kodujici bilkoviny nezbytné pro mitochondrie nebo samotné mtDNA kodujici
bilkoviny a enzymy pro OXPHOS. Dle soucasnych studii se ukazuje, ze na onemocnéni
nema vliv pouze mutace mtDNA, ale i1 jeji samotna exprese. To souvisi s pomérnym
zastoupenim ruznych mitochondrii v bunce. Ty se v buice vyskytuji ve dvou stavech, a
to ve stavu homoplasmie a heteroplasmie. Pfi heteroplasmii se v buiice nachazi
mitochondrie s mutovanou i normalni ,nemutovanou” mtDNA. Pokud tento pomér
presahne urcitou hladinu, zacne se projevovat onemocnéni. U heteroplasmie se zda byt
méfeni mtDNA dulezité, protoze muize ovliviiovat zavaznost onemocnéni, nebo dokonce

podminovat onemocnéni jako je syndrom deplece mitochondrialni DNA.

Meéfteni obsahu mtDNA v burikach periferni krve se ukazuje jako mozny biomarker
spravné mitochondrialni funkce, nebot’ snizené mnozstvi mtDNA koreluje se snizenou
funkci mitochondrii. To souvisi i s celkovym zdravotnim stavem. V budoucnu by se tedy
mohla diagnostika mtDNA rozsifit a pouzivat jako dopliyjici vySetfeni zdravotniho stavu
pacienta. Vyhodou je rychlé provedeni testu a odbér nezatézujici pacienta. Recentni
studie dokonce poukazuji na moznost vyuziti této metody pro diagnostiku nekterych
onemocnéni. Snizené hladiny mtDNA jsou popisovany v souvislostech s poSkozenim
mozku a onemocnénimi jako Alzheimerova choroba, demence az autismus. ZvySené
hodnoty mtDNA se povazuji za ukazatele dobrého zdravotniho stavu napiiklad u

sportovcl, kde jsou zaznamenavany vyssi hodnoty mtDNA ve srovnani s kontrolnimi



vzorky z bézné populace. Extrémné vysoké hodnoty mohou byt naopak ukazatelem
patologickych dé&jt v organismu, napiiklad u nékterych typt nadort. Podle mnoha studii

se nachazeji zvysené hodnoty mtDNA také u kufaka (Hosgood et al., 2010).

Bunécny obsah mtDNA se ¢asto udava jako relativni pocet kopii mtDNA, pfiCemz se
mefi jako pomér geni mtDNA k vybranym jadernym genim. Tento typ stanoveni
mtDNA pouziva nejcastéji metodu real —time PCR. Zéasadni problém pro standardizaci
metody a jeji zavedeni do praxe predstavuje postup méteni, protoze mnoho studii pouziva
nesrovnatelné metodické pfistupy k testovani mtDNA. Cela fada studii proto piinasi
rozporuplné vysledky. Pocet kopii mtDNA také zavisi na typu tkanég, ze které byl vzorek
odebran, protoze obsah mtDNA se lisi v riznych tkanich. Nejvétsi zastoupeni mtDNA je
v buiikach mozku, kosterni svaloviny, srde¢ni svaloviny a jater. Vysoky obsah mtDNA

v téchto tkéanich odrazi jejich energetickou narocnost.



1. Mitochondridlni DNA

Lidské mitochondrie obsahuji cirkularni dvouvldknové DNA molekuly. MtDNA se
nachdzi v mitochondrialni matrix, kde je ulozena do struktury zvané mitochondrialni
nukleoid. MtDNA ma velikost pfiblizné 16,5 Kb, obsahuje 37 gent kodujici 13
proteinovych podjednotek nezbytnych pro OXPHOS. Zbyvajici geny potrebné pro
mitochondrialni funkce se nachazeji v jaderném genomu (Anderson et al., 1981). Ve
srovnani s jadernymi chromozomy je replikace mtDNA nezavisla na bunééném cyklu a
probiha i1 v postmitotickych butikach (Filograna et al., 2021). Na rozdil od jaderného
genomu se v mtDNA nachézi jen zanedbatelné mnozstvi nekodujicich sekvenci. Jedna se
konkrétné o 3 % mitochondrialniho genomu. Jaderny genom je tvoren 93% nekoduyjici
DNA (Chial a Craig, 2008). Kazda mitochondrie obsahuje nékolik desitek kopii svého
mitochondrialniho genomu, pri¢emz kazda burika obsahuje stovky az tisice mitochondrii.
To znamena, ze mtDNA je pfitomna v fadu stovek az tisici kopii v kazdé burce
(Filograna et al., 2021). Pocet kopii mtDNA v burikach se navic vyrazné radové lisi podle
typu tkané. Nejvice je mtDNA zastoupena v oocytech a to az 1-10° kopii na buiiku (Chen
etal., 1995). V srdci se tento pocet pohybuje okolo 4—6-10°. V jatrech, plicich a ledvinach
je to 0,5-2-10° kopii na butiku (D'Erchia et al., 2015).

ATP synthase partiches

inter membrane space

| Matrix
\

. crlae
Rbosome 'y

'.muln\

. | loner membrane
Outer membrane

Obrazek 1. Schéma zobrazujici stavbu mitochondrie. Autor: Villarreal, M. R. (2006)

1.1 Replikace mitochondrialni DNA

Vyznamnou roli pfi prepisu mtDNA hraje mitochondrialni DNA helikdza TWINKLE. Ta
je soucasti enzymatického aparatu, ktery zajistuje replikaci mtDNA a podili se také na
regulaci poctu kopii mtDNA u savca (Sanchez-Martinez et al., 2012). Experimenty na

mySich, kde byl zamémé vytazen gen TWNK pro tvorbu proteinu TWIKNLE, ukazaly,
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ze knockout tohoto genu zpisobuje zavaznou depleci mtDNA v srdci a kosternim
svalstvu. U mysi také doslo k vyznamnému poklesu respiracnich funkci tkani a byla
detekovana srdec¢ni hypertrofie v souladu s mitochondriadlni kardiomyopatii. Déale se
ukazalo, ze regulace poctu kopii mtDNA in vivo je pfimo zavisla na hladinach proteinu

TWINKLE (Milenkovic et al., 2013).

Dalsim dulezitym faktorem, nezbytnym pro replikaci mtDNA, je transkripéni faktor A
tzv. TFAM, jez je z4sadni pro regulaci po¢tu mtDNA (Filograna et al., 2021). TFAM se
vaze na mitochondrialni promotor DNA, a tim napomaha transkripci mitochondrialniho
genomu (Fukunaga, 2021). Oblast kédujici TFAM byla lokalizovana na chromozomu
10g21.1 (Curran et al., 2007). Heterozygotni knockout genu TFAM zpusobuje pokles
hladiny mtDNA az o 50 % (Larsson et al., 1998), zatimco jeho mirna nadmérna exprese
zvySi mnozstvi mtDNA az o 50-100 % (Larsson et al., 1998; Ekstrand, 2004).
Homozygotni knockout genu pro TFAM vykazuje zavaznou depleci mtDNA zpusobujici
nefunkcnost OXPHOS. Takto geneticky upravend embrya prochéazeji gastrulaci, ale
nedokazi prezit do konce embryonalniho vyvoje. TFAM je prvnim savéim proteinem, u
kterého bylo prokéazano, ze reguluje pocCet kopii mtDNA in vivo a je nezbytny pro

mitochondrialni biogenezi a embryonalni vyvoj (Larsson et al., 1998).

V poslednich letech se sice znalosti o replikaci a po€tu kopii mtDNA znaéné rozsifily, ale
presny zpusob, jakym se pocet kopii udrzuje na stale hodnoté, neni dosud zcela objasnén.
Bylo navrzeno nékolik modela zalozenych na pozadavcich ATP, dostupnosti nukleotidu
a regulaci replikacnich signalt, které tidi obsah mtDNA. Ztrata mtDNA je béznym

sekundarnim dasledkem mitochondrialni dysfunkce (Filograna et al., 2021).

1.2 Mutace mitochondrialni DNA

Mutace v mitochondrialni DNA zptsobuji fadu mitochondrialnich onemocnéni s riznymi
projevy. NejCastéji zpusobuji riznorodé myopatie a neuropatie. Nicméné bylo zjisténo,
ze mutace v mtDNA jsou dulezité i u fady bézn¢jsich neurodegenerativnich onemocnéni

(Lax et al., 2011; Kukat et al., 2011).

Vznik patogennich bodovych mutaci nebo jednotlivych deleci mtDNA gena kodujicich
proteiny pro spravny prubéh OXPHOS (Filograna et al., 2021) do zna¢né miry poskozuje
mitochondrialni metabolismus a podmifiuje tak vznik mitochondrialnich onemocnéni

(Lax et al., 2011). Mitochondrialni onemocnéni mohou vzniknout také poskozenim
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jadernych genti. Mutace v jadernych genech jsou schopny napodobovat symptomy
podobné tém, které jsou zpusobeny defekty mtDNA a vedou k sekundarnim porucham

mitochondrialniho genomu (Taylor a Turnbull, 2005).

1.2.1 Vznik mutaci mtDNA

V mtDNA dochazi velice Casto k mutacim, konktrétné¢ 100 az 1000krat Castéji nez
v jaderném genomu (Brown et al., 1982). Mutace Casto vznikaji spontannimi chybami pfi
replikaci DNA, nebo pii chybné reparaci poSkozenych bazi. Podle rozsifené teorie
zalozené na oxidacnim stresu je hlavni pfi¢inou vzniku mutaci mtDNA puisobeni volnych
radikald (Alexeyev, 2009). Ktomu také piispiva fakt, ze mtDNA je piimo
v mitochondriich, kde se bézné vyskytuje velké mnozstvi volnych radikalt ucastnicich se
dychaciho fetézce. Tato teorie byla ov§em zpochybnéna, protoze experimentalni studie
na mySich prokazaly, ze vétSina mutaci mtDNA je vysledkem spontannich replikac¢nich
chyb zapfiCinénych heterotrimerickymi DNA polymerdzami gama (POLc) b&éhem
syntézy mtDNA (Kauppila et al., 2018; Kennedy et al., 2013). Vysvétleni malé Cetnosti
mutaci indukovanych volnymi radikaly muze spocivat v kompaktni povaze
mitochondrialniho nukleoidu, ktera poskytuje chranéné prostiedi pred chemickymi vlivy

(Filograna et al., 2021).

1.2.2 Heteroplasmie a homoplasmie

Jak jiz bylo uvedeno v prvni kapitole mitochondrialni genom se vyskytuje v kazdé
jednotlivé bunce v nékolika kopiich. Tento stav se anglicky nazyva ,, multicopy genome*.
Diky tomu mohou vzniknout dva stavy oznacované jako heteroplasmie a homoplasmie.
Heteroplasmie je stav, kdy se v mitochondrialnim genomu spolecné vyskytuje mutantni
mtDNA a normalni mtDNA v rizném pomeéru. Oproti tomu homoplasmie nastava, kdyz

jsou vSechny kopie mitochondrialniho genomu identické (Taylor a Turnbull, 2005).

Pomér mutované mtDNA a nemutované mtDNA je do velké miry ovlivnén segregaci
mtDNA béhem dozravani oocytu. Tento proces popisuje vSeobecné rozsifena teorie
uzkého hrdla tzv. bottleneck effect (Duan et al., 2018). Ta tika, ze béhem vyzravani
primarnich oocyti je do kazdého oocytu prenesen urCity poCet riznych molekul
mtDNA. Zrani oocytu je spojeno s rychlou replikaci a zalezi na pfitomnosti mitochondrii
s mutovanou a nemutovanou mtDNA. To pak vede k jejich nahodnému rozdéleni (Taylor

a Turnbull, 2005; Duan et al., 2018).
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Obrazek 2. Obrazek znazorniuji proces segregace mitochondrii. Zdroj: (Taylor a Turnbull,
2005)

Nicméné k déleni bun¢k a ndhodné segregaci dochazi i béhem zivota a pomér mutované

DNA a nemutované mtDNA se tak mize meénit (Bogenhagen a Clayton, 1977).

Obecné se predpoklada, ze ve zdravych lidskych burikach prevliada stav homoplasmie. U
mnoha riznych druht, v¢etné lidi, byla vSak nalezena nizka Grovern heteroplasmie (He et
al., 2010). Z tohoto divodu se zda, ze stav homoplasmie je spiSe nepravdépodobny, i
vzhledem k Castému vyskytu mutaci a k procesu segregace (Taylor a Turnbull, 2005).
Vysvétlenim pfevazujici homoplasmie miZze byt nahodny vyskyt mutaci, a pokud jsou
pfitomny na nizké urovni, nemusi byt ve vzorku tkané nebo krve detekovany
(Taylor a Turnbull, 2005). Jak uvadi Taylor a Turnbull ,,Mozna bychom méli pouzivat
,,homoplasmii“ pouze k popisu stavu, ve kterém neni moiné tyto ziskané mutace
detekovat, protoze by bylo naivni myslet si, Ze veSkerd mitochondridalni DNA v burice,

tkani nebo dokonce v jednotlivci je totoznd.“ (Taylor a Turnbull, 2005)

13



1.2.3 Homoplasmatické a heteroplasmatické mutace

Obdobné jako rozliSujeme stav mitochondridlniho genomu na homoplasmii a
heteroplasmii, muzeme rozdélit mutace mtDNA na homoplasmatické mutace, které
postihuji  vSechny kopie mtDNA v buiice, tkanich nebo organismu, a na
heteroplasmatické mutace, které postihuji jen cast (Lightowlers et al., 2015). Naprosta
vét§ina mutaci je heteroplasmatickd (Taylor a Turnbull, 2005; Lax etal., 2011;
Lightowlers et al., 2015). Homoplasmatické mutace jsou vzacnéjsi, nebot’ jsou Casto
letalni a zaniknou jesté na trovni embrya (Filograna et al., 2021). To ale neznamena, zZe
se homoplasmatické mutace nevyskytuji. Jejich exprese zavisi to na tom, jaky usek
genomu postihnou. Vyznamnym onemocnénim, u néhoz se uplatiiuji homoplasmatické
mutace, je napt. Leberova hereditarni opticka neuropatie (LHON). Exprese onemocnéni
je ovSem variabilni, ale ne u vSech jedincu, ktefi zdédili mutaci pro LHON, onemocnéni
skute¢né propukne. Typické projevy se rozvinou piiblizné u 50 % muzi a pouze u 10 %
zen, coz ukazuje, ze pii projevu onemocnéni jsou dulezité 1 dalsi genetické

faktory (Taylor a Turnbull, 2005).

U heteroplasmatickych mutaci je dulezita nejen povaha mutace, ale i uroven
heteroplasmie, ktera urcuje klinickou zavaznost mitochondridlnich onemocnéni. Byl
definovan biochemicky prah spojeny s procentem mutantni mtDNA, ktery musi byt
prekroCen pro snizeni funkce OXPHOS a ktery urcuje nastup fenotypu (Rossignol et al.,
2003). Pasobeni tohoto biochemického prahu vysvétluje teorie mutacni naloze, podle
které jsou poskozeny pouze buiiky, u kterych zmutovana DNA piesahla kritickou hladinu
v poméru s neposkozenou funkéni DNA. Prahova hodnota se 1isi v zavislosti na typu
mutace a tkané, kterou postihne. V piipadé velkych deleci mtDNA je prahova hodnota
50-60 % (Sciacco et al., 1994). Oproti bodovym mutacim v genech kodujici tRNA, kde
je prahova hodnota vice nez 90 % (Yoneda et al., 1995).
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2. Pocet kopii mitochondrialni DNA jako indikator zdravotniho stavu
Pocet kopii mitochondrialni DNA je méfitkem poc¢tu mitochondrialnich genomt v jedné
burice. Jedna se o velmi perspektivni indikator mitochondrialnich funkci (Longchamps
et al., 2020). Pocet kopii mtDNA je mozné zjistovat nejen ve tkanich odebranych biopsii,
ale i v DNA ziskané izolaci z periferni krve. V pifipadé periferni krve je DNA obsazena
nejvice v leukocytech a trombocytech (Picard, 2021). Navic se mtDNA muze vyskytovat
také volné¢ v krvi jako cirkulujici mimobunéénd mtDNA oznaCovana zkratkou
cf — mtDNA (Trumpff et al., 2021). Je dileZité upozornit na rozdil v poctu kopii bunééné
mtDNA, ktera vice méné odpovida poctu kopii mtDNA na buiku a volné odrazi
respiracéni kapacitu v tkanich napt. v leukocytech, mozku a svalech ( Filograna et al.,
2020), a cf — mtDNA, kterd jakozto signalni molekula nekoreluje s mnozstvim
produkované energie, ale ani s poCtem kopii mtDNA v cirkulyjicich leukocytech

(Trumpff et al., 2021).

Nesporna vyhoda stanoveni poctu kopii mtDNA z periferni krve spociva v jeji nizké
invazivité. To vedlo k myslence, zda by se nedalo vyuzit stanoveni poctu kopii mtDNA
mnozstvim mtDNA a mitochondridlnimi onemocnénimi a onemocnénimi souvisejicimi
s pokrocCilym vékem (Castellani et al., 2020; Longchamps et al., 2020). Bylo zjisténo, ze
vys$$i hladina poctu kopii mtDNA je spojena se snizenym vyskytem kardiovaskularnich
onemocnéni veetne ischemické choroby srdecni a cévni mozkové piihody (Ashar et al.,
2017; Chen et al., 2014). Déle se ukazalo, ze snizeny pocet kopii mtDNA souvisi
s vyskytem neurodegenerativnich poruch, jako je Parkinsonova a Alzheimerova choroba
(Pyle et al., 2016; Wei et al., 2017) a také s vyskytem nékolika typa rakoviny vcetné
rakoviny prsu, ledvin, jater a tlustého stieva (Reznik et al., 2016). Kromé toho se trvale
ukazuje, ze pocet kopii mtDNA meéfeny z periferni krve je vyssi u zen, s vékem klesa a
negativné koreluje s poctem bilych krvinek (Ashar et al., 2015; Knez et al.; Longchamps

et al., 2020).

Presny mechanismus, jakym je pocet kopii mtDNA stanovovany z krve asociovan
s onemocnénimi, nebyl dosud zcela objasnén. Dosavadni vysledky studii hovoii o zasadni
roli mitochondrii béhem zanétlivych procest a o jejich ucasti na bunécné signalizaci,
které vedou ke zménam v poctu kopii mtDNA (Castellani et al., 2020). Studie z roku
2021 provedena Yang et al. vnesla do problematiky nové svétlo. Tato studie zkoumala

vztah mezi poctem kopii mtDNA v plné krvi a genovou expresi genti u 419 jedincu. Pocet
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kopii mtDNA byl vyznamné spojen s expresi 700 genu, vcetné jadernych genti
potiebnych pro replikaci mtDNA. To naznacuje, ze hladina poctu kopii mtDNA v
periferni krvi by mohla byt biomarkerem, ktery odrazi metabolicky stav vice tkani (Yang

et al., 2021).

2.1 Kvantifikace poctu kopii mitochondrialni DNA

Prvni pouzivanou metodou pro stanoveni mtDNA byla hybridizace southern blot.
Prestoze se jedna o spolehlivou metodu, z dneSniho pohledu je zastarala a poji se s fadou
nevyhod. Je cCasové narocnd, vyzaduje relativné velké mnozstvi DNA a je
semikvantitativni (Filograna et al., 2021). V soucasnosti je nejvice pouzivanou metodou
metoda PCR tedy polymerazova fetézova reakce, zejména real-time PCR, ktera umoziuje
relativni kvantifikaci (Longchamps et al., 2020). Nejcastéji se pomoci real-time PCR
stanovuje relativni pocet kopii mtDNA, kdy se kvantifikuje gen mitochondrii vzhledem
k jadernému genu, za predpokladu, ze kazda butika obsahuje jedno jadro a dvé kopie genu
a neznamy pocet mitochondrii. Nasledné se urci pomér mitochondrialniho genomu k
jadernému genomu a vypocita se relativni pocet kopii. Jaderné geny pouzivame jako
referencni geny (Castellani et al., 2020). Ke stanoveni absolutniho poctu kopii se pouziva
real time PCR vyuzivajici kalibracni kiivku vytvofenou napf. pomoci cilového genu
vlozeného do referencniho plazmidu (Bratic et al., 2009). Dalsi moznosti pro stanoveni
absolutniho poctu kopii je digitalni kapkova PCR (Longchamps et al., 2020). Velky
potencial skryva metoda masivniho sekvenovani (NGS), véetné sekvenovani celého

exomu WES a celého genomu WGS (Longchamps et al., 2020).
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3. Vliv poctu kopii mtDNA u lidskych onemocnéni

Jak jiz bylo zminéno, hladiny poctu kopii mtDNA byly reprodukovatelné spojeny s celou
fadou onemocnéni souvisejicich s vékem, vcetné kardiovaskularnich onemocnéni,
neurodegenerativnich onemocnéni, chronického onemocnéni ledvin a rakoviny. Dale se
zanétlivymi onemocnénimi, celkovou mortalitou a v neposledni fad€¢ s mitochondrialnimi
onemocnénimi. Zmeény v poctu kopii mtDNA predchazeji nastupu onemocnéni a souvisi

s prevalenci a incidenci mnoha onemocnéni (Castellani et al., 2020).

3.1 Vliv poctu kopii mtDNA na mitochondrialni onemocnéni

Z literatury vime, ze pouze samotné mutace nezodpovidaji za mitochondrialni
onemocnéni. Zda se, ze i hladina mtDNA vyznamné ovliviiuje progndézu onemocnéni.
Mitochondridlni onemocnéni jsou definovana jako skupina heterogennich dédi¢nych
poruch charakterizovanych deficitem OXPHOS (Filograna et al., 2021). Tyto poruchy
mohou postihovat rizné typy bunék a organt, a proto mohou zptisobovat Sirokou skalu
klinickych pfiznaku, na zakladg, kterych byla mitochondrialni onemocnéni také popsana.
Mohou byt zptisobeny mutacemi v jadernych genech, které vedou ke sniZzené expresi
mtDNA, nebo primarnimi mutacemi mtDNA, které pfimo narusuji funkci svych
genovych produkti (La Morgia et al., 2020). Syndromy deplece mtDNA (MDS) jsou
autozomalni recesivni poruchy charakterizované specifickym snizenim hladiny mtDNA.
MDS tak poukazuji na pfimou souvislost mezi snizenym obsahem mtDNA a
patologickymi stavy. Vyznam poctu kopii u jinych mitochondrialnich onemocnéni v§ak
neni doposud zcela objasnén (Filograna et al., 2021). Mimo transkripéni faktory uvedené
v druhé kapitole se diskutuje o vlivu genu POLGA, ktery koduje katalytickou
podjednotku mitochondrialni polymerazy POLc, kterda do jisté miry ovliviiuje pocet
mtDNA (Dimmock et al., 2010). Dilezitym a jiz dobfe popsanym faktorem pro rozvoj
mitochondridlnich onemocnéni jsou hladiny heteroplazmie a homoplazmie.
Heteroplazmatické a homoplazmatické patogenni mutace jsou zodpoveédné za rizné
mitochondridlni syndromy, vcetné znamych onemocnéni jako jsou MELAS
(mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes), LHON
(Leber hereditary optic neuropathy), MERF (myoclonic epilepsy with ragged red fibers)
a KSS (Kearns — Sayre syndrome) (Filograna et al., 2021).

Byla provedena fada studii zkoumajicich pocet kopii mtDNA u pacientd s bodovymi

mutacemi v mtDNA. Studie Grady et al. (2018) ukazala u pacienta s MELAS nesouci
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heteroplazmatickou mutaci m.3243A>G, Ze vysoky pocet mtDNA a nizka hladina
heteroplazmie koreluje s méné zavaznym prubéhem onemocnéni. (Grady et al., 2018).
Dalsi studie zabyvajici se MELAS a MERF ukézala, ze pacienti se stfedné vysokym
poctem kopii mtDNA vykazovali mirnéjsi fenotyp (Liu et al., 2006). Obdobné vysledky
se ukazaly i u pacientd s LHON, ktefi byli vét§inou nositeli homoplazmatickych mutaci.
Bylo zjisténo, ze asymptomaticti nositelé mutaci m.117789G>A nebo m.3460G>A méli
vyS$si pocet kopii mtDNA nez pacienti, u kterych doslo ke zrakovému postizeni (Bianco et
al., 2017). Tato zji§téni naznacuji, ze by mohl existovat vztah mezi poctem kopii mtDNA
a vznikem a progresi onemocnéni. Zajimava je myslenka, ze zvySeni poctu kopii mtDNA
by mohlo byt kompenza¢nim mechanismem zamétfenym na udrzeni aktivity OXPHOS.
Tato endogenni regulace by mohla zvratit metabolické defekty zpisobené nékterymi

mutacemi mtDNA (Filograna et al., 2021; Grady et al., 2018).

3.2 Vliv poctu kopii mtDNA na starnuti a neurodegenerativni onemocnéni

Starnuti je fyziologicky proces, vyznacujici se pomalym a postupnym ubytkem
fyziologickych funkci. Tento proces zahrnuje i upadek mitochondrialnich funkci
(Beregi a Regiusi, 1987). U starnoucich jedinct byl nalezen zvySeny vyskyt mutaci
mtDNA (Larsson, 2010). Experimenty na mysich ukazuji, ze vlivem poskozeni POLc
dochazi k postupnému hromadéni mutaci v mtDNA, coz zpusobuje nékteré piiznaky
syndromu predCasného starnuti, jako je anémie, ztrata vlast, Sedivéni a ztrata sluchu
(Kujoth et al., 2005). Obdobny vliv maji mutace mtDNA na rozvoj neurodegenerativnich
onemocnéni. Napf. bylo pozorovano hromadéni mutaci mtDNA u pacientl

s Parkinsonovou chorobou v oblasti mozku Substantia nigra (Bender et al., 2006).

U téchto neurodegenerativnich onemocnéni se ukazuje, ze svou roli hraji kromé mutaci
mtDNA 1 poCty kopii mtDNA. Zacina byt vSeobecné uznavanym faktem, ze pocet kopii
mtDNA s vékem klesa (Liu et al., 2006). Byla provedena rozsahla studie u vice nez 2000
subjektt, ktera prokazala mirné, ale vyznamné snizeni mtDNA s rostoucim vékem (Ding
etal., 2015). U vzorki krve byl pokles mtDNA patrnéjsi, pficemz k vyraznéj§imu poklesu
doslo u jedinct po 50. roce zivota a u starSich osob byl pokles jesté dramatictéjsi. Jina
studie prokazala, Ze u jedinci nad 58 let byla snizena hladina mtDNA spojena s vysokou
umrtnosti a celkovym zhorSenym zdravotnim stavem (Mengel-From et al., 2014). Pocet
kopii ve vzorcich krve byl zietelné snizen u jedinct mezi 50. a 70. rokem zivota (Van

Leeuwen et al., 2014). U jinych typtu vzorkt odebranych z kosterni svaloviny a srdce
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nebylo prokédzano snizeni poctu kopii mtDNA souvisejicich s vékem (Frahm et al., 2005).
Naopak studie Wachsmuth et al. zaznamenala snizeni poctu kopii mtDNA v kosternim
svalstvu, a naopak jeho zvySeni v jaternich burikach u starnoucich osob (Wachsmuth et
al., 2016). U pacientu trpicich neurodegenerativnimi onemocnénimi byly zjistény snizené
hodnoty poctu kopii mtDNA (Wei et al., 2017). Studie Griinewald et al. a Pyle et al.
zjistily snizeni poctu kopii mtDNA v Substantia nigra u pacienti s Parkinsonovou
chorobou (Grinewald et al., 2016, Pyle et al., 2016). U pacienti postizenych
Alzheimerovou chorobou byla mtDNA ve frontalni kiife pacientt snizena o 30-50 % ve
srovnani s kontrolami (Rodriguez-Santiago et al., 2001). Také ve vzorcich krve pacientd
s Parkinsonovou chorobou byly hladiny mtDNA snizené ve srovnani se zdravymi jedinci
(Pyle et al., 2016). Analyzy mozkomisniho moku u obou onemocnéni prokazaly snizené
mnozstvi cf — mtDNA (Podlesniy et al., 2013). To naznacuje, ze by se cf — mtDNA dala
vyuzit pro screening téchto onemocnéni. Z vyse uvedenych skute¢nosti se zda, ze pokles
mitochondrialni funkce pozorovany u poruch souvisejicich s vékem a starnutim koreluje

s poklesem hladin mtDNA.

3.3 Vliv poctu kopii mtDNA na nadorova onemocnéni

Vztah mezi rakovinnym bujenim a mitochondriemi prokézal jiz ve 20. letech 20. stoleti
Otto H. Warburg. VSiml si, ze nadorové buriky uspokojuji své energetické potreby
vyhradné prostiednictvim aerobni glykolyzy (Warburg, 1956). S objevem onkogenu se
tento pristup vytratil. Nové studie se opét zaméruji na tilohu mitochondrialnich funkci
v procesu iniciace a progrese rakoviny. Z hlediska vyskytu mutaci mtDNA je prokéazano,
ze u mnoha druhti nadorti dochazi k jejich akumulaci (Larman et al., 2012), avSak uloha
téchto mutaci v procesu nadorového bujeni neni jasna. Mutace mohou vznikat v dusledku
rychlé replikace mtDNA v rychle se proliferujicich butikach nadoru. U nadorovych bunék
dochazi k poruse OXPHOS vlivem velkého vyskytu mutované mtDNA (Filograna
et al., 2021). U nadort ledvin, kolorekta a §titné zlazy byl nalezen zvySeny obsah mtDNA
obsahujici geny dulezit¢é pro OXPOHOS, coz naznaCuje, ze by se mohlo jednat o
kompenzacni mechanismus. (Yuan et al., 2020) Zaroven je ale mozné, ze akumulace
mutaci u nékterych typl rakoviny poskytuje malignim bunkam selektivni vyhodu a
mutace mtDNA tak pfispivaji k rozvoji rakoviny. Kromé mutacni zatéze je mnozstvi
mitochondrii dilezitym ukazatelem zavislosti bunky na OXPHOS (Filograna et al.,
2021). Existuje snaha o pochopeni souvislosti mezi poctem kopii mtDNA a vyskytem

nadort at’ uz pro diagnostické, nebo prognostické ucely. Pro diagnostické ucely byla
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provedena fada studii hledajici korelaci mezi poctem kopii mtDNA a vznikem
onemocnéni. Bylo zji§téno, ze vysoké hladiny mtDNA souvisi se zvySenym rizikem
vzniku lymfomt (Mi et al., 2015), nadora prsu (Lemnrau et al., 2015), kize (Shen et al.,
2015), plic (Hosgood et al., 2010) a slinivky (Lynch et al., 2011). Jiné studie uvadéji
protektivni vliv vysokého poctu kopii mtDNA proti nadorim kosti, ledvin a dal§im typim
rakoviny (Xing et al., 2008). Riziko vzniku kolorektalniho karcinomu bylo spojeno jak
s vys§im, (Thyagarajan et al., 2012) tak i s niz§im (Huang et al., 2014) mnozstvim poctu
kopii mtDNA v periferni krvi. Hladiny poctu kopii byly také hodnoceny jako
prognosticky faktor, kdy se porovnaly shodné vzorky tkané postizené nadorem a zdravé
tkané u nékolika typt rakoviny. Vysledky naznacuji, ze zvySené i snizené hladiny
mtDNA koreluji se zavaznosti onemocnéni. Progrese kolorektalniho karcinomu byla
spojena jak se zvySenim (Yang, 2011), tak snizenim (Cui et al., 2013) poctem kopii
mtDNA. Podobné vysledky byly zaznamenany i u karcinomt plic, zaludku a ledvin.
Nékteré zdroje tedy uvadéji korelaci mezi vysokymi hladinami a zavaznosti onemocnéni
(Davis et al., 2014), jiné popisuji vztah opacny (Lin et al., 2008). Na zakladé studii
sledujicich rizné typy nadort se zda, ze nekteré nadory reguluji mtDNA, jedna se o
lymfomy, nadory slinivky nebo §titné zlazy (Yuan et al., 2020). Takto velké rozdily ve
vysledcich by mohly byt zpiisobeny tim, Ze se jedna o vysledky raznych studii pouzivajici
odlisné metodologické pfistupy, rizné druhy vzorkli a rizné typy nadord v riznych
stadiich (Filograna et al., 2021). Z dostupnych studii vyplyva, ze zavislost nadort je
mnohem slozit&jsi a rozmanitejsi, nebot mtDNA muze korelovat jak se zvySenou, tak i

se snizenou zavaznosti onemocnéni.

3.4 Role mtDNA u zanétlivych onemocnéni
Kromé své role v dychacim fetézci se mitochondrie také aktivné zapojuji béhem
zanétlivych procesti a produkuji fadu signalizacnich molekul vetné metabolitl, proteind,

RNA a samotné mtDNA (Wu et al., 2021; Trumpff et al., 2021).

Mitochondrie se velmi pravdépodobné vyvinuly z bakterii, a proto s nimi maji mnoho
spolecnych znakt vCetné mtDNA, ktera se velmi podoba bakterialni DNA. Vrozeny
imunitni systém disponuje receptory PRR, pomoci kterych je schopny rozli§it vlastni
struktury od konzervovanych bakterialnich molekul. Diky své podobnosti s bakteriemi
pisobi mtDNA podobné imunogenné. MtDNA je rozpoznavana jako molekularni vzory

spojené s poskozenim DAMP (Boyapati et al., 2017). Pokud se mtDNA uvolni mimo
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mitochondrie do cytoplazmy a do extracelularniho prostoru, dojde k aktivaci velkého
mnozstvi raznych receptort pro rozpoznavani molekul DAMP jako je TLR (Toll-like
receptor) a cGAS (Cyclic GMP-AMP synthase), které spoustéji vrozenou imunitni reakci
a podporuji zanét (Boyapati et al., 2017; Nakahira et al., 2011).

Mezi Toll-like receptory patii TLR 9, ktery je kliovy pro detekci DNA, zejména
nemethylované CpG DNA. CpG DNA jsou kratké useky DNA bohaté na cytosin a
guanosin, které jsou charakteristické pro bakterie a nékteré DNA viry
(TLRO toll like receptor 9 [Homo sapiens (human)]). Interakce mezi mtDNA a TLR9 je
ziejmé zapojena do vyvoje ruznych onemocnéni jako je akutni infarkt myokardu
(Bliksgen et al., 2016), hepatocelularni karcinom (Liu et al., 2015), nealkoholicka
steatohepatitida (Garcia — Martinez et al., 2016) a poSkozeni plic (Zhang et al., 2014).

Dal8im aktivatorem vrozené imunitni reakce je draha cGAS-STING. Pokud se na
cGAS navaze DNA, spusti se reakce mezi GTP a ATP, na jejimz konci vznika cyklicky
GMP-AMP (cGAMP). Ten aktivuje stimulator interferonovych gent (STING ), ktery
nasledné indukuje produkci interferonti typu I. Tato draha hraje klicovou roli pfi
zprostfedkovani imunitni obrany proti virim s dvouvlaknovou DNA (Boyapati et al.,

2017).

MtDNA se také uvoliiuje do krevniho ob&hu jako volna cf — mtDNA, nebo mtDNA ve
vezikulach, poptipadé formou celych mitochondrii (De Gaetano et al., 2021). ZvySené
hodnoty cf — mtDNA v plazmé nebo séru se Casto nachazeji u stavii s vyznamnym
poskozenim tkané, jako je trauma, sepse nebo infarkt. Stale Castéji jsou detekovany u
chronickych organové specifickych a systémovych onemocnéni, jako je steatohepatitida
a systémovy lupus erythematodes (Boyapati et al., 2017). Dale se zvySené hladiny ukazuji
jako prediktivni ukazatel vyssiho rizika mortality u kriticky nemocnych jedinct

(Nakahira et al., 2013; Scozzi et al., 2021; Boyapati et al., 2017).

3.4.1 Uvoliiovani mtDNA

K uvolnovani mtDNA dochézi na dvou arovnich. Nejprve se uvoliiuje do cytoplazmy a
poté se vyluCuje extracelularné€. Tento proces probiha nékolika mechanismy a muze se
odehravat | pasivné“ spolené s ruznymi formami apoptdzy, nebo ,aktivné“

prostiednictvim regulovanych procest (Boyapati et al., 2017).
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V prvnim pfipadé uvoliiovani mtDNA do cytoplazmy dochazi k procesu zvaném
permeabilizace vnéjsi mitochondriadlni membrany, kterou zprostfedkovavaji dva proteiny
BAK a BAX, coz vede k uvolnéni cytochromu C a aktivaci apoptotickych kaspaz. Tento
proces je fyziologicky mechanismus, ktery vede k apoptoze zptisobené vnitini cestou.
Bylo zjisténo, ze proteiny BAK a BAX tvofici makropory ve vnéjsi membrane€ umoziuji
herniaci vnitfni mitochondrialni membrany, coz ma za nasledek ztratu integrity
membrany a nasledné uvolnéni obsahu mitochondrii, v€éetné mtDNA, do cytoplazmy
(Chipuk et al., 2006; De Gaetano et al., 2021). Dal§im nedavno objevenym mechanismem
uvoliovani mtDNA nezavislym na BAX/BAK je cesta zprostfedkovana proteinem
VDAC. VDAC je transportni protein ve vnéj§i mitochondrialni membrané oznacovany
také jako mitochondrialni porin. Zprosttedkovava transport aniontt, kationtd, ATP, Ca **
a metabolitd pfes membranu (Kim a Cho, 2019; De Gaetano et al., 2021). To, zda k
permeabilizaci vnéj$i mitochondridlni membrany dochazi prostiednictvim BAX/BAK
nebo VDAC, je pravdépodobné do znacné miry ovlivnéno urovni bunécného stresu.
Zatimco prvni mechanismus je pfitomen pfi extrémnim stresu nebo apoptoze, druhy
mechanismus pifevlada v podminkach stfedniho stresu (Boyapati et al., 2017).
Z experimentu provedeného Garcia et al. na potkanech vyplyva, ze pfi oxidativnim stresu
byla mtDNA wuvolfiovdna prostfednictvim mitochondridlniho poéru piechodné
propustnosti v jaternich buikach. Jednd se o transmembranovy protein na vnitini
membrané mitochondrii, ktery se tvoii za urcitych patologickych stava (Garcia et al.,

2005).

Pokud hovotime o extracelularnim uvoliovani mtDNA, tak zde ma nejvétsi roli apoptoza
a nekroza (Boyapati et al., 2017). Kromé téchto pasivni mechanismu se na uvolfiovani
mtDNA také podili dalsi procesy, jako je nekroptéza neboli regulovana nekroza
(Kaczmarek et al., 2013). Ukazalo se, ze zdrojem cf — mtDNA v krevnim ob&hu mohou
byt krevni desticky, které pii aktivaci uvoliuji celé mitochondrie. Ty nasledné aktivuji
imunitni systém a mohou byt hydrolyzovany fosfolipazou A2, tim dojde k poruSeni
mitochondridlni membrany a uvolnéni mtDNA (Boudreau et al., 2014). Aktivniho
uvoliiovani mtDNA z bunék se ucastni vysoce regulované procesy. Jednim z nejlépe
popsanych mechanismu, jak k tomu dochazi, je prostfednictvim neutrofilti. K uvolfiovani
mtDNA dochazi béhem NETO6zy, kdy v reakci na bakterialni struktury tvoii neutrofily
extracelularni sit€, zjaderného chromatinu nazyvané NET (Neutrophil Extracellular

Traps). Béhem tohoto procesu dochazi k rozpadu mitochondrii a uvolnéni mtDNA
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(Brinkmann et al., 2004). Druhym aktivnim zdrojem extracelularni mtDNA jsou
extracelularni  vezikuly, které se aktivné ucastni mezibunééné komunikace

(Tkach a Théry, 2016).

3.5 Souvislost poctu kopii mtDNA s infekénimi onemocnénimi
Zatimco se vétSina studii zamétfuje na stanoveni poctu kopii mtDNA u zéanétlivych
onemocnéni a na tlohu mtDNA v modulaci zanétd, objasnéni vztahu mezi poctem kopii

mtDNA a infek¢énimi onemocnénimi zistava pozadu.

Rozsahla studie Fazzini et al. zkoumala spojeni poctu kopii mtDNA z plné krve
s infek¢nimi onemocnénimi a celkovou mortalitou ze vSech moznych pficin u kohorty
4512 pacientl s chronickym onemocnénim ledvin. Studie zjistila, ze nizké pocty kopii
mtDNA byly signifikantné spojeny s vyssi imrtnosti ze vSech pficin a umrtim v disledku
infekci, stejné jako s hospitalizacemi v dusledku infekci (Fazzini et al., 2019). Toto
zjisténi koreluje se studii provedenou Sun et al., ktera spojila zavaznost onemocnéni HIV
se snizenym pocCtem kopii mtDNA. V této studii byl pocet kopii stanovovan ze
zmrazenych vzorkt krve (Sun et al., 2019). Na druhou stranu podle vysledkt kompilacni
studie z roku 2019 mnoho jinych studii naslo naopak spojeni vysokého poctu kopii
mtDNA se zvyS$enou mortalitou (Harrington et al., 2019). OvSem je dilezité podotknout,

Ze tyto studie se nezabyvaly souvislosti s infek¢nimi onemocnénimi.

Posledni dobou byla vénovana velkd pozornost hodnoceni poctu kopii mtDNA
v souvislosti s onemocnénim Covid 19. Nedavné studie ukazuji, ze vysoké hladiny
cf — mtDNA v dobé hospitalizace zvysily pravdépodobnost piijeti na jednotku intenzivni
péce a zvySsily riziko timrti (Scozzi et al., 2021; Moreno Fernandez-Ayala et al., 2020).
Podle studie Valdés — Aguayo et al., ktera kvantifikovala pocet kopii mtDNA u pacientt
s Covid 19 z periferni krve doslo k zvyseni po¢tu kopii u pacienta s lehkym nebo stfedné
tézkym priabéhem onemocnéni oproti negativnim kontrolam, zatimco u tézkych piipada
doslo ke snizeni poctu kopii. Zaroven u pacientl s tézkym prubéhem, ktefi zemfeli, byla
nalezena niz§i hladina poctu kopii mtDNA oproti pacientim s tézkym prubéhem
onemocnéni, kteti se uzdravili (Valdés-Aguayo et al., 2021). Jina studie zamé&fujici se na
vztah s Covid 19, méfila hladiny cf — mtDNA ve vzorcich plazmy od 97 pacientll
s onemocnénim Covid 19. Vysledkem studie bylo, ze zvysené hladiny cf — mtDNA byly

naméfeny u pacientd, ktefi zemfeli, nebo vyzadovali piijeti na JIP (Scozzi et al., 2021).
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Pokud se podivame na dobu ptfed pandemii koronaviru, studie z roku 2018 si vzala za cil
objasnit souvislost mezi cf — mtDNA a virovou zatézi u infekci HIV, HBV a HCV. Bylo
pozorovano zvySeni prumérné hodnoty cf — mtDNA u vSech sledovanych infekci, oproti
zdravym kontrolam, pfi¢emz nejvyssi hodnoty byly u infekce HCV. OvSem nebyla
pozorovana zadna vyznamna korelace mezi cf — mtDNA a virovou zatézi u zadné ze tii

infekci (Ali et al., 2020).
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4. Mitochondriilni biogeneze

Mitochondridlni biogeneze je velice komplikovany a vysoce regulovany fyziologicky
proces. V principu se jedna o rust stavajicich mitochondrii a jejich nasledné déleni. Jedna
se o jeden ze zakladnich mechanismu, kterym organismus fidi pocet mitochondrii
v buitkkdch. Druhym mechanismem je mitofagie, kdy naopak dochazi k jejich
odstrafiovani. Mitochondrialni biogeneze probihd zejména pii déleni bunék, kdy je
dulezité kromé déleni jadra a duplikace genetického materialu také namnozit bunécné
organely. Muze ale nastati v reakci na stimul volnymi radikaly, na zvySeni energetickych
pozadavki bun€k, béhem vyvoje a také u nékterych mitochondrialnich onemocnéni atd.
Mitochondrialni biogeneze je proto definovana jako proces, kterym buriky zvySuji svij

individualni obsah mitochondrii (Valero, 2014).

Mitochondrialni biogeneze je regulovana vnéj§imi 1 vnitinimi podméty, jako je cviceni,
elektricka stimulace nebo teplota. Z vnitinich faktorti se na mitochondrialni biogenezi
podili znacné mnozstvi transkripénich faktort, které tidi transkripci geni kodujicich
mitochondrialni proteiny. Mezi tyto aktivatory a reguldtory patii zejména PGC-la
(Peroxisome proliferator — activated receptor gamma coactivator lalpha) a TFAM
(Sanchis-Gomar et al., 2014). PGC-1la je transkripéni koaktivator, to znamena, ze
aktivuje dalsi transkripcni faktory, které reguluji transkripci gent kodujicich
mitochondrialni proteiny (Holloszy, 2011). Fakt, ze pravidelny vytrvalostni trénink
zvySuje pocet mitochondrii v kosternim svalstvu, je znamy pomérné dlouho. (Holloszy a
Coyle, 1984) Nové se povedlo objasnit, ze cviceni ptimo aktivuje a indukuje zvySenou

expresi PGC-1a (Holloszy, 2011).

ZvysSeni celkového mnozstvi mitochondrii prostiednictvim mitochondrialni biogeneze
predstavuje zpusob, jak Ccelit mitochondrialnim porucham zpusobenym mutacemi
v mtDNA nebo jaderném genomu (Viscomi, 2016). Toto tvrzeni navic podporuji
experimentalni dikazy. Ty ukazuji, Ze pouhé zvySeni mitochondrialni hmoty stacilo
k obnoveni produkce ATP v kosternich svalech mysi s mitochondrialni myopatii
(Wredenberg et al., 2002). Hypotézu, ze zvySena mitochondrialni biogeneze muze zmirnit
zéavaznost mitochondrialnich onemocnéni podporuje i fakt, ze studie v rodinach s LHON
ukazaly, ze asymptomaticti nositelé maji tendenci ke zvySené mitochondrialni biogenezi
a vy$§imu poctu mtDNA ve srovnani se zrakové postizenymi piibuznymi z matéiny
strany (Giordano et al., 2014). Podpora mitochondridlni biogeneze pomoci

farmakologickych pripravka pfinasi sice slibné vysledky, ale jejich vyvoj je teprve ve fazi
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experimentalnich studii a objevuji se vazné vedlej§i ucinky (Steele et al., 2020).
Pravidelné cviCeni by proto mohlo byt dualezitou soucasti prevence i 1éCby

mitochondrialnich onemocnéni.

4.1 Vliv pohybové aktivity na pocet kopii mtDNA

Jak jiz bylo uvedeno vySe, to ze zastoupeni mitochondrii je pozitivné ovliviiovano
dlouhodobym cvicenim, je obecné uznavanym faktem, ovSem jakou roli hraje hladina
poctu kopii jako indikator obsahu mitochondrii ve svalech, neni doposud zcela objasnéno.
Objevuji se ale dikazy, Ze cviceni muze vyvolat akutni pos§kozeni mtDNA projevujici se
snizenym poctem kopii. MtDNA je poSkozovéana prostiednictvim zvySené produkce
ROS, béhem stresové reakce, kterou zahmuje pravé cviceni nebo zména teploty. Touto
problematikou se podrobnéji zabyvala studie McGlynn et al., kterd porovnavala ucinky
akutniho cviceni na zmény pocCtu kopii mtDNA po cviceni v ruznych teplotnich
podminkach (McGlynn et al., 2021). Studie zkoumala ucinky cviceni v chladu (7 °C), pfi
pokojové teploté (20 °C) a pii zvySené teploté (33 °C) na pocet kopii mtDNA meétené z
biopsie svali. Vysledkem bylo, ze fyzicka zatéz vede ke snizeni poctu kopii mtDNA.
Pri¢emz nejvétsi pokles hladin byl ve skupiné provadéjici cviceni pti 33 °C ve srovnani
se skupinou, ktera cvicila pti 7 °C (McGlynn et al., 2021). Tuto teorii se snazila objasnit
i studie Baykara, ktera stanovovala pocet kopii z plné krve u profesionalnich plavcu, ale
navzdory ocekavani se zjistilo, ze trénovani plavci maji vyssi pocet kopii nez kontrolni
skupina nesportujicich jedinct (Baykara, 2016). Dalsi dvé studie Lim et al. a Chang et
al.se také zabyvaly vlivem dlouhodobého cvi¢eni na pocet kopii mtDNA, pfiCemz
testovaly vzorky plné krve. Obé tyto studie vychazely z predpokladu, ze pravidelné
dlouhodobé cviceni podporuje mitochondrialni biogenezi ve svalech. Obé¢ studie prisly
se stejnym vysledkem, ze dlouhodobé cviceni zvysuje hladiny mtDNA (Lim et al., 2000;
Chang et al., 2016). Studie Chen et al. sledovala, zda je poCet kopii mitochondrialni DNA
spojen s ucinnosti ventilace pii cvi¢eni. DNA byla izolovana ze vzorku slin. Ve vysledku
byl vyssi pocet kopii mtDNA spojen s tcinnosti ventilace, ale nebyl prokazatelné spojen
se spotiebou kysliku vzhledem k télesné hmotnosti. Autofi vysledky interpretuji tak, ze
jedinci s vét§im obsahem mitochondrii maji vétsi kapacitu pro OXPHOS, a tudiz snizenou

zavislost na anaerobnim metabolismu pii fyzickém vykonu (Chen et al., 2017).

Existuje také fada studii, ktera sledovala cf — mtDNA v souvislosti s dlouhodobym

tréninkem nebo akutni fyzickou aktivitou. Nasi et al. méfili zmény v plazmatické
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koncentraci cf — mtDNA kazdé dva meésice béhem dvou sezéon u profesionalnich
volejbalovych hract. Koncentrace cf — mtDNA se u volejbalovych hrac¢h béhem prvni
sezony vyrazne snizily, zatimco béhem druhé sezony zustaly stabilni (Nasi et al., 2016).
Shockett et al. zjistili, ze po 54 a 90 minut aerobniho cviceni doslo k poklesu plazmatické
koncentrace cf — mtDNA (Shockett et al., 2016). Beiter et al. studovali muzské sportovce
a zjistili, ze 30minutovy test na bézicim pasu nezménil plazmatické koncentrace
cf — mtDNA, ale zvysil volnou nuklealni DNA (cf —nDNA) 14krat okamzit€ a 4,2krat 30
minut po cviceni (Beiter et al., 2011). K rozdilnym vysledkiim dosli Stawski et al., ktefi
studovali skupinu zdravych muzu a zjistili, ze tfi kola vyCerpavajiciho cviceni zvysily jak
cf — mtDNA, tak hladiny cf — nDNA, pficemz narast hladin cf — nDNA byl v priméru
7krat veétsi nez narust cf — mtDNA (Stawski et al., 2017). Podobné Hummel et al. zjistili,
ze 15 minut na bézicim pasu u 20 zdravych muza zvysilo cf — mtDNA 1,6krat po 2

minutach po cviceni, zatimco cf — nDNA se zvySilo 4krat (Hummel et al., 2018).
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5. Problematika stanoveni mtDNA

Existuje rozsahly souhrn zdroju popisujici roli mtDNA v lidském organismu a snazici se
o pochopeni ulohy poctu kopii mtDNA u lidskych onemocnéni (Filograna et al., 2021).
Jednotlivé studie Casto piinasi rozdilné vysledky. Soucasné jsou tyto rozdily diskutovany
a mnoho autori se snazi o standardizaci postupt méfeni (Fazzini et al., 2018)

(Longchamps et al., 2020).

Prvni mozné vysvétleni rozdilnych vysledkii mize spoc¢ivat ve vybéru metodiky. Zaroven
muize byt pfesnost méfeni poCtu kopii mtDNA ovlivnéna riznymi preanalytickymi
faktory (Andreu et al., 2009). Ukazalo se, ze zejména metoda pouzita pro extrakci DNA
vyznamné ovliviiuje vysledky méfeni (Filograna et al., 2021). V neposledni fadé je
dulezity také design samotné studie. Pii vybéru studované kohorty je potieba vzit v ivahu
faktory jako je v€k a pohlavi, probihajici onemocnéni atd. (Ding et al., 2015). Je jasné,
ze je potreba dalsi zdokonalovani a vyvoj presnych metod pro stanoveni poctu kopii
mtDNA. Jak navrhla studie Hammond et al. (2003). Pfi porovnani vysledkl z nékolika
raznych laboratofi se ukazalo, Ze ve vysledcich panuje velka nepfesnost a naméfené
hodnoty se li§ily az 0 91 %. Pokud ale laboratote pouzivaly spolecné standardy dosahly

pomérn¢ konzistentnich vysledi (Hammond et al., 2003).

5.1 Omezeni metody Real-time PCR

Relativni pocet kopii mtDNA se vypocCitd pomérem mitochondrialniho genomu k
jadernému genomu. K tomuto ucelu se nejCastéji pouziva real time PCR. Pro validni
meéfeni je tedy nezbytné, aby byl jaderny gen pfitomen pouze v jedné kopii na
genom. Identifikace téchto jedineCnych geni je cestou pro vyvoj robustni
metody. Nekteré starSi studie pouzivaly pro kvantifikaci nDNA jaderné geny s vice
kopiemi. Pocet kopii téchto genu se vSak pohybuje v fadech tisict a je individualni, coz
vyrazn€é zkresluje vysledné hodnoty poctu kopii mtDNA (Picard, 2021). DalSim
omezenim je, ze velka ¢ast mitochondrialniho genomu je duplikovana v jadfe a mnoho
bézné pouzivanych primerd pro mtDNA koamplifikuje homologni pseudogeny.
Poslednim problémem je rozdil velikosti mitochondrialniho a jaderného genomu, ktery

zpusobuje potize pii piipravé DNA pro analyzu (Malik et al., 2011).
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5.2 Vliv extrakce na stanoveni mtDNA

Pravdépodobné jednim z nejvyznamnéjSich faktort, které ovliviiuji vysledek, je typ
extrakce mtDNA. Bylo zji§téno, ze pouziti odliSnych metod izolace nukleovych kyselin
ovliviluje vysledky meéfeni (Fazzini et al., 2018). Pfi porovnani metod extrakce
organickymi rozpoustédly jako je fenol-chloroformova metoda s kolonkovou metodou na
bazi oxidu kremicCitého poskytuje tradicni metoda =zalozena na organickych
rozpoustédlech konzistentn€jsi a presnéjsi stanoveni poctu kopii mtDNA. (Guo et al.,
2009) Tato odlisnost je zalozena na rozdilné velikosti obou genomu. Kolonky jsou
typicky optimalizovany pro izolaci fragmentd DNA vétsich nez 50 Kb, coz vede k vyssi
eluci mensich molekul mtDNA (Nacheva et al., 2017). V zavislosti na pouzité metodé se
hodnoty poctu kopii mtDNA extrahované ze stejného vzorku mohou lisit az o 100 % (Guo
et al., 2009). Jednim z feSeni, jak snizit zkresleni zptisobené extrakci DNA, muze byt

pouziti metody ptimé extrakce, zalozené na lyzi bunék (Longchamps et al., 2020).

5.2.1 Odbéry z bukdlnich stéru nebo ze slin

Vhodnou alternativou pro ziskani DNA z periferni krve by mohl byt bukalni stér nebo
samotné sliny. Tento odbér jesté méné zatézuje pacienta a je tak vhodny zejména pro
malé déti. Da se prepokladat, ze DNA ziskana z bukalnich stérti bude pochazet predevsim
z epitelialnich bunék, coz podporuje zjisténi, ze bukalni stéry obsahuji az 90,3 %,
epitelidlnich bunék (Theda et al., 2018). Zatimco sliny obsahuji az 74% DNA
pochazejicich z leukocyta (Thiede et al., 2000). Dalsi nevyhodou z pohledu mozného
ovlivnéni vysledku je, ze sliny obsahuji kromé lidské DNA také bakterialni DNA.
V porovnani s bukalnimi stéry maji sliny nizs8i zastoupeni bakterialni DNA (James et al.,

2008).

5.3 Heterogenita vzorku

Velky problém pro reprodukovatelnost predstavuje heterogenita vzorkd. Ta je zptisobena
tim, ze pocet kopii mtDNA se vyrazné 1isi v riznych typech tkani. Pro lepsi interpretaci
vysledki by se mél standardizovat druh odebirané tkané. Doporucuje se napiiklad odbér
zilni krve, nebot nezatéZuje pacienta jako biopsie svali ¢i jiné tkané
(Filograna et al., 2021). Nevyhodou ale je, ze zastoupeni mtDNA v krvi nemusi
vypovidat o zastoupeni mtDNA v jinych tkanich. Zastoupeni mtDNA se li§i 1 v
jednotlivych bunéénych slozkach krve. Trombocyty obsahuji vysoky podil mtDNA na
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rozdil od leukocytt, a navic postradaji jaderny genom. V dusledku toho muze byt pfi

trombocytoze zvysSend hladina mtDNA (Urata et al., 2008).

Pocet kopii mtDNA se méni béhem Zzivota v zavislosti na riznych faktorech. Hladiny
mohou kolisat v dusledku patologickych stavii nebo starnuti. Je prokazano, Zze
v pokrocilém véku dochazi k ibytku mtDNA a také fada onemocnéni ovliviiuje mnozstvi
mtDNA. Dulezita jsou také zanétliva onemocnéni, kdy dochazi k vyraznym zménam
ve hladinaich mtDNA (Filograna et al., 2021). Nesmime zapomenout i na dal$i faktory
jako zdravotni stav pacienta a 1é¢ba. Napiiklad chemoterapie ma velky vliv na mtDNA.
Dulezity je také Zzivotni styl, protoze je znamo, ze pravidelny vytrvalostni trénink
vyvolava metabolickou a adaptivni reakci kosterniho svalstva, kterd vede ke zvySeni

celkové mitochondrialni hmoty a mtDNA (Dudley et al., 1982).

5.3.1 Rozdily v poctu kopii mtDNA z jadernych bunék a cf — mtDNA

Existuje velky rozdil, pokud métime pocet kopii mtDNA z plné krve (nebo jinych bunek
¢i tkani) nebo z plazmy jako cf-mtDNA. Vysledky se mohou vyrazné lisit, coz muze vést
k opaénym asociacim v klinickych studiich (Fazzini et al., 2019). Méteni poctu kopii
mtDNA z jadernych bunék vypovida o relativnim mnozstvi mitochondrii v burikach a
odpovida respiracni funkci tkani. Proto se oCekava, ze vyssi pocet kopii mtDNA bude
spojen s lep§im zdravotnim stavem, coz bylo prokazalo v fadé€ studii (Rao et al., 2009;
Mengel-From et al., 2014). Naproti tomu pocty kopii c¢f — mtDNA mohou indikovat
mtDNA, kterd byla uvolnéna do krevniho obéhu z poskozenych bunék. Tento
mechanismus je spojeny s patologickymi, zejména  zanétlivymi  procesy

(Boyapati et al., 2017; De Gaetano et al., 2021).

30



6. Cile prace

Cilem této bakalarské prace bylo:
1. Vypracovani odborné reserse na zadané téma z odbornych zdroja.

2. Zvladnuti zakladnich metod a protokold v genetické laboratofi (izolace DNA,
meéfeni koncentrace DNA, real-time PCR). Zavedeni metody kvantifikace

mitochondrialni DNA pomoci real-time PCR.
3. Zpracovani vysledka a analyza dat.
Hypotézy:
,Zeny maji vy§§i hladiny mtDNA nez muzi“

, U lidi s vy$sim vékem klesa pocet kopii mtDNA*
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7. Metodika

Praktickd cast bakalatské prace probihala v genetické laboratoii GENLABS s.r.o.
v Ceskych Bud&jovicich pod odbornym dohledem Mgr. Dagmar Riegert Bystiické, Ph.D.
Pted zahajenim prace jsem byl seznamen s vnitinim fadem laboratofe a zasadami BOZP.
Byl jsem téz informovan o povinnosti zachovat ml€enlivost o vSech citlivych informacich
souvisejicich s klienty laboratofe. Béhem prace jsem pouzival ochranné pomicky a
postupoval podle pracovnich protokolti schvalenych laboratoii GENLABS, nebo podle

pokynti vedouci prace.

Nejprve popisi izolaci DNA z bukalnich stéra a periferni krve, poté méfeni koncentrace
DNA a samotné méfeni real-time PCR. V posledni ¢asti se budu zabyvat metodou
vypoctu relativniho poc¢tu kopii mtDNA. V kapitole Vysledky statisticky vyhodnotim

nameéfena data a porovnam pouzité metody.

7.1 Vysetrovany soubor

Hlavnim testovanym souborem byli klienti spolecnosti Finclub Plus, a.s., kterym bylo
nabidnuto vySetfeni mtDNA. Do projektu se zapojilo 133 osob. Zastoupena byla obé
pohlavi a vSechny vékové kategorie. Pro doplfiujici analyzu byly pouzity vzorky jinych
klientd, kteti souhlasili s vySetfenim pro vyzkumné ucely. Celkové se méteni zicastnilo

181 zen a 86 muzul.

7.2 Izolace DNA

Vyizolovand DNA je zakladnim materidlem pro nasledné molekularné genetické
vySeteni. NejCastéji pouzivanym typem vzorku pro izolaci jsou bukalni stéry nebo
periferni krev. Kazdy klient pfed odbérem vypliuje zddanku o laboratorni vySetfeni a
podepisuje informovany souhlas s genetickym vySetfenim. Bukalni stéry si provadi
klienti sami pomoci odbérového tamponu. Odbérovou sadu dostavaji spolecné
s informaénim dopisem a obrazkovym navodem. Vzorky krve jsou odebirany na
klinickych pracovistich kvalifikovanymi pracovniky. Krev se odebird do vakuovych
zkumavek obsahujici antikoagulacni Cinidlo K3 EDTA. Zkumavky jsou oznaCeny
rodnym cislem, jménem klienta a podpisem osoby, ktera provedla odbér. Po transportu
do laboratofe jsou vzorky zapsany do informacniho systému laboratofe a oznaci se
laboratornim identifikaCnim ¢islem, pod kterym jsou evidovany. Vzorky se pied izolaci

uchovavaji v chladnickové teploté pii 4 °C.
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7.2.1 Izolace z bukdlnich stéru

Pro izolaci DNA z bukalnich stérti byla pouzita komercni izola¢ni souprava GeneAll

ExGene™ Clinic SV mini podle doporuceni vyrobce.

Pouzité reagencie:
o proteindza K
o BL pufr
o BW pufr
o TW pufr
o AE pufr
o 96% ethanol
Pomicky:
o 1,5ml zkumavky typu Eppendorf
o Rukavice
o Pipetovaci Spicky
o Automatické pipety (20-200 pl a 100-1000 pl)
o Sbérné zkumavky
o Kolonky s pevnou fazi
Pristroje:
o Minicentrifuga — Microspin 12
o Centrifuga — Centrifuge 5415 R
o Vortex — Microspin FV-2400
o Inkubator — TDB 120

Postup:

Nejprve vyndame z chladni¢ky proteinazu K, kterou nechame temperovat na laboratorni
teplotu. Beéhem toho si pfipravime vzorky na izolaci, zapneme inkubator, ktery nastavime
na teplotu 56°C. Do zkumavek se vzorky napipetujeme 25 ul proteinazy K a 300 pl
lyza¢niho BL pufru. Tuto smés vortexujeme 20 sekund a poté ji dame do inkubatoru na
20 minut. Po skonceni inkubace zkumavky kratce centrifugujeme na malé centrifuze a
napipetujeme 300 pl 96% ethanolu. Znovu vortexujeme, nyni ale v pulzech, a poté kratce
stoCime. Pripravime si kolonky se sbérnou zkumavkou a popiSeme je ¢islem vzorku. Po
stoCeni napipetujeme obsah vzorku ve dvou krocich tak, abychom vSechnu smés prenesli

na kolonku. Dame centrifugovat 1 minutu pii 8 600 otdckach za minutu na centrifuze
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5415 R. Nasledné vyménime sbérnou zkumavku za novou sbérnou zkumavku a ptidame
600 pul BW pufru. Opét dame centrifugovat na 1 minut pfi totoznych otackach a
nahradime sbérnou zkumavku ¢istou sbérnou zkumavkou. Poté napipetujeme 700 ul TW
pufru a znovu centrifugujeme 1 minutu. Vznikly supernatant odstranime a kolonku
vratime zpét do sbémé zkumavky. Dale centrifugujeme 1 minutu pfi maximalnich
otackach. Pripravime si 1,5 ml zkumavky typu Eppendorf a popiSeme je ¢islem vzorku.
Kolonky vlozime do pfipravenych zkumavek. Na stfed kolonky napipetujeme 50 pl
elucniho pufru a umistime je do inkubatoru, ve kterém je 56°C. Po 5 minutach je vlozime
do centrifugy na 1 minutu pfi maximalnich otackach. Eluat obsahujici DNA pfeneseme
ze zkumavky a opét jej napipetujeme na stfed kolonky. Inkubujeme pfi stejné teploté
56 °C 5 minut a centrifugujeme pii maximalnich otackach 1 minutu. Kolonky odstranime
a vyizolovanou DNA polepime identifikacnim S§titkem, ktery obsahuje jméno a rodné

¢islo klienta, datum izolace, typ primarniho vzorku, laboratorni ¢islo a inicidly laboranta.

7.2.2 Izolace z periferni krve

Pro izolaci DNA z periferni krve byl pouzit stejny kit GeneAll ExGene™ Clinic SV mini
jako u bukalniho stéru. Pracovni postup se lisi jen v né€kolika krocich, a to zejména
v objemech pouzitych reagencii. Byly pouzity stejné reagencie, pomicky a pfistroje jako

u izolace bukalnich stéru.

Postup:

Proteinazu K pfipravime na izolaci tim, ze ji vyndame z chladnicky a nechame ji
vytemperovat pii pokojové teploté. Ze zkumavky s periferni krvi odebereme 200 pl krve
do predem pfipravené a popsané 1,5 ml zkumavky. Dale do ni pfiddme 20 pl proteinazy K
a 200 pl lyzaéniho BL pufru. Radné promichame za pomoci vortexu a dame inkubovat
na 20 minut pfi teploté 56°C. Kratce sto¢ime pro odstranéni kapek z vnitini strany vicka
zkumavky. Napipetujeme 200 ul 96% ethanolu a vortexujeme v pulzech. Nasledné kratce
sto¢ime na malé centrifuze. Smés pfeneseme na kolonku a centrifugujeme 1 minutu pfi
8 600 rpm. Nahradime sbérnou zkumavku novou sbérnou zkumavkou a do ni pfidame
600 ul BW pufru. V dalsim kroku znovu centrifugujeme pii stejnych otackach a nasledné
nahradime sbérnou zkumavku za novou. Pokud neni supernatant pruhledny, budeme
opakovat tento krok jesté jednou. Poté pouzijeme 700 ul TW pufru a centrifugujeme pii
8 600 rpm. Supernatant odstranime ze sbérné zkumavky a kolonku vratime do sbérné

zkumavky. Nasleduje centrifugace 1 minutu pifi maximalnich otackach, ¢imz dojde
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k odstranéni zbytkového promyvaciho pufru. Kolonku umistime do 1,5 ml zkumavky
s vickem a pfimo na stfed kolonky pfidame 50 ul AE pufru. Inkubujeme pii teploté 56 °C
5 minut. Nasledné opét centrifugujeme 1 minutu pfi maximalnich otackach. Elu¢ni pufr
vratime na stied kolonky a opakujeme pétiminutovou inkubaci a minutovou centrifugaci
pii maximalnich otackach. Po provedeni vSech téchto krokid ziskame izolovanou DNA

z periferni krve.

7.2.3 Prima izolace

K piimé izolaci jsme pouzili kit Dep-25 DNA extraction kit od firmy Top-Bio s.r.0. Jedna
se 0 metodu urcenou k izolaci DNA pro PCR, vyhodou je ¢asova nenarocnost. Vyrobce
udava maximalni dobu 25 minut. Sada obsahuje START-Blue a STOP reagencie.
START-Blue obsahuje barevny indikator pro vizualni indikaci spravnosti roztoku. Po
pridani stejného objemu STOP reagens se roztok zméni na bezbarvy. U tohoto typu
extrakce nelze méfit koncentraci DNA. Vyrobce udava pouziti 1-2,5 ul extraktu jako

zdroje templatové DNA pro naslednou PCR nebo qPCR o objemu 25 pl.

Postup:

Do odbérové zkumavky stamponem napipetujeme 150 pl START-Blue reagens
zvortexujeme a kratce sto€ime na stolni minicentrifuze. Zkumavku dame inkubovat na
20 minut pii 95 °C. Poté zkumavku vyndame a pockame az vychladne na pokojovou

teplotu. Pfidame 150 pl STOP reagens a opét zvortexujeme a stoCime.

7.3 Méreni koncentrace DNA

Koncentraci DNA jsme méfili za pomoci pfistroje Qubit® 2.0 Fluorometer. Jelikoz se
reagencie Qubit ™ 1x dsDNA HS working solution uchovava v chladu a temnu, vyndame
je z chladnic¢ky a temperujeme na laboratorni teplotu. Pfipravime si mikrozkumavky,
které si popiseme Cislem vzorku. Napipetujeme 198 pl daného pracovniho roztoku a 2 pl
stanovované DNA. Mikrozkumavku zvortexujeme a kratce stoime na centrifuze
Microspin 12. Nechame zhruba 5 minut inkubovat v temnu. Mezitim si pfipravime
pfistroj na méfeni. Na pfistroji navolime moznost méfeni DNA Broad Range. Zkumavku
vlozime do pfistroje a provedeme méfeni. Je dalezité na piistroji zvolit objem pouzité
DNA, coz bylo v nasem piipadé¢ 2 pul. Vysledna koncentrace DNA, kterou pfistroj
vypocita, je v jednotkach ng/ul. Vyslednou hodnotu zapiseme do laboratorniho deniku,

ktery je urCen pro zapisovani vysledki.
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7.4 Priprava reakéni smési pro PCR

Pti pripravé reakcni smési pro PCR jsme vyuzivali dvou postupti. Prvni postup je zcela
nekomercni, pouziva primery pro analyzu prevzaté z odborného ¢lanku Refinetti et al.
(2017) a dale vyuziva reagencii qPCR 2x SYBR Master Mix od vyrobce Top-Bio s.r.o.
Druhéd metoda vyuziva komeréni primery od firmy TAKARA BIO INC. a reagencii
TB Green® Premix Ex Taq ™ II také od firmy TAKARA BIO INC.

7.4.1 Metoda vyuZivajici reagencie od firmy Top-Bio s.r.o

Metoda pouziva qPCR 2x Master mix od vyrobce Top-Bio s.r.o., ktery je uceny pro
real — time PCR. Tento produkt obsahuje interkala¢ni Cinidlo Sybergreen I, které se vaze
na dvouvlaknovou DNA a ziskava schopnost fluorescence s maximalni excitaci pii 497
nm a emisi pii 520 nm. Protoze je fluorescence nenavazaného ¢inidla velmi nizka, je
narast fluorescence na konci elongacni faze PCR pfimo umérny mnozstvi
amplifikovanych fragmentl. Mimo jiné obsahuje Taq polymerazu a monoklonalni
protilatku anti-Taq. Protilatka blokuje aktivitu enzymu pii nizkych teplotach, aby
nedochazelo k amplifikaci nespecifickych produktt jesté pred samotnym prubéhem PCR
reakce. K aktivaci enzymu tedy dojde az po prvni denaturaci, kdy se protilatka inaktivuje
vysokou teplotou. Tato modifikace se nazyva HOT START. Primery byly sestaveny
podle prace Refinetti et al. (2017). Jeden primer mix je uren pro amplifikaci nuklearni
DNA a druhy pro amplifikaci mitochondrialni DNA, sekvence primert jsou uvedeny
v Tabulce 1.

Tabulka 1. Prehled sekvenci pouzitych primerd.

Primer mix
Primer Sekvence (5’ to 3')
mtDNA forward 5'ACA CCCTCC TAG CCTTACTAC 3’ .
mtDNA mix 1
mtDNA reverse 5'GAT ATA GGG TCG AAG CCG C 3’
nDNA forward 5" AGG GTATCT GGG CTC TGG 3’ .
mtDNA mix 2
nDNA reverse 5" GGC TGA AAA GCT CCC GAT TAT 3’

Zdroj: (Refinetti et al., 2017)

Postup:
Vyndame izolovanou DNA z mraziciho boxu a nechame ji roztat pii pokojové teploté.
Primery a reagenciit SYBR Master Mix od vyrobce Top-Bio s.r.o. vyjmeme z mrazaku.

Izolovanou DNA, primery a Master Mix zvortexujeme. Pfipravime si sterilni
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mikrozkumavky pro stanovovany pocet vzorki a oznaCime je Cislem vzorku.
V laminarnim boxu si pfipravime reakéni smés. Objemy reagencii jsou uvedeny

v Tabulce 2.

Tabulka 2. Prehled reagencii a objemu pouzitych pro 1 a 32 reakci (Top-Bio s.r.0.).

1 reakce 32 reakci
Reagencie objem [ul] Reagencie objem [ul]
gPCR 2x Master mix 12,5 gPCR 2x Master mix 400
PCR H,0 9,5 PCR H,0O 304

Zdroj: Manual od vyrobce Top-Bio s.r.o.

Maximum je 16 vzorku, protoze karusel pfistroje LightCycler 2.0 ma pouze 32 pozic pro
sklenéné kapilary. Jedna sklenéné kapilara je ur€ena na jednu reakci, protoze jeden vzorek
je slozen ze dvou reakci, potfebujeme dvé kapilary. Reagencie napipetujeme do 1,5 ml
mikrozkumavky ozna¢ené Mix a zvortexujeme. V laminarnim boxu si pfipravime
sklenéné kapilary do vychlazeného adaptéru. Jedna kapilara je pro mtDNA mix1 a druha
pro mtDNA mix 2. Do predem piipravenych mikrozkumavek oznacenych ¢islem vzorku
napipetujeme 20 pl reak¢ni smési. Pfidame objem DNA podle jeji koncentrace tak, aby
jeji koncentrace v reak¢ni smési bylo vstupni mnozstvi DNA 100 ng (tzn. 50 ng pro jednu
reakci). Zkumavky sreakéni smési a DNA vortexujeme a kratce stocime. Takto
ptipravené vzorky (DNA + reak¢ni smes) pipetujeme po 20 ul do kapilar ve dvou fadach
(Jedna fada bude osahovat mtDNA mix 1 a druhd mtDNA mix2). Primer mixy si pfedem
pfipravime tak, ze smichdme stejné mnozstvi primeru mtDNA forward a mtDNA reverse
(vznikne mtDNA mix 1) nebo nDNA forward a nDNA reverse (vznikne mtDNA mix 2).
Poté do prvni fady napipetujeme piipraveny 1 pl mtDNA mix1 pro mtDNA a do druhé
fady 1 pl primer mix mtDNA mix 2 pro nDNA. Kapilary zavickujeme a sto€ime je
v centrifuze na par sekund. Pti vkladani do karuselu dbame na to, aby bylo zachované
poradi. Toho docilime tak, ze vlozime za vzorek 1 z prvni fady vzorek 1 z fady druhé a

takto postupujeme u vSech vzorkd.
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Tabulka 3. Pipetovaci protokol primerd a vzorki. Cisla v tabulce oznaduji ¢isla vzorkd.

8 8 16 16

7 7 15 15

6 6 14 14

5 5 13 13

4 4 12 12

3 3 11 11

2 2 10 10

1 1 9 9
mtDNA nDNA mtDNA nDNA
mix1 mix2 mix1 mix2

Zdroj: Vlastni

7.4.2 Metoda vyuZivajici reagencie od firmy TAKARA BIO INC.

Metoda vyuziva komer¢ni kit od firmy TAKARA BIO INC. Kit Human Mitochondrial
DNA (mtDNA) Monitoring Primer Set. Kit obsahuje 4 prepfipravené primerové pary:
ND1 Primer Mix, SLCO2B1 Primer Mix, ND5 Primer Mix, SERPINA1 Primer Mix.
Prvni a tfeti primer slouzi ke stanoveni mtDNA a druhy a Ctvrty slouzi ke stanoveni
nuklearni DNA. Tento kit je pfimo urCeny pro diagnostiku lidské mtDNA. Pro
amplifikaci pouzivime TB Green® Premix Ex Taq ™ II od stejné firmy, ta obsahuje
interkalacni ¢inidlo Sybeegreen pod oznaCenim TB Green, ktery je nezbytny pro Real-

time PCR. Pouzita polymeraza je také HOT START.

Postup:

Vyizolovanou DNA a reagencie vyjmeme z mrazicitho boxu a temperujeme pii pokojové
teplot€. Pripravime si sterilni 1,5 ml zkumavky typu Eppendorf a oznacime je Cisly
vzorkd. Tento postup vyuziva 4 rekce na 1 vzorek, kazda reakce obsahuje jeden z vyse
uvedenych primert. Z toho vyplyva, ze na 1 vzorek budeme potiebovat 4 sklenéné
kapilary. Mazeme tak stanovit maximalné 8 vzorkd, jelikoz karusel do pfistroje ma pouze
32 pozic a pro 1 vzorek je nutné pouzit 4 primerové pary. Do pfipravené 1,5 ml zkumavky
napipetujeme 8 pl ptislusné DNA, protoze na 1 primer piipadaji 2 ul DNA. V laminamim

boxu zhotovime reak¢ni smés. Objemy reagencii jsou uvedeny v Tabulce 3.
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Tabulka 4. Prehled reagencii a objemu pouzitych pro 1 a 32 reakci (TAKARA BIO INC).

1 reakce 32 reakci
Reagencie objem [pl] Reagencie objem [ul]
TB Green® Premix Ex Taq TB Green® Premix Ex
TM I 12,5 Taqg TM I 400
PCR H20 9,5 PCR H20 304

Zdroj: Manual od vyrobce Top-Bio s.r.o

Celkovy objem reagencii napipetuje do sterilni zkumavky oznacené jako Mix. Dale si
v laminarnim boxu pfipravime sklenéné kapilary do adaptéru. Mimo laminarni box do
1,5 ml zkumavek oznacenych ¢islem vzorku napipetujeme 84 pl reakéni smési misto 88
ul a to proto, abychom minimalizovali chybu pfi pipetovani. Zkumavky se smeési
zvortexujeme a kratce sto¢ime na minicentrifuze Microspin 12. Z této zkumavky
napipetujeme 24 ul do 4 kapilar. Nasledné do jednotlivych kapilar pfidame 1 pl
pfislusného primeru. Kapilary zavickujeme a kratce stoime. Kapilary vlozime do

karuselu tak, aby bylo zachovano potradi vzorku.

Tabulka 5. Pipetovaci protokol primert a vzorkd. Cisla v tabulce oznaduji &isla vzorkd.

mix4 SERPINA1 2 4 6 8
mix3 ND5 2 4 6 8
mix2 SLCO2B1 2 4 6 8
mix1 ND1 2 4 6 8
mix4 SERPINA1 1 3 5 7
mix3 ND5 1 3 5 7
mix2 SLCO2B1 1 3 5 7
mix1 ND1 1 3 5 7

Zdroj: Vlastni
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7.5 Real-time PCR

Pro analyzu jsme pouzili ptistroj Light Cycler 2.0 od vyrobce Roche. Pfistroj je pfipojeny

k pocitaci s ovladacim programem. V piislusném programu jsme nastavili reakcni profil

pro danou metodu, dale se v PC zaznamenava nazev a datum méfeni, pod kterym se kazdy

beh ulozi. Vlozime karusel do pfistroje, zadame pocet kapilar a spustime méfeni.

7.5.1

Nastaveni reakcnich profili PCR

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny reakcni profily pouzitych metod.

Tabulka 6: Reakéni profil pro qPCR 2x SYBR Master Mix od vyrobce Top-Bio s.r.o.

Faze Pocet cykl@ | teplota [°C] | €as [hh:mm:ss] | Acquisition mode
I. Poc¢atecni denaturace 1 94 00:05:00 none
Il. Amplifikace Denaturace 94 00:00:10 none
+ méreni 40
fluorescence | Aneeling 60 00:00:30 single
+ elongace
lll. Chlazeni 1 40 00:00:20 none

Zdroj: Vlastni

Tabulka 7: Reakéni profil pro Human Mitochondrial DNA (mtDNA) Monitoring Primer
Set a TB Green® Premix Ex Taq ™ II (TAKARA)

Faze Pocet cykl@ | teplota [°C] | €as [hh:mm:ss] | Acquisition mode
I. Pocatecni denaturace 1 95 00:00:30 none
Il. Amplifikace Denaturace 95 00:00:05 none
+ méreni - 40
fluorescence Aneeling 60 00:00:30 single
+ elongace
lll. Chlazeni 1 40 00:00:20 none

Zdroj: Vlastni
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Obrazek 3. Graficky znazornény reak¢ni profil real-time PCR v pocitaovém programu,
ktery ukazuje teplotni zmény v priabéhu celého procesu. Zelena barva znazoriuje méfeni
fluorescence.

7.5.2 Vypocet relativniho poctu kopii mtDNA

Po ukonceni celého cyklu v pocitacovém programu ovladajici Light Cycler zvolime
moznost ,,Absolute analysis“. Program nam u jednotlivych méfeni zobrazi hodnoty Ct.
Zkratka Ct je odvozena z anglického cycle of treshold neboli cyklus prahu. Hodnota Ct

udava Cislo cyklu, kdy uroveri fluorescence snimana detektorem, piekro¢i Sum pozadi.

JPlateau” faze

Linearni faze

Fluorescence

Exponencialni faze

------------------------------------------- Pozadi fluorescence
0 5 10 15 20 25 30

Ct Pocet cykll

Obrazek 4. Obrazek znazorfiujici misto zaznamu hodnoty Ct na amplifikacni kfivce
Zdroj: (dostupny z https://labguide.cz/metody/real-time-pcr/)

Tuto hodnotu jsme vyuzili pro vypocet relativniho poctu kopii mtDNA. Vyhodnoceni

jsme provedli metodou 22¢. Pii které se porovnaji zméfené Ct hodnoty dvou
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stanovovanych gent. Prvni hodnota Ct odpovida tzv. hledanému genu, tedy
mitochondrialnimu genu. Druha hodnota se pouziva jako tzv. vnitfni kontrola. Jako
vnitini kontroly se pouzivaji geny, jejichz pocet kopii v testovaném genomu nebo DNA
by mél byt ve vSech testovanych vzorcich uniformni. To znamena, zjisténé rozdily
skutecné odpovidaji rozdilim v mnozstvi testovanych gent a nejsou zpusobeny tim, ze
byla do reakce vlozena rozdilna koncentrace DNA z testovaného vzorku. Jedna se o tzv.
referencni geny, nejCastéji "housekeeping” geny, jako jsou geny pro aktin, tubulin a

ribozomalni proteiny.
Vlastni vypocet se provadi nasledovneé:

Relativni potet kopiil mtDNA = 2¢t1~Ct
Kde Ct; je cilovy mitochondrialni gen a Ct; je referencni jaderny gen.

Tabulka 8. Priklad tabulky pro vyhodnoceni poctu kopii mtDNA s pouzitim Top-Bio
S.I.0.

X . Copy Number of
LIC Primer Ct Value ACt mtDNA
mix1 mtDNA 10,56
1
mix2 cDNA 19,37 881 449

Zdroj: Vlastni

Pii vypoctu s pouzitim kitu TAKARA inc. se vypogitava primér z dvou hodnot 24,

Tabulka 9. Piiklad tabulky pro vyhodnoceni poc¢tu kopii mtDNA s pouzitim TAKARA
inc.

Copy
uc Primer gen CtValue ACt 20c¢t Number of
mtDNA
i ND1 12,25
mix1 9,26 613
mix2 SLCO2B1 21,51
! mix3 ND5 11,59 >39
, : 8,86 465
mix4 SERPINA1 20,45

Zdroj: Vlastni
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8. Vysledky

8.1 Popis souboru

Celkem jsme ziskaly datovy soubor pro méfeni mtDNA od 267 osob, 68 % tvotily zeny
a 32 % muzi. Velkou podskupinou o poctu 133 osob byli klienti spolecnosti Finclub Plus,
a.s. Toto méfeni probihalo ve dvou kolech s ¢asovym odstupem min. 6 mésici. Tabulka
obsahujici veskera méfeni je uvedena v priloze 1. Méfeni byla kategorizovana na zakladé
véku a veékové kategorie byly rozclenény po deseti letech viz Tabulka 9. Nejcetnéjsi
veékovou skupinou byla skupina od 61-70 let (118 klient). Nejméné osob (10) bylo v
kategorii 11-20 let. Statickou analyzu jsme provedli ze vSech méreni ziskanych pomoci
metody vyuzivajici reagencie od firmy Top-Bio. Pouzitymi vzorky byly jak bukélni stéry,
tak periferni krev. Data jsme rozd¢lili na zaklad¢ tii kritérii, které jsme chtéli testovat,

tedy podle véku, pohlavi a typu odebiraného materialu.

Zastoupeni muzu a Zen

= muzi = Zeny

Obrazek 5. Graf znazorfiujici procentualni zastoupeni muzi a zen v testovaném souboru.
Zdroj: Vlastni
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Tabulka 10. Cetnosti jedincti v jednotlivych vékovych kategoriich.

Vékové kategorie Cetnosti Procenta
do 10 let 32 12%
11-20 let 8 3%
21-30 let 16 6 %
31-40 let 13 5%
41-50 let 24 9%
51-60 let 44 16 %
61-70 let 53 20%
71-80 let 35 13%
81-90 let 26 10 %
nad 90 let 16 6 %
Celkem 267 100 %

Zdroj: Vlastni

8.2 Statistické vyhodnoceni dat

Velky rozptyl mezi jednotlivymi vysledky meétfeni nas vedl k pouziti medianu misto
standardniho aritmetického primeéru, abychom odchylky v méfeni alesponi CasteCné
eliminovali. Nebot aritmeticky praimér v§ech méteni byl 13563 a smérodatna odchylka
134-10°. Je také diilezité zdliraznit, Ze n&ktera méfeni byla provadéna vicekrat pro ovéreni
vysledku méfeni. Pro ovéfeni stanovenych hypotéz jsme vyuzily statistickych testh.

Jmenovité regresni analyzy a T testu.
Jako prvni jsme ovétrovali nasledujici hypotézy.
Ho: ,,U lidi s vy$§im vékem neklesa pocet kopii mtDNA*

Hi: ,,U lidi s vy$§im v€kem klesa pocet kopii mtDNA*

Tabulka 11. Cetnostni tabulka popisujici zastoupeni vékovych kategorii a po¢et méfen.

Veék Median Pocet méreni

0-10 373 34
11-20 347 10
21-30 529 20
31-40 193 18
41-50 195 35
51-60 274 83
61-70 195 113
71-80 152 50
81-90 52 30
91-100 46 16

Zdroj: Vlastni
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Obrazek 6. Graf zobrazujici median poctu kopii u vé€kovych kategorii. Zdroj: Vlastni

Pro otestovani hypotéz, zda s rostoucim vékem klesa pocet kopii mtDNA, jsme pouzili
linearni regresni analyzu. Regresni analyza se vyuziva, pokud zkoumame vztah mezi
zavislou a nezavislou proménnou. V nasem pfipadé studujeme vztah zavislé proménné

tedy poctu kopii na nezavislé proménné tedy na véku.

Vztah poctu kopii mtDNA na véku v =-4,1226x + 462,37
=0,70

D
o
o

w
o
o

o
o
o

300§
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median poctu kopii mtDNA
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Maximalni vékova hranice pro danou vékovou kategorii

Obrazek 7. Graf zobrazujici regresni kfivku. Zdroj: Vlastni
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V grafu viz obrazek 7. jsme si nechali zobrazit regresni kfivku, kterou popisuje rovnice
ptimky y = ax + b, kde x = hodnoty na vodorovné ose, y = hodnoty na svislé ose,
a = smérnice piimky neboli sklon pfimky tj. o kolik se zméni hodnota y, kdyz x vzroste

o 1 a b = prusecik — v jakém bodé protina pifimka osu y.

Predbézné mizeme vyhodnotit rovnici pfimky. Statisticky nas zajima a, tedy smérnice
ptimky. Pokud proménné y neni zavisla na x pak se a=0 a plati Ho. Pokud existuje
zavislost tak se a#0, pii rostouci zavislosti je a>0, pti klesajici je a<0. V naSem piipade
je a<0 a lze tedy ocekavat klesajici zavislost poctu kopii mtDNA v souvislosti se

zvySujicim se v€kem. Tento vztah hodnoti dalsi statistické veliCiny.
Korelaéni koeficient R

Udéava miru tésnosti vztahu. Nabyva hodnot od -1 do +1. Pokud je v zapornych hodnotach
jedna se o negativni zavislost, naopak pokud nabyva kladnych hodnot, jedna se o
pozitivni zavislost. Pokud se R=0 zavislost neexistuje. Dale nas informuje, jestli je
zavislost linealni. Pokud je R>0,8 jedna se o linearni zavislost. Zjistili jsme, ze R=-0,836

z toho tedy vyplyva Ze sledovana zavislost je pfima, tj. linearni a negativni.
Koeficient determinace R>

Pokud se prokaze zavislost, udava se jeji sila. Jedna se o korelacni koeficient R umocnény
na druhou. Nabyva hodnot 0-1 a dava nam informaci kolik % variability v zavislé
proménné tedy x, je vysvétleno nezavislou proménnou y. V nasem piipadé jsme

vypocitali, ze R’°=0,68=68 %.
Hodnota p

Hodnota p neboli dosazena hladina vyznamnosti. Jedna se o testovaci kritérium,
informuje nas, jestli je korelacni koeficient statisticky vyznamny nebo neni, tj. jestli
zji§téna zavislost neni pouze nahodna. Existuje smluvena hodnota 5 %. Pokud je p < 0,05
=> Hj, pokud je p > 0,05 => Hyp. Pomoci statistického testu ANOVA, jehoz vysledky
jsou uvedeny v Tabulce 11., jsme vypocitali hodnotu p, kterd je 0,000, zjistovana

zavislost je tedy statisticky vyznamna, ¢imz zamitame HO a plati H;.
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Tabulka 12. Test ANOVA zobrazujici hodnotu p.

ANOVA

Rozptyl SS DF MS F P
Regresni 122738 1 122738 15,2 0,006
Rezidualni 56505 7 8072

Celkem 179244 8

Zdroj: Vlastni

Dale jsme testovany statisticky souboru rozdélili podle pohlavi na muze a zeny. Vypocetli
jsme median u jednotlivych skupin. Pfi porovnani vysledkt uvedenych v Tabulce 12, je
ziejmé, ze v piipadé naseho méfeni maji muzi vyssi hladiny mtDNA nez Zeny.

Tabulka 13. Tabulka zobrazuje median, primér, smé€rodatnou odchylku a pocet méfeni u
pohlavi.

Pohlavi Median Pramér SD Pocet méfeni
Muzi 263 11264 51333 86
Zeny 177 14571 157313 181

Zdroj: Vlastni

Hypotézy:
Ho: ,,Muzi a zeny maji stejné hladiny mtDNA*
H,: , Zeny maji vy§si hladiny mtDNA nez muzi“

Pro otestovani hypotézy jsme pouzili dvouvybérovy T test, ktery se pouziva pro srovnani
dvou skupin na sobé nezavislych. Vysledek T testu je p=0,751. Tedy p>0,05 tudiz

nemuzeme zamitnout Ho, protoZze mezi hodnotami neni statisticky vyznamny rozdil.

Median u pohlavi

250

200 177
150

100

pocet kopii mtDNA

50

muii ieny

Obrazek 8. Graf zobrazujici median u vzorkll z bukalnich stéri a periferni krve.
Zdroj: Vlastni
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V poslednim ptipadé jsme rozdélili data podle druhu primarniho vzorku, ze kterého se
provadéla izolace. Median poctu kopii méfeny z bukalnich stéra vysel 232 a z periferni
krve 46.

Tabulka 14. Tabulka zobrazuje median u typt vzorku.

Material Median Pocet méreni
Bukalni stér 232 339
Periferni krev 46 87

Zdroj: Vlastni

Median podle typu vzorku
250 232

200
150

100

Pocet kopii mtDNA

46
50

Bukalni stéry Periferni krev

Obrazek 9. Graf zobrazujici median u vzorkli z bukalnich stéri a periferni krve.
Zdroj: Vlastni

8.3 Optimalizace metody

V ramci optimalizace jsme provedli fadu experimentd. Pro porovnani obou metod jsme
pouzili dva vzorky. V prvnim piipadé jsme pouzili reagencie od firmy Top-Bio s.r.o.
dale oznacovana jako ,,metoda Top-Bio*“ V druhém pfipad¢ jsme pouzili kit pro stanoveni
mtDNA od firmy TAKARA inc. dale oznaCovano jen jako ,,metoda TAKARA*“ Vzorek
155/23 pochazel od zeny a 175/23 pochéazel od muze. Kazdy vzorek jsme méfili ve
Ctyfech opakovanich ve stejny Cas na stejném piistroji. Pro pfipravu vzorkl jsme pouzili

postup popsany v metodice metody, v kapitole 7.4.
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Tabulka 15. Vysledky méfeni metody Top-Bio v tetraplikatech.

Copy
Vzorek Primer Ct Value ACt Number of
mtDNA
s | mdmom |06y | g
T e
ix1 mtDNA 10,28
155/23 T:I‘X ;:DNA 2583 18,55 383801
e e
e =
e e
ix1 mtDNA 10,51
175/23 mir:zlchrrtl\A 17,49 6.98 126

Zdroj: Vlastni

U ctvrtého méteni vzorku 155/23 vysla velice vysoka hodnota Ct pro jaderny genom, coz

neumime presné vysvétlit, proto toto méreni vyloucime.
Na nasledujicim obrazku jsou vidét amplifikacni kiivky jednotlivych méfeni.

Amplification Curves Amplification Curves

067 055
053
051
0.43]
047
045
043
041
039
037
0.35]
033
031
028
027
0.25]
023
021
018
047
015
013
0419
008
0.07
0.05]
003
001

001

0,03

Fluorescence (530)
Fluorescence (530)

246 5012141518 DD o B R !B R D PR I I R VI R R g R e g
Cycles Cycles

Obrazek 10. Nalevo Amplifikacni kiivky u vzorku 175/23 napravo amplifikacni kiivky u
vzorku 155/23 s pouzitim metody Top-bio. Zdroj: Vlastni
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Tabulka 16. Vysledky méfeni metodou TAKARA tetraplikatech.

Copy
Vzorek Primer gen Ct Value ACt 28c Number of
mtDNA
mix1 ND1 11,88 6.46 88
mix2 SLCO2B1 18,34 ’
155/23 - 117
mix3 ND5 10,75
- 7,19 146
mix4 SERPINA1 17,94
mix1 ND1 11,98
- 6,27 77
mix2 SLCO2B1 18,25
155/23 - 109
mix3 ND5 10,77
- 7,13 140
mix4 SERPINA1 17,9
mix1 ND1 11,87
- 6,42 86
mix2 SLCO2B1 18,29
155/23 - 110
mix3 ND5 10,81
- 7,08 135
mix4 SERPINA1 17,89
mix1 ND1 11,9 637 83
mix2 SLCO2B1 18,27 ’
155/23 - 107
mix3 ND5 10,91
- 7,04 132
mix4 SERPINA1 17,95
mix1 ND1 11,65
- 7,31 159
mix2 SLCO2B1 18,96
175/23 - 79
mix3 ND5 30,59
- -19,91 0
mix4 SERPINA1 10,68
mix1 ND1 11,77
- 7,2 147
mix2 SLCO2B1 18,97
175/23 - 188
mix3 ND5 10,77
- 7,84 229
mix4 SERPINA1 18,61
mix1 ND1 11,86
- 7,3 158
mix2 SLCO2B1 19,16
175/23 - 197
mix3 ND5 10,93
- 7,88 236
mix4 SERPINA1 18,81
mix1 ND1 11,44
- 7,18 145
175/23 mix2 SLCO2B1 18,62 131
mix3 ND5 10,34
- 6,86 116
mix4 SERPINA1 17,2

Zdroj: Vlastni

U vzorku 175/23 pii prvnim méfeni vysla hodnota Ct pro gen ND5 30,59 a pro gen
SERPINA1 10,68. Hodnoty pro mitochondrialni gen NDS5 by ale mély byt nizsi nez pro
jaderny gen SERPINA. Toto méfeni jsme proto vyloucili.
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Amplification Curves Amplification Curves

Fluorescence (530}
Fluorescence (530)

2 4 B & 101214 16182022 24 26 23 30 32 34 38 38 40 346 & 1012 1416 18 20 22 24 2 28 3 32 3 3 B 40
Cycles Cycles

Obrazek 11. Nalevo Amplifikacni kiivky u vzorku 175/23 napravo amplifikacni kiivky
u vzorku 155/23 s pouzitim metody TAKARA. Zdroj: Vlastni

Pro stanovené tetraplikaty jednotlivych vzorkd jsme pro kazdou metodu vypocetli

smérodatnou odchylku (SD) a porovnali je navzajem.

Tabulka 17. Porovnani smérodatnych odchylek u pouzitych metod méfenych
v tetraplikatech.

TAKARA Top-Bio
Vzorek Copy Number of SD Vzorek Copy Number D
mtDNA of mtDNA

155/23 117 155/23 101

155/23 109 436 155/23 149 36,39
155/23 110 155/23 78

155/23 107 175/23 126

175/23 188 175/23 124 1,00
175/23 197 35,90 175/23 124

175/23 131 175/24 126

Zdroj: Vlastni

U vzorkt, u kterych jsme kvuli chybé museli odstranit jedno meéteni, byly smérodatné
odchylky vyrazné vyssi nez u vzorkl, u kterych probéhla vsechna Ctyfi méfeni. To by
mohlo znacit, ze tato méfeni neprobéhla uplné v poradku. Pokud budeme hodnotit pouze

kompletni méfeni, zda se, ze metoda Top-bio poskytla konzistentnéjsi vysledky.
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Stejny experiment, kdy jsme porovnavali smérodatné odchylky u obou metod, jsme

provedli jesteé jednou s jinym vzorkem. Tentokrat jsme vzorek méfili v triplikatech. Pro

ptipravu vzorka jsme pouzili postup popsany v kapitole 7.4.

Tabulka 18. Vysledky méfeni metodou TAKARA v triplikatech.

Copy
Vzorek Primer gen Ct Value ACt 28c Number of
mtDNA
FC74/22 |mix1 ND1 12,12
mix2 SLCO2B1 20,08 7,96 249
mix3 ND5 11,48
mix4 SERPINA1 19,61 8,13 280 265
FC74/22 |mix1 ND1 12,13
mix2 SLCO2B1 20,06 7,93 244
mix3 ND5 11,5
mix4 SERPINA1 19,6 8,1 274 259
FC74/22 |mix1 ND1 12,15
mix2 SLCO2B1 20,06 7,91 241
mix3 ND5 11,5
mix4 SERPINA1 19,59 8,09 272 256
Zdroj: Vlastni
Tabulka 19. Vysledky méfeni metodou Top-Bio v triplikatech.
. Copy Number
Vzorek Primer Ct Value ACt of mtDNA
mix1 mtDNA 10,15
FC74/22 - 7,37 165
mix2 cDNA 17,52
mix1 mtDNA 10,29
FC74/22 - 7,21 148
mix2 cDNA 17,50
mix1 mtDNA 10,25
FC74/22 - 7,31 159
mix2 cDNA 17,56

Zdroj: Vlastni
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Tabulka 20. Porovnani smérodatnych odchylek u pouzitych metod pfi méfeni

v triplikatech.
TAKARA inc. Top-Bio s.r.o.
Copy Number Copy Number
Vzorek of mtDNA SD Vzorek of mtDNA SD
FC74/22 265 FC74/22 165
FC74/22 259 4,12 FC74/22 148 8,75
FC74/22 256 FC74/22 159

Zdroj: Vlastni

V tomto experimentu nedoslo k zaddnych neocekdvanym zménadm v hodnotach Ct.

Naopak ale vysla smérodatna odchylka. Smérodatnad odchylka vysla naopak mensi u

metody TAKARA.

Provedli jsme méteni od dobrovolnikil z fad studentt, u kterych jsme vyzkouseli ptfimou

izolaci podle postupu uvedeného v kapitole 7.2.3. K méteni jsme pouzili metodu TopBio.

Tabulka 21. Vysledky méteni z pfimé izolace.

. Copy Number
Vzorek Primer Ct Value ACt of mtDNA
mix1 mtDNA 12,20
MT 01/22 mix2 cDNA 19,96 7,76 216
mix1 mtDNA 13,16
. 7,74 21
MT 02/22 mix2 cDNA 20,9 ! 3
mix1 mtDNA 11,28
’ 11 717
MT 03/22 mix2 cDNA 23,14 86 3
mix1 mtDNA 14,37
’ 7,42 171
MT 04/22 mix2 cDNA 21,79 !
mix1 mtDNA -
MT 05/22 mix2 cDNA 7,88
mix1 mtDNA 12,69
’ 333
MT 06/22 mix2 cDNA 21,07 8,38
mix1 mtDNA 13,97
. 11
MT 07/22 mix2 cDNA 24,08 10,11 05
mix1 mtDNA 11,25
MT 08/22 mix2 cDNA 20,63 9,38 666
mix1 mtDNA 13,58
’ 4
MT 09/22 mix2 cDNA 25,58 12,00 096
mix1 mtDNA 13,58
’ 2207
MT 10/22 mix2 cDNA 28,01 14,43 073
mix1 mtDNA 13,03
d 7,07 134
MT 11/22 mix2 cDNA 20,10 /0
mix1 mtDNA - ) i
MT 12/22 mix2 cDNA -

Zdroj: Vlastni
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Vzorky MT 05/22 a MT 12/22 uvedené v Tabulce 20. nevySly ani po opakovaném

mérfeni.

Dale jsme chtéli ovérili, zda polovicni reakce poskytuje stejné vysledky jako reakce pfi
pouziti plného mnozstvi reagencii. Postup byl stejny jako pfi pfipravé plné reakce pouze
s pouzitim polovi¢niho objemu reagencii. Koncentraci templatové DNA jsme ponechali

stejnou.

Vyzkouseli jsme také rizné koncentrace templatové DNA. Dale jsme namichali fedici
fadu, abychom zjistili optimalni vstupni koncentraci DNA pro reakci. Postupovali jsme
stejné jako je uvedeno v kapitole 7.4. s jedinym rozdilem. Pfi pipetovani templatové DNA

jsme jeji objem upravili podle pozadované koncentrace v reak¢ni smési.

Tabulka 22. Porovnani reakce z plné a polovi¢ni davky.

TAKARA inc. Top-Bio s.r.o.
PouZitd Copy Copy
avk
dav ar'1a Vzorek |Primer ct ACt |28 Number Vzorek | Primer ct ACt Number
reakci Value of Value of
mtDNA mtDNA
mix 1 | 13,64 mix1
10,7
PInd mix2 | 19,72 |08 | 68 mtona | 1078
, 1101/21 - 70 FC50/22 - 8,31 317
davka mix 3 | 12,85 6.16| 72 mix2 19.07
mix 4 | 19,01 | cDNA ’
ix1 |1 7 i
Polovieni 2:12 12521 5,84/ 57 mn:llaxrulA 10,18
olovient | 4101/21 = ’ 66 |FC50/22 — 839| 335
davka mix 3 | 12,77 601 74 mix2 18.57
mix 4 | 18,98 | cDNA ’

Zdroj: Vlastni

Vysledné hodnoty se u obou vzorkli vyznamné nelisily.
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Tabulka 23. Pouziti koncentraci 50 ng a 100 ng DNA na reakci a porovnani vysledkt u

obou metod.
TAKARA inc. Top-Bio s.r.o.
Copy Copy
Vzorek/ Vzorek/
koncentrace | Primer ct ACt 24c Number koncentrace | Primer ct ACt Number
DNA Value of DNA Value of
mtDNA mtDNA
mix1 | 12,04
> 12706 15,02 | 33225 mix1 | 10,18
mix 7,
FC115/22 21253 FC115/22 133 | 10086
50 ng mix3 | 11,26 50 ng
13,18 | 9281 mix2 | 23,48
mix4 | 24,44
mix1 | 11,27
- 6 14,73 27175 mix1 | 9,19
mix
FC115/22 18039 FC115/22 13,43 | 11037
100 ng mix3 |10,51 100 ng
13,12 | 8903 mix2 |22,62
mix4 | 23,63

Zdroj: Vlastni

Pfi porovnani v ramci metod, byl u metody TAKARA vyssi vysledek pfi pouziti 50 ng,

naopak u metody Top-Bio byl vysledek vys§si v rekct se 100 ng DNA. Je zajimavé, ze
metoda TAKARA poskytuje celkové vyss§i hodnoty mtDNA.

Tabulka 24. Ruzné koncentrace templatové DNA (50 ng a 100 ng) na reakci s pouzitim
metody Top-bio.

Vzorek/pouZita koncentrace DNA | Primer | Ct Value | ACt Copy Number of
mtDNA
FC115/22 50 ng mix1 10,18 13,3 10086
mix2 23,48
FC115/22 100 ng mix1 9,19 13,43 11037
mix2 22,62
227/22 B50ng mix1 11,14 10,85 1846
mix2 21,99
227/22 B 100 ng mix1 9,9 11,02 2077
mix2 20,92

Zdroj: Vlastni

Pfi pouziti metody Top-Bio si u vzorku FC115/22 s50 ng a 100 ng vysledky

neodpovidaly. Mensi rozdil byl u vzorku 227/22 B.
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Tabulka 25. Redici fada 25 ng, 50 ng a 100 ng na reakci s pouZitim metody Top-Bio.

Top-Bio s.r.o.
. Copy Number of
Koncentrace DNA Vzorek Primer Ct Value ACt
mtDNA

mix1 13,50

25ng 1101/21 o 20,09 6,59 96
mix1 13,24

50 ng 1101/21 ix2 19.76 6,52 92
mix1 11,83

100 ng 1101/21 X2 2138 9,55 750

Opakovani

mix1 12,16

25ng 1101/21 a2 18,46 6,30 79
mix1 11,25

50 ng 1101/21 X2 17.47 6,22 75
mix1 10,58

100 ng 1101/21 X2 16,81 6,23 75

Zdroj: Vlastni

V ptipadé pouziti fedici fady 25 ng, 50 ng a 100 ng se u prvniho vzorku vyskytla velka

odchylka u méfeni s pouzitim 100 ng. Pro ovéfeni jsme experiment opakovali, kdy uz

hodnoty u jednotlivych fedéni korelovaly.

Tabulka 26. Redici fada 25 ng, 50 ng a 100 ng na reakci s pouzitim metody TAKARA.

TAKARA inc.
Koncentrace DNA Vzorek Primer Ct Value ACt 24¢t Copy Number
of mtDNA

B E e

25ng FC50/22 - - 334
mix 3 12,77 8,79 442,64
mix 4 21,56 ! ’
wi | an o

50 ng FC50/22 mix3 12'08 550
mix 4 21,01 8,93 487,75
2:2 ; ;'Zi 11,02 | 2076,59

100 ng FC50/22 - : 1271
mix 3 11,21 8,86 | 464,65
mix 4 20,07 ’ ’

Zdroj: Vlastni

Pti stejném experimentu s vyuzitim metody TAKARA, kde jsme provedli fedici fadu 25

ng, 50 ng a 100 ng doslo k postupnému nartstu poctu kopii mtDNA spolecné s rostouci

koncentraci.
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Tabulka 27. Redici fada 5ng, 12,5 ng, 50 ng, 75ng a 100ng na reakci s pouZitim metody
Top-Bio.

Top-Bio s.r.o.
Koncentrace DNA Vzorek Primer Ct Value ACt Copy Number of
mtDNA

5ng MT12/22 mix1 13,53 7,13 140
mix2 20,66

12,5 ng MT12/22 mix1 12,81 6,35 82
mix2 19,16

50 ng MT12/22 mix1 10,90 6,27 77
mix2 17,17

75 ng MT12/22 mix1 10,54 6,30 79
mix2 16,84

100 ng MT12/22 mix1 10,97 5,81 56
mix2 16,78

Zdroj: Vlastni

Pfi fedici fadé 5 ng, 12,5 ng, 50 ng, 75 ng a 100 ng byla vys§i hodnota mtDNA u

koncentrace 5 ng na reakci a snizena hodnota u 100 ng na reakci.

Provedli jsme proto méfeni s pouzitim 5 ng a 50 ng DNA na reakci, abychom otestovali
nizké koncentrace DNA. Koncentraci 50 ng DNA, jsme pouzili jako kontrolni vzorky.

Mefeni pfineslo rozporuplné vysledky, které neodpovidaly kontrolnim vzorkiim.

Tabulka 28. Koncentrace 5 ng DNA na reakci s pouzitim metody Top-Bio.

Top-Bio s.r.o.
K t Copy kontrolni
oncentrace Vzorek Primer Ct Value ACt Number of
DNA vzorky
mtDNA
mix1 28,84
: 1 72 102
5ng FC31/22 o 35 6,16 0
mix1 12,17
5ng FC59/22 o 26,02 13,85 14766 4608
5ng FC71/22 mix1 - - - 228
mix2 -
-l 3
5ng Fc72/22 X - ; 124
mix2 -
-l 3
5ng FC87/22 X - ; 205
mix2 -
mix1 12,73
5ng FC115/22 oy 28,51 15,78 56267 10085

Zdroj: Vlastni
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9. Diskuse

Shrnuti informaci o mitochondridlni DNA a jeji uloze v organismu a pii onemocnénich
poskytuji studie Picard. (2021), Castellani et al. (2020) Filograna et al. (2021). To, ze jsou
mitochondrie dilezité pro energeticky metabolismus a hraji vyznamnou roli v procesu
starnuti a apoptdzy, je obecné uznavanym faktem. Zacina byt vSeobecné akceptovan fakt,
ze pocet kopii mtDNA s vékem klesa (Ashar et al., 2015). Ding et al. (2015) provedli
rozsahlou studii u vice nez 2000 subjektt, ktera prokazala mirné, ale vyznamné snizeni
mtDNA s rostoucim vékem. Nase vysledky témto tvrzenim odpovidaji. Jednak se ndm
podarilo dokazat vztah mezi klesajicim poctem kopii mtDNA s rostoucim vékem, zaroven
jsme pomoci statistickych nastroju prokazali, ze plati stanovena hypotéza Hi:, U lidi s
vys$sim vékem klesa pocet kopii mtDNA®“. Také jsme dokazali, ze zjiSténa zavislost je
silng, nebot koeficient determinace R? je roven 0,68. Vyzkumna skupina Van Leeuwen
et al. (2014) zjistila, ze pocet kopii ve vzorcich krve byl zieteln€ snizen u jedincti mezi
50.a70. rokem zivota. V nasem piipadné doslo k nartistu poctu kopii u vékovych skupin
51-60 a 61-70 oproti starsim vékovym skupinam a skupinam ve véku 3140 let a 41-50
let. Tento nartst mohl byt zptusoben tim, ze v€kova kategorie 51-70 let byla nejvice
zastoupenou v poctu méfeni a jednalo se o participanty dbajici o své zdravi vice nez
normalni populace. Dale mohl byt tento nartist zptisoben vy$si nemocnosti u této skupiny,
ktera se da vzhledem k pokroc¢ilému véku predpokladat. Ve vékové skupiné 71-100 let
byly zahrnuty osoby trpici Alzheimerovou chorobou, u kterych byl zfetelny propad
v poctu kopii mtDNA. To odpovida zjisténi Wei et al. (2017), ktery pozoroval snizeni
poctu kopii mtDNA v souvislosti s Alzheimerovou chorobou. Tato studie ovSem

stanovovala pocty kopii mtDNA z biopsii mozku.

Studie provedena skupinou Ding et al. (2015) prokazala, ze zeny maji v priméru vyrazné
vice kopii mtDNA nez muzi. Jina studie Ashar et al. (2015) také uvadi vyssi pocet kopii
mtDNA u zen ve srovnani s muzi. Studie Knez et al. (2016) vySetfovala od roku 2009 do
roku 2013 celkem 689 osob a prokézala negativni vztah mezi relativnim poctem kopii
mtDNA a vékem. Déale prokazala vyznamné vyssi pocet kopii mtDNA u zen. V pfipadé
naseho méfeni nam vysel median u muzi 263 au zen 177, coz je v rozporu s uvedenymi
studiemi, které jednoznacné prokazaly, ze zeny maji zvySené pruméry poctu kopii
mtDNA. Navic statisticka hladina vyznamnosti nami provedenym T testem nedosahla

mezni hodnoty, takze nemizeme vyloucit stanovenou hypotézu Ho: ,,Muzi a Zeny maji

58



stejné hladiny mtDNA®“. Tento nesoulad ve vysledcich mohl byt zptsoben
nerovnomérnym zastoupenim pohlavi ve vySetfovaném souboru. Také to mohlo byt
zpusobeno tim, ze ve skupiné Zen byly zaznamenany velké rozdily mezi jednotlivymi
méfenimi viz Tabulka 13. U muzt byla smérodatna odchylka o fad nizsi, nez u skupiny
zen. Pro¢ meéli muzi vy$§i hladiny nedokazeme zcela vysvétlit. Je mozné, ze
v testovaném souboru muzu mohlo byt vice jedinct se zanétlivym onemocnénim. Tento
fakt podporuje studie Boyapati et al. (2017), ktera se zabyvala mtDNA u zanétlivych

onemocnéni a fika, ze u fady zanétlivych onemocnéni jsou zvySené pocty kopii mtDNA.

Pokud je ndm znamo, zatim nikdo neporovnaval rozdil poctu kopii mtDNA metenych
z periferni krve a bukalnich stérti. Vesmés se vétsina studii zabyva méfenim poctu kopii
z periferni krve. Z naSeho pozorovani je patrné, ze median poctu kopii mtDNA méreny
z periferni krve je vyrazné nizsi nez z bukalnich stéri. Konkrétné u bukalnich stéri byl
median 232 a u vzorku periferni krve 87. Je dulezité zminit, Ze vétSina méfeni, konkrétné

83 %, pochazela z bukalnich stért a vysledek tim mize byt vyznamné ovlivnén.

Stanoveni poctu kopii mtDNA je slozita problematika, kterou se zabyvala fada studii
vCetné Fazzini et al. (2018) a Refinetti et al. (2017). Pro porovnani metody TAKARA a
Top-Bio jsme méfili dva vzorky v tetraplikatech. U kazdé metody bylo odstranéno jedno
meéfeni z divodu chybné reakce. Pokud porovname smeérodatné odchylky, u kompletniho
meéfeni v tetraplikatech vysla niz§i odchylka u metody Top-Bio. Porovnavali jsem ale
odlisné vzorky 155/23 a 175/23, coz urcité ovlivnilo vysledky. Pokud vSak porovname
amplifikacni kiivky u vzorku 175/23 za pouziti metody Top-Bio, vidime, ze u
jednotlivych opakovani se kiivky prolinaji, a reakce tak probihaly stejn€ viz Obrazek 10.
U vzorku 155/23 jiz mizeme spatiit vétsi rozdily v amplifikacnich kiivkach. Situace u
metody TAKARA byla pfesné opacna, kdy proces amplifikace probehl v poradku u
vzorku 155/23 a u vzorku 175/23 nemély kiivky optimalni tvar viz Obrazek 11.
Amplifikace gend zavisi na kvalitd odebraného vzorku. Castym problémem je také
amplifikace jadernych pseoudogent, jak udava studie Malik et al. (2011). Na druhou
stranu ¢lanek Refinetti et al. (2017), ze kterého jsme pievzali primery pro metodu Top-
Bio udava, ze mitochondrialni primer byl zvolen tak, aby se nemohl amplifikovat v

jaderném genomu a naopak.
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Pfi dal§im experimentu, ktery jsme méfili v triplikatech probehly reakce v poradku,
v tomto piipad€ vysla smérodatna odchylka mensi u metody TAKARA. Pfi porovnani
vysledkii s pouzitim reagencii o plném objemu a polovicnim obejmu nedoslo
k vyraznému odliSeni. V experimentu, kdy jsme vyzkouseli dvé rozdilné koncentrace
templatové DNA 50 ng a 100 ng, neposkytly obé metody srovnatelné vysledky. Zajimavé
ovsem je, ze pii porovnani obou metod vySel u metody TAKARA pocet kopii pfiblizné
dvojnéasobny viz Tabulka 23., coz je jev, ktery jsme pozorovali i u jinych méfeni. Rozdily
v méfeni metodou TAKARA a Top-Bio ovliviiuje mnoho faktori, velmi zalezi na
laboratorni pfipraveé vzorkd, zejména na pipetovani spravného objemu reagencii, i kdyz
jsme se této chybé snazili maximaln€ zabranit pfipravou premixt ve vétSim objemu
reagencii. Dale velice zalezi na spravném provedeni odbéru vzorku pro izolaci DNA.
Zejména u bukalnich stérti zalezi na tom, zda byl odbér ucinén fadné a po dostateCné
dlouhou dobu. Z toho vychazi koncentrace izolované DNA. Pokud je velmi nizké nebo
nekvalitni, dochéazi k chybam v méteni. Jak jiz bylo diskutovano vyse, ukazuje se, ze také
zavisi na zdravotnim stavu vySetfovanych osob. Z ekonomického hlediska je TAKARA
nakladnéjsi a nelze s ni vySetfit tolik vzork(l najednou (kapacita pfistroje je 32 pozic), lze
tedy zméfit pouze 8 vzorkd najednou. Metodou Top-Bio mizeme zméfit az 16 vzorku
soucasn¢. Jista vyhoda metody TAKARA spociva v tom, ze se vlastné méti v duplikatech
a konecny vysledek se priméruje, takze pokud by reakce s jednim primerem nevysla,
druhy primer nam poskytuje ¢astecnou kontrolu. Experimentalné jsme vyzkouseli méfeni
s pouzitim metody Top-Bio u pifimé (bezkolonkové) izolace, pfiCemz dva vzorky
neposkytly vysledky méfeni. To mohlo byt zpiisobeno nespravnym odbérem, protoze se
jednalo o vzorky studentd, u kterych nebyl dodrzen fadny cas transportu vzorkd do

laboratore.

Pti opakovani experimentu s pouzitim 50 ng a 100 ng DNA jsme pouzili dva vzorky viz
Tabulka 24. Méfeni jsme provedli metodou Top-Bio. U vzorku FC115/22 si vysledky
neodpovidaly. Vétsi rozdil byl u vzorku 227/22 B. Vsimli jsme si, Ze u vzorkd s vysokym
poctem kopii, jako je vzorek FC 115/22, dochazi k velkym rozdilim mezi jednotlivymi
meéfenimi, protoze relativni pocet kopii mtDNA souvisi se skuteCnym zastoupenim
mitochondrii v organismu. V jistych pfipadech, kdy jsou mitochondrie extrémné
namnozené, dochazi ke zméné poméru mtDNA a nDNA, coz ovliviluje méfeni.

Pro zjisténi optimalni koncentrace DNA jsme si ptipravili fedici fadu u obou metod 25 ng,

50 ng a 100 ng. U metody Top-Bio doslo u koncentrace 100 ng k navySeni hodnot
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mtDNA, viz Tabulka 25. Pfi opakovani experimentu si hodnoty odpovidaly. V ptipadé
metody TAKARA doslo k postupnému nartstu hodnot mtDNA spole¢né s rostouci
koncentraci vstupniho mnozstvi DNA. Dale jsme provedli fedici fadu 5 ng, 12,5 ng,
50ng, a 100 ng u metody Top-Bio, kdy se vysledky vyznamné neliSily. Vyjimkou bylo
vstupni mnozstvi DNA 5 ng, kdy doslo k neocekavanému naristu a pii pouziti 100 ng
DNA naopak doslo k poklesu poc¢tu kopii mtDNA. Z téchto vysledki uvedenych v
Tabulce 26 predpokladame, ze koncentrace 50 ng je vhodnéjsi nez pouziti 100 ng.
Provedli jsme experiment s pouzitim vstupni DNA do reakce o koncentraci 5 ng. Zjistili
jsme, ze vysledky neodpovidaly kontrolnim vzorkiim s pozitim 50 ng na reakci. Z toho
usuzujeme, Ze pii nizkych koncentracich neprobiha reakce spravng. Clanek Malik et al.
(2011) takeé uvadi, ze pii nizké koncentraci a nizkém poctu kopii se piesnost lisi vice nez

pii vyssich koncentracich DNA.

Ze statistickych analyz jsem potvrdili tvrzeni ostatnich autord, ze pocet kopii mtDNA
s vékem klesa. (Ashar et al., 2015). Ding et al. (2015). U porovnani poctu kopii mtDNA
u muzu a zen jsme dospéli k opanym zavéram nez vétSina studii, to ale pfipisujeme
nerovnomeérnému zastoupeni muzu a zen a dal§im diskutovanym faktorim. Z porovnani
metod nelze presné urcit, ktera metoda podava konzistentnéjsi vysledky, ale zda se byt
dilezita kontrola pribéhu reakce sledovanim amplifikacnich kiivek. Z provedenych
experimentl jsem zjistili, ze optimalni koncentrace pro reakci je 50 ng templatové DNA
a nizké koncentrace templatové DNA nejsou vhodné. Také jsme zjistlili, ze u vysokého
poctu kopii dochézi i u opakovanych méfeni k velkym odchylkam. Toto zjisténi je ale

potieba dale ovéfit.
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10. Zavér

Bakalatska prace byla rozdélena do dvou €asti, v teoretické ¢asti bylo cilem prace shrnout
souCasné poznani v oblasti mitochondridlni DNA a jeji asociace s lidskymi
onemocnénimi. Na zakladé vyzkumd je prokazano, ze pocet kopii mitochondrialni DNA
je spojen s celou fadou onemocnéni. Meéfeni obsahu mtDNA z periferni krve je
uziteCnym indikatorem mitochondrialni funkce a v budoucnu muze byt pouzivan pro
sledovani zdravotniho stavu pacienta. Tato metoda miize slouzit jako dopliikové vySetieni
pro diagnostiku riznych onemocnéni, vCetné neuromuskularnich chorob, nadorti a
v neposedni fadé mitochondrialnich onemocnéni. Nicméné, pro zavedeni této metody do
praxe je potieba dalSiho vyzkumu a standardizace metodiky méfeni. Interpretace poctu
kopii mtDNA vSak neni jednoznac¢na a nelze fici, zda je patologické snizeni, nebo zvyseni
poctu kopii mtDNA. Mnoho lidi se snizenym poctem kopii nemé zadné zdravotni potize.
Organismus je vybaven fadou reparacnich mechanismti a pocty kopii mtDNA se béhem
Zivota s jistotou méni. Zalezi na mnoha faktorech jako je stres, pfitomnost onemocnént,

typ stravy a v neposledni fadé fyzicka kondice.

Druha ¢ast prace za zaméfila na praktické provedeni zakladnich genetickych metod, jako
je izolace DNA, méteni koncentrace DNA a pfiprava reak¢énich smési pro real-time PCR.
Soucasti také bylo zavedeni metody do praxe. To bylo splnéno, nebot” se nam osvédcila
metoda Top-Bio, kterou jsme nakonec pouzivali vice. Metoda v sob& skryva nékolik
vyhod. Je jednodussi na provedeni, protoze pouziva pouze dvé kapilary na méfeni
jednoho vzorku namisto ¢tyf. To s sebou také nese mensi riziko lidské chyby. Je
ekonomicky vyhodna a lze z ni vySetfit vétsi pocet vzorka za urcity Cas. U této metody
jsme také pouzivali polovi¢ni reakci, kterou jsme si experimentalné ovéfili. V neposledni

radé bylo cilem préace otestovat stanovené hypotézy, coz bylo splnéno.
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14. Seznam zkratek

AMP — adenosin monofosfat

ATP — adenosintrifosfat

BAK — Bcl-2 homologous antagonist killer

BAX — Bcl-2-associated X protein

BOZP — bezpecnost a ochrana zdravi pii praci

cf — cDNA - cirkulujici mimobunécna jaderna DNA
cf — mtDNA - cirkulujici mimobunééna mtDNA
cGAS — cyclic GMP-AMP synthase

DAMP — damage associated molecular patterns
GMP — guanosin monofosfat

GPT - guanosin trifosfat

HBYV — hepatitis B virus

HCYV — hepatitis C Virus

HIV — human immunodeficiency virus

JIP — jednotka intenzivni péce

KSS — Kearns—Sayre syndrome

LHON - Leber hereditary optic neuropathy

MDS — mitochondrial depletion syndrome
MELAS — mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes
MERF — myoclonic epilepsy with ragged red fibers
mtDNA — mitochondrialni DNA

nDNA — nuklearni DNA
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NET — neutrophil Extracellular Traps

NSG — next generation sequencing

OXPHOS - oxidativni fosforylace

PCR — polymerazova fetézova reakce

PGC-1a — peroxisome proliferator — activated receptor gamma coactivator lalpha
POLc — heterotrimericka DNA polymeraza gama
gPCR — PCR v realném case

ROS — reactive Oxygen Species

STING - stimulator of interferon genes

TFAM — mitochondrialni transkripéni faktor A
TLR — toll like receptor

TLR9Y — toll like receptor 9

VDAC - voltage-dependent anion channels
WES — whole exome sequencing

WGS - whole genome sequencing
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