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Vyvoj metody relativni kvantifikace mRNA genu HMOX]1
v riznych tkanich prasete domaciho s vyuzitim termocykleru
LightCycler® Nano (Roche)

Souhrn

Diplomova prace na téma "Vyvoj metody relativni kvantifikace mRNA genu HMOX]
v ruznych tkanich prasete doméciho s vyuzitim termocykleru LightCycler® Nano (Roche)" se
sklada ze dvou hlavnich ¢asti. Literarni reSerSi a experimentalni ¢asti, kterd byla provedena na
Katedie genetiky a Slechténi ve spolupraci s Katedrou veterinarnich disciplin na Fakulté
agrobiologie, potravinovych a piirodnich zdroji, Ceska zemédélska univerzita v Praze.

Literarni reSerSe se zabyva popisem genu HMOX], jeho strukturou a regulaci a dale je
zde popsan produkt tohoto genu, protein hem oxygenaza, ktera je detailné popséna z hlediska
jeji struktury a funkce. Z literarni reSerSe vyplyva, Zze gen HMOXI a hem oxygenaza hraji
mnoho dtilezitych roli v t€le. Mezi hlavni patii degradace hemu, jehoZ produkty (oxid uhelnaty,
zelezo, biliverdin) maji své dalsi funkce.

Je zde vytvoten souhrn metod, které zkoumaji expresi gentli a hodnoti ji. Existuje mnoho
takovych metod, ale v této diplomové praci jsou popsany jen ty, které jsou nejzndme;jsi anebo
pouzivané v experimentalni ¢asti této prace.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na optimalizaci vybrané metody pfi pouziti piistroje
LightCycler® Nano od firmy Roche. Zagina izolaci totalni RNA, pfepisem RNA pomoci
reverzni transkriptdzy na cDNA a bioinformatickou analyzou primeri, které byly néasledné
pouzity pifi samotné qRT-PCR. Pro analyzu a ziskdni hodnot Ratio ACq byl pouzit
housekeepingovy gen pro ribozomadlni protein L4.

Z vysledki vyplyva, ze gen HMOXI se exprimoval v riznych mirach ve vSech
ziskanych tkanich a nejvyssi expresi vykazovala slezina. Zde probihd rozklad hemu, ke kterému
je nutny enzym hem oxygenaza, produkt genu HMOX1. Byla detekovana mRNA genu HMOX]1
ve dvou vzorcich oocytt, které obsahovaly rizny pocet bun¢k. Bylo zjisténo, ze mezi plemenem
Duroc a Bilé uSlechtilé existuje rozdil v pozici nasedani navrZzeného reversového primeru
HMOXI D, kde byl objeven SNP. Také bylo potvrzeno, Ze transkript genu HMOX1-202 ziskany
z databdze Ensembl je spravny ve srovndni s transkriptem HMOXI-201, kterému chybi
prodlouzend 5’UTR oblast. Pfitomnost této oblasti v transriptu genu byl potvrzen pouzitim
primerti vloZenych do této oblasti a jejich specifickou amplifikaci.

Navrzena metoda a pouZité postupy byly vhodné a dostate¢né citlivé k detekci nizkych
koncentraci cDNA ve vzorcich, a tak mize byt vytvofeny protokol pouZit pro dalsi geneticky
vyzkum.

Reseni diplomové prace bylo podpofeno projekty GA FAPPZ Studium geneticky
podminénych vlastnosti s vyuzitim molekularné — genetickych, bioinformatickych a
statistickych metod (SV20-9-21360) a Molekularni analyza nukleovych kyselin rostlin a
zivocichli a moznosti jejiho hodnoceni s vyuZzitim metod bioinformatiky a biostatistiky (SV19-
07-21360).

Klicova slova: Sus scrofa, gen HMOX1I, hem oxygenaza, exprese genu, PCR, qRT-PCR



Development of a method for relative quantification of HMOX1
gene mRNA in various tissues of domestic pig using LightCycler®
Nano (Roche) thermocycler

Summary

The diploma thesis named "Development of a method for relative quantification of
HMOXI gene mRNA in various tissues of domestic pig using the LightCycler® Nano (Roche)
thermocycler" consists of two main parts. Literary research and experimental part, which was
performed at the Department of Genetics and Breeding in cooperation with the Department of
Veterinary Disciplines on Faculty of Agrobiology, Food and Natural Resources, Czech
University of Life Sciences in Prague.

The literature research deals with the description of the HMOXI gene, its structure and
regulation, and also describes in detail the product of this gene, protein heme oxygenase, which
is described in detail in terms of its structure and function. The literature research shows, that
the HMOXI gene and heme oxygenase play many important roles in the body. The main ones
include the degradation of heme, whose products (carbon monoxide, iron, biliverdin) have their
other functions. There is a summary of methods, that examine gene expression and evaluate it.
There are many such methods, but only those, that are best known or used in the experimental
part of this thesis are described in this diploma thesis.

The experimental part is focused on the optimization of the selected method using the
LightCycler® Nano device from Roche. It begins with the isolation of total RNA, the
transcription of RNA by reverse transcriptase into cDNA, and the bioinformatics analysis of
primers, which were subsequently used in qRT-PCR alone. The housekeeping gene for the L4
ribosomal protein was used to analyze and obtain Ratio ACq values.

The results show that the HMOX1 gene was expressed to varying degrees in all tissues
obtained, and the spleen showed the highest expression, where the heme, which requires the
enzyme heme oxygenase, the product of the HMOXI gene, is degraded. mRNA of HMOX1
gene was detected in two oocyte samples containing different numbers of cells. It was found
that between the Duroc and White Noble breeds there is a difference in the annealing position
of the proposed reverse primer HMOXI D, where the SNP was discovered. It was also
confirmed that the HMOX1-202 gene transcript obtained from the Ensembl database is correct
compared to the HMOX1-201 transcript, which lacks the extended 5 "UTR region. The presence
of this region in the gene transcript was confirmed using primers inserted into this region and
their specific amplification.

The proposed method and procedures used were suitable and sufficiently sensitive to
detect low concentrations of cDNA in samples, so that the established protocol can be used for
further genetic research.

The solution of the diploma thesis was supported by projects GA FAPPZ Study of
genetics conditions using molecular genetic, bioinformatics and statistical methods (SV20-9-
21360) and Molecular analysis of nucleic acids of plants and animals and the possibility of its
evaluation using methods of bioinformatics and biostatistics (SV19-07-21360).

Keywords: Sus scrofa, HMOXI gene, heme oxygenase, gene expression, PCR, qRT-PCR
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1 Uvod

Prase domaci (Sus scrofa domestica) je jednim z prvnich domécich zvitat vyuzivanych
lidmi. Domestikace prasete zacala pred 9 000 lety a ¢loveék vyuzival a postupné Slechtil prase
pro ziskani obzivy. Tento druh se vyskytuje po celém svéte jak v divoké, tak v domestikované
form¢ a za mnoho let jsme byli schopni vyslechtit n€kolik plemen vyuzivanych jak pro lidskou
obzivu, tak jako domaciho mazlicka v miniaturni form¢. Zasadni je vSak vyznam prasete jako
genetického modelu pro Cloveéka. Prase je fyziologicky velmi podobné ¢loveku, a tak se da
experimentalné vyuZzit pro pochopeni riznych genetickych ¢i fyziologickych onemocnéni
¢lovéka.

Gen HMOXI je nezbytny pro tvorbu enzymu hem oxygenazy, kterda ma mnoho zivotné
dilezitych funkci v organizmu. Gen je exprimovan v riznych tkanich a jeho exprese je slozité
regulovana pies signalni kaskady aktivované riznymi stimuly, jako je napiiklad molekula hemu
nebo oxidacni stres. Gen HMOX1 je u prasete prezentovan dvéma transkripty, které tvoii stejny
produkt, ale lisi se délkou 5’UTR oblasti.

Hem oxygenaza hraje klicovou roli v metabolismu hemu, ale ma spoustu vedlejsich fukci,
které vyplyvaji z funkce produkt degradace hemu, jako je oxid uhelnaty, Zelezo a biliverdin.
Naptiklad Zelezo je vyuzivano pro tvorbu ATP, pfenos kysliku a detoxikaci a oxid uhelnaty
funguje jako signalni molekula pro mnoho bunéénych procesti. Hem oxygenaza poskytuje
mimo jiné i ochranu bunéénych systémii diky biliverdinu, produktu degradace hemu
s antioxida¢nimi vlastnostmi.

Hem oxygendza se vyskytuje ve tfech izoformach HO-1, HO-2 a HO-3. Tato diplomova
prace se zabyva expresi genu HMOXI, jehoZz exprese tvoii zatim nejvice prostudovanou
izoformu, hem oxygenazu 1 (HO-1).

Metoda pouzivand k hodnoceni exprese genu zaciné izolaci totdlni mRNA a nasleduje
pfevedeni na cDNA pomoci reverzni transkriptdzy. Pomoci samotné amplifikaéni PCR metody
by bylo mozné kvalitativné vyhodnotit mnozstvi fragmentii. Metody se vSak stale vyviji a
postupem casu bylo potfeba i kvantifikovat toto mnozstvi. Byla vyvinuta metoda nazyvana
qRT-PCR, kterad se stala cennym néstrojem pro méfeni genové exprese. Tato metoda je zalozena
na klasické PCR, ale vyuZziva specialni nastroj (napf. termocykler LightNano® Roche), ktery
kontinualn¢ zaznamenava mnozstvi DNA v prubéhu kazdého cyklu.

V této diplomové praci se snazime optimalizovat metodu, kterd by byla vhodnad a
dostatecné citliva pro kvantitativni vyhodnocovani exprese genu HMOXI a tim poskytnout
nové postupy pro nasledujici studie.



2 Védecka hypotézy a cile prace

2.1 Védecké hypotézy

Na zacatku tvorby diplomové prace byly stanovené tyto védecké hypotézy:

Gen HMOXI] je typicky bazalni expresi. Mnozstvi transkribované mRNA tohoto genu
bude dostate¢né pro detekci metodou qRT-PCR s vyuzitim SYBR Green barviva
(Roche).

Lze ptedpokladat riiznou expresi v riznych organech prasete (slezina, plice, jatra,
déloha, srdce a vajecnik). K nejvyssi relativni expresi by mélo dochazet ve slezing,
kde probiha rozklad metaloporfyring.

Oocyty jsou obecné povazovany za transkripéné neaktivni. Pokud bude navrzena
metoda dostatecné ciliva, bude schopna detekovat v oocytech mRNA genu HMOX1,
ktera byla transkribovana v procesu jejich vzniku.

2.2 Cile diplomové prace

Cile diplomové prace vychazeji z uvedenych hypotéz a jsou nasledujici:

Cilem préace je ovéfit platnost vyse uvedenych hypotéz.

Na zakladé studia védecké literatury bude zpracovéana ucelena literarni reSerse.

Bude provedena bioinformaticka analyza prasec¢iho genu HMOX] s cilem
identifikovat exonové oblasti a varianty sesttihu.

Budou navrzeny primerové pary umisténé v jednotlivych exonech genu HMOX1
vhodné pro nasledné stanoveni relativni exprese metodou qRT-PCR s vyuzitim SYBR
Green barviva (Roche).

Bude vybran vhodny "house keeping" gen.

Bude provedeno statistické vyhodnoceni vysledk.



3 Literarni reSerse

3.1 Prase domaci

Prase domaéci (Sus scrofa domestica) je jednim z nejvyznamnéjsich druht hospodarskych
zvitat a stalo se hlavnim lidskym zdrojem vyzivy. Jeho divoky ptedek, prase divoké (Sus
scrofa), sdili mnoho znakl s prasetem domdacim, ale li$i se napfiklad délkou koncetin nebo
velikosti lebky (Albarella et al. 2006).

Prasata jsou nepiezvykavi sudokopytnici patiici do tadu Artiodactyla, coz je tad
fylogeneticky blizko k primatim. VSechna prasata jsou c¢leny celedi Suidae a nachdzeji se
celosvétove v Siroké skale prostiedi. V evolu€nich studiich je prase zajimavé nejen proto, Ze
existuji plemena prasat svelkymi fenotypovymi rozdily v morfologii, fyziologii a
behaviordlnich rysech, ale také proto, Ze na svét€é jsou stile pritomni divoci predci
domestikovanych prasat (Giuffra et al. 2000).

Prasata se mohou li$it od miniaturnich plemen po velkéd plemena. V odvétvi vepfového
masa dominuje pouze Set plemen: Velké bilé (Yorkshire), Landrace, Duroc, Hampshire,
Berkshire a Pietrain. AvSak pro experimentalni ucely se vyuzivaji hlavné miniaturni prasata,
ktera Ize udrzovat v izolatorech (Butler & Sinkora 2007).

K rozliSovani druhti Sus se pouzivd mnoho metod, které se zamétuji na morfologii
(hlavné zubt a lebky), na chovani a reprodukéni izolaci. Sus scrofa je zarazeno do velkého
poc¢tu poddruhtl, ale piesny pocet neni znamy. Je zatim mozné rozliSit vice nez 16 rliznych
poddruht, z nichz kazdy zaujima odlisné zemé&pisné oblasti (Rischkowsky 2007).

Jako zivocisny druh, se svymi divokymi ptedky pfitomnymi ve svété, poskytuje prase
jedinecnou prilezitost ke sledovani vyvojové historie savcll a k definovani selekce, kterad
vyplyvé z domestikace a ptirozené selekce (Archibald et al. 2010).

Prase je také vhodnym biomedicinskym modelem pro clovéka, predevsim diky
podobnosti v morfologii a fyziologii (Archibald et al. 2010).

3.1.1 Domestikace

Domestikace je proces genetické adaptace divokého biologického organismu tak, aby
1épe vyhovoval potfebam cloveéka. Tento proces probiha v diisledku zivotnich a Slechtitelskych
podminek a pod peclivou kontrolou ¢lovéka po vice generaci (Darwin 1868).

Domestikace prasat byla nedilnou soucasti vzestupu zeméedélstvi a ptijeti zemédélskych
praktik po celém svété. Prase domaci bylo domestikovano z divokého prasete Sus scrofa
ptiblizné pied 9 000 lety ve vice regionech svéta (Giuffra et al. 2000).

Podle zooarcheologického zaznamu prase doméci pochéazelo z blizkého vychodu a §itilo
se na zapad do Evropy a na vychod Ciny (Epstein et al. 1986). Avsak piedbézny vyzkum,
vyuzivajici mitochondridlni DNA (mtDNA) sekvence ze vzork eurasijskych divokych prasat
a ruznych plemen domécich prasat, poskytl dikazy na podporu hypotézy, Ze dochdzelo
k vicenasobné a nezavislé domestikaci (Kijas & Andersson 2001). Dalsi data (Larson et al.
2005) z analyzy divokych a domacich prasat z Eurasie podporuji hypotézu, ze k domestikaci
prasat doslo nezavisle na riznych lokalitdich v celé¢ Eurasii (Cina, Thajsko, Indie, Island,
Evropa). Dalsi vysledky také naznacuji, ze Sus scrofa jako druh pochéazel z ostrovi



v jihovychodni Asii (Filipiny, Indonésie), odkud se rozsitil po celé Eurasii a dovozem farmati
se dostal do Evropy (Chen et al. 2007).

Domestikace poskytla rychlé fenotypové zmény pomoci umélé selekce. Zptsobila
nékolik vyznamnych zmén ve fyzickych typech prasat. Napiiklad zmenSeni velikosti kostry.
Zmény vSak mohou vyplynout i z environmentalni rozmanitosti, jako jsou zdroje krmiv (Chen
et al. 2007).

V soucasné dobé€ je na celém svété piiblizn€é 731 plemen (plemenna a inbredni), z nichz
dvé tietiny se vyskytuji v Ciné a Evropé. Vice nez 270 je povaZzovéano za ohrozené nebo kriticky
ohrozené (Chen et al. 2007).

3.1.2 Genom Sus scrofa domestica

Sekvenovani genomu prasete doméciho bylo zahajeno zfizenim konsorcia pro
sekvenovani genomu prasat (SGSC) v zafi roku 2003 (Schook et al. 2005). Strategie SGSC
byla zalozena na hierarchickém Sangerové sekvenovani a pouzitim umélych bakteridlnich
chromozomalnich kloni (BAC — bacterial artificial chromosome). Nasledné¢ byla data
sekvenovani doplnéna novymi sekvenacnimi daty pomoci metody Illumina (Archibald et al.
2010).

Vysledkem téchto snah bylo shromédzdéni a zvetejnéni ndvrhu referenéni genomové
sekvence Sus scrofa v roce 2012. Kromé této referencni genomové sekvence, kterd byla
odvozena od samice prasete plemene Duroc, SGSC popsala genomovou sekvenci dalSich 48
prasat riznych plemen a divokych prasat (Groenen et al. 2012). Od té doby byly resekvenovany
genomy stovek jednotlivych prasat za tcelem zkoumani variace, evoluce a selekce genomu u
tohoto druhu a v soucasné dobé¢ je vetejné k dispozici ptiblizné 350 uplnych genomt (Groenen
etal. 2012).

Genom prasete ma chromozomové Ccislo 2n=38 (36 autozomii a 2 pohlavni
chromozomy) a velikost genomu je podobna ¢loveku, ptiblizng 2,7 Gb. Prvni par chromozomii
je nejdelsim parem a tfinacty par je druhym nejvétsim, zatimco Y chromozom je nejmensi v
karyotypu prasete. Primérna relativni délka, pomér ramen, centromerické indexy a
morfologické indexy chromozomi kolisaji od 1,99 + 0,01 do 11,23 £+ 0,09, 1,04 £+ 0,05 az 2,95
+ 0,02, 0,51 = 0,14 az 0,75 £ 0,09 a 2,08 £ 0,07 az 8,08. Pohlavi nema vyznamny ucinek na
studovand morfometricka méteni (Vishnu et al. 2015). Karyotyp prasete domaciho je zobrazen
na Obr. 1.

Prvnich pét parG autozomi jsou submetacentrické, dalsi dva pary subcentrometrické (6
a 7), nasledujicich pét je metacentrickych (8 az 12) a zbyvajicich Sest part je telocentrickych
(13 az 18), zatimco oba pohlavni chromosomy jsou metacentrické (Vishnu et al. 2015).

Kromé poskytnuti diilezitych evolucnich informaci ptispéla dostupnost celé genomové
sekvence prasete k odhaleni molekularnich mechanismii kontrolujicich fenotypy (Archibald et
al. 2010). Analyza prasecich sekvenci naznacila témét totozny obsah gent jako u ¢lovéka,
ackoli byly identifikovany nékteré¢ rozdily v pofadi gent. Pokud jde o srovnani lidskych,



mysSich a praseCich genom, bylo mezi lidskym a prase¢im genomem zjisténo vice podobnosti
nez mezi lidskym a mys$im (Hart et al. 2007).

Dokonceni sekvenaci genomt riznych organismil poskytuje vychozi bod pro pochopeni
slozitosti genetiky a genetickych variaci pfispivajicich k riznym znakiim a onemocnénim
(Chen et al. 2007).
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Obrazek 1 Karyotyp Sus scrofa domestica (Vishnu et al. 2015)

3.1.3 Geneticky model

Domaci prasata Gizce souviseji s lidmi z hlediska anatomie, genetiky a fyziologie a
ptedstavuji vynikajici zvifeci model. Experimenty na prasatech mnohem lépe predikuji [é¢ebné
postupy u lidi nez experimenty na hlodavcich. Vybér spravného plemene a véku prasete
umoziuje provadeét riizné chirurgické i nechirurgické postupy typické pro huméanni medicinu,
které nejsme schopni provést u mnoha jinych zvitfecich modeld (Ibrahim et al. 2006).

Z hlediska genetiky je velikost a slozeni praseciho genomu srovnatelna s velikosti a
slozenim u ¢lovéka (Hart et al. 2007). Prasata jsou také fyziologicky podobné lidem. Oba druhy
jsou vSezravé a jejich organy obecné sdileji spoleéné funkéni rysy (Swindle et al. 2011).
Uspésné se tak pouzivaji modely transplantace organii prasat na primaty (Ibrahim et al. 2006).

Béhem posledniho desetileti nartstal zajem o detekci genti a genomickych oblasti u lidi
a dalSich organisml. Domaci Zivocisné druhy prosly silnymi selektivnimi tlaky, které byly
namifené proti genim nebo genomickym regionim, kontrolujicim znaky biologického,
zemé&délského nebo 1ékarského vyznamu. Prasata nabizeji jedine¢nou pftilezitost k identifikaci
gentl nebo genomickych oblasti, kddujicich kvantitativni lokusové znaky (QTL), protoze prosly
nedavnymi a silnymi selekcemi, zaméfenymi na riizné fenotypy. Prase je tedy i cennym
biomedicinskym modelem pro lidské zdravi (Archibald et al. 2010).

Pouzivaji se napiiklad inbredni miniaturni prasata, z nichz kazdé je homozygot pro
odliSnou alelu hlavniho lokusu histokompatibility (MHC). Jsou vyvinuty selektivnim
Slechténim na zéklad¢ tkanové typizace potomkd. Tato inbredni histokompatibilni prasata
mohou byt velice uzite¢na v experimentech (Schwartz et al. 2018).



3.2 Gen HMOXI
3.2.1 Struktura

Struktura a umisténi genu HMOX]1 zéavisi na konkrétnim druhu.

Praseci gen HMOX1 je lokalizovan na chromozomu 5 (Warr et al. 2020) a sklada se ze
7 exonu a 6 intrond. Transkript genu HMOXI-201 je velky 1527 bp a kéduje enzym hem
oxygenazu 1 (HO-1) sloZzenou z 287 aminokyselin. Existuje také druhy transkript genu
HMOXI-202, dlouhy 4041 bp, ktery kéduje stejny enzym, ale jeho 5’UTR oblast (3177 bp) je
delsi na rozdil od prvniho transkriptu, kde je 5’UTR oblast dlouha 88 bp (databaze Ensembl).

Rozlozeni exontl a intronll u prasete domaciho plemene Duroc je zobrazeno na Obr. 2.

9.02 kb Forward strand g

HMOX1-201 >
protein coding

11.52 kb Forward strand g

Obrazek 2 Zobrazeni exonii a intronit ve dvou transkriptech genu HMOXI u prasete (Ensembl)
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Lidsky gen HMOXI obsahuje 5 exonll a 4 introny a jejich rozloZeni je zobrazeno na
Obr. 3. Tento gen je lokalizovan v oblasti 14 kb na chromosomu 22 a tvofi protein HO sloZeny
z 288 aminokyselin. Lidsky HMOXI gen nema typicky TATA nebo CAAT box na 5” konci.
Tato TATA sekvence je zde zndma jako ATAAATG a je 21 bp upstream od mista iniciace
transkripce (Loboda et al. 2008).

13.11 kb Forward strand pm
pr tein codin
Obrazek 3 Zobrazeni exonii a intronit v transkriptu genu HMOXI u cloveka

Geny HMOX1I obsahuji potencidlni element tepelného stresu HSE (heat shock element)
v proximalni ¢asti promotoru (Yoshida et al. 1988). Vedle HSE, HMOXI promotor obsahuje
nékolik DNA responzivnich elementti, které jsou specificky identifikované transkripénimi
faktory, které jsou aktivovany jako odpoveéd na oxidativni stres. Patii sem napf. transkripcni
faktory Bachl, Nrf2, aktivacni protein 1 (AP-1) a nuklearni faktor NFkB. Distalni regiony
HMOXI promotoru jsou nezbytné pro indukci HMOXI hlavné hemem, tézkymi kovy,
peroxidem vodiku a arsenitanem sodnym (Alam et al. 1995).

Analyza HMOX]I genu u riiznych druhti zahrnujicich prase, mys, potkana, slepici a
¢lovéka ukazuje variaci mezi jejich promotory (Loboda et al. 2008).

3.2.2 Regulace exprese genu HMOX1

HO-1, enzym omezujici rychlost v hem katabolismu, hraje rozhodujici roli v nejméné
dvou dulezitych fyziologickych procesech: recyklace molekul zeleza, ptedevsim ze starnoucich
erytrocytl a pro erytropoézu a udrzovani bunééné homeostazy ve stresovych podminkach. Silné
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vyznamn¢ importovany v celé fad¢ lidskych patologickych stavii, vEetné zanétlivych chorob,
jako je sepse a astma, kardiovaskuldrnich chorob, jako je infarkt myokardu, ateroskleréza a
hypertenze, ischemicko reperfuzni poskozeni a odmitnuti transplantatu. Funkéni vyznam HO-
1 zavisi nejen na jeho vlastni enzymatické aktivité, ale také na schopnosti bunék stimulovat
HO-1 aktivitu prostfednictvim transkripéni regulace genu HMOX]I. Je nezbytné podrobné a
diikladné pochopeni mechanismii regulace genu HMOXI (Alam & Cook 2005).

Neni jasné, kolik transkripcnich faktord je potfeba k aktivaci genu HMOXI. Expresi
HMOXI totiz stimuluje mnoho patologickych stavii a stresovych efektort, véetné hemu, UV
zafeni, hypertemie, tézkych kovi, peroxidu vodiku, endotoxinii a zanétlivych cytokint. Pro
funk¢nost a Zivotaschopnost buriky je dilezité, aby byly schopné komunikovat a reagovat na
zmény Vv jejich prostredi. Proto existuje znacny pocet signdlnich drah a transkripénich faktort
pro vhodnou reakci na konkrétni okolnosti. Je znamo nékolik transkripénich faktort, které jsou
nejlépe prostudovany a jsou regulatory bunécné stresové reakce u obratlovei. Mezi tyto faktory
patii napfiklad NFkB a AP-1. Urc¢ity stimul miize aktivovat ¢leny vice nez jedné skupiny
faktori a existuje urcité funkcni prekryvani mezi jednotlivymi skupinami. Kazdy faktor
reguluje rizné aspekty bunécné stresové reakce, a proto je aktivovan za rtiznych okolnosti
(Alam & Cook 2005).

Naptiklad NFkB je dalezitym regulatorem cytokinti a dal$ich mediatorti imunitnich a
zangtlivych odpovédi, které poskytuji ochranu pted bakteridlnimi a virovymi infekcemi. Nrf2
je aktivovan riznymi xenobiotiky a oxidanty a reguluje geny kodujici proteiny s antioxida¢nimi
a xenobiotickymi detoxifikacnimi aktivitami. Faktory AP-1 reguluji bunéény osud regulovanim
produkce proteintl, které zprosttedkovavaji bunécny rist nebo bunéénou smrt (Alam & Cook
2005).

Exprese HMOX]I je primarné regulovdna na urovni transkripce a bylo prokdzano, ze
mnoho regula¢nich prvkl (RE) promotoru HMOX1I zprosttedkovava bazalni a indukovatelnou
expresi u ruznych druhti. Dv€ up stream oblasti, které se nazyvaji El a E2, hraji hlavni funk¢ni
role pro redoxné¢ zavislou indukci HMOXI. Obé¢ oblasti, zesilovace El a E2, obsahuji nékolik
prvka antioxida¢ni odezvy (ARE), které byly také identifikovany v promotorech jinych
antioxidacnich a detoxikacnich genti (Kagiya et al. 2009).

Dulezitym rozdilem mezi geny HMOXI riznych druhd je s velkym biologickym
vyznamem GT mikrosatelitni polymorfismus, ktery je lokalizovan v proximalni oblasti
promotoru genu HMOX]. Niz§i pocty opakovani GT v této polymorfni sekvenci byly spojeny
s vyssi indukovatelnosti exprese HMOX1 genu v reakci na stresové podnéty a zda se, Ze jedinci
s touto alelou jsou chranéni pied kardiovaskularnimi poruchami (Paine et al. 2010).

Protoze indukce HMOXI je zndmou strategii pouzivanou bunikami k neutralizaci
riznych stresovych stavt (Ryter et al. 2006), mize byt cilend indukce tohoto genu prospésna
terapeutickd strategie proti riznym onemocnénim. Zejména identifikace necytotoxickych
induktordt HMOX1 muze ptedstavovat novy pristup k boji proti riznym oxidacnim a zanétlivym
reakcim (Son et al. 2013).

V nésledujicim textu jsou popsany hlavni modulatory a transkripcni faktory, které
reguluji indukci exprese genu HMOX]I a ovliviuji tak funkci HO-1.



3.2.2.1 Faktory tepelného Soku

Charakterizace molekuldrnich mechanismti regulace HMOXI1 byla zahdjena izolaci a
charakterizaci potkaniho genu v roce 1987 (Shibahara et al. 1987). Analyza primarni struktury
promotoru odhalila motiv velmi podobny heat shock elementu (HSE), ktery je nezbytny pro
regulaci sady gend v reakci na hypertemii. Reakce na tepelny Sok (HSR) je univerzalni a
evoluéné konzervovany biologicky mechanismus, pouzivany organizmy za nepiiznivych
okolnosti k zachovani bunéénych funkci. Kromé zvysSené teploty mize byt HSR spusténa
jinymi stresory (Pirkkala et al. 2001).

Charakteristickym znakem HSR je rychla akumulace heat shock proteint (HSP), které
usnadiiuji syntézu a sestavovani vznikajicich proteind, udrzuji je v jejich nativni slozené formé,
pomahaji pfi intracelularnim transportu proteint a podporuji proteolytickou degradaci nebo
opravu chybné slozenych nebo stresem poskozenych protein. Exprese HSP je regulovéana
primarné na urovni genové¢ transkripce, coz je proces fizeny rodinou HSF sekvencné
specifickych proteinti. U obratlovcil byly identifikovany ¢tyti HSF, pticemz HSF3 je jedinecny
pro ptaci linii. Hypertermii jsou aktivovany pouze HSF1 a HSF3 a jsou povazovany za primarni
regulatory HSR (Pirkkala et al. 2001).

Prace Shibahary et al. (1987) vedla k neocekédvanému zjisténi, ze mysi a lidské HO-1
zjevné nejsou HSP. Tento zavér byl zaloZen na pozorovani, Zze hladiny HO-1 nebo mRNA
nebyly ovlivnény zvySenymi teplotami v nékolika kultivovanych bunéénych liniich. Jedinou
ptesvédcivou vyjimkou je indukce HO-1, pozorovana v jaternich buitkdch Hep3B. Podobné je
gen HMOX]I u mysi odolny viici indukei tepelnym Sokem, s jedinou vyjimkou bunécné linie
odvozené z jater (Elia et al. 1999).

Vysvétleni tohoto jevu lze nalézt pfi porovnadni sekvenci riznych HMOXI promotort.
Potkani HMOXI promotor obsahuje dva HSE, z nichZ oba jsou vyzadovany pro optimalni
aktivaci hypertermii. Mys$i HSE1 se odchyluje od potkaniho ortologu ve dvou polohéch, z nichz
jedna je substituce (G za A) v konzervovaném tripletu GAA. Neni divu, ze na rozdil od
analogické sekvence potkanti , neni syntetickd kopie lokusu mysiho HMOXI HSE1/ HSE2
aktivovana hypertermii (Alam & Cook 2006).

Lidsky HSE2 se odchyluje od konsensu 5' nGAAn 3' na tfech riznych pozicich a nemusi
to tedy byt skutecny HSE, ani se nemusi vazat na HSF1. V duasledku toho, pokud aktivace
tepelnym Sokem vyZzaduje kooperaci mezi proteiny HSF1 navazanymi na HSE1 a HSE2, je
pravdépodobné, ze lidsky HMOX1 také nebude reagovat nebo bude jen velmi slabé reagovat na
hypertermii (Alam & Cook 2006).

Za indukci HMOXI v jaternich bunikach je zodpoveédny distalni HSE lokalizovany
v oblasti E1. Umisténi funkéni HSE v této vzdalenosti je neobvyklé, protoze HSE klasickych
genll HSP jsou obvykle umistény bezprostiedné pied za¢atkem transkripce. Odezva distalniho
HSE na tepelny Sok mtze vyzadovat koordinaci HSF1 s dalSich faktorti, coz poskytuje jedno
mozné vysvétleni hypertermické indukce HMOX1 pouze v omezeném poctu mysich a lidskych
bunék (Elia et al. 1999).

Zatimco je role distdlniho HSE v hypertermické aktivaci genu omezena, mize byt
vyuzivana béhem jinych bunécnych odpovédi. Je naptiklad zndmo, ze HSF1 je aktivovan
jinymi proteotoxickymi ¢inidly, v¢etné arsenitu, kadmia, inhibitorii proteazomu a analogl
aminokyselin, z nichz vétSina také indukuje expresi HMOXI. Kromé toho role distadlniho HSE



a jeho pribuznych vazebnych proteinli nemusi byt za stresovych podminek omezena na regulaci
gent (Alam & Cook 2006).

U faktoru HSF1 byla odhalena role pti regulaci nestresovych gend, pii postupu
bunécnych cykli, v embryonalnim vyvoji, bunééné diferenciaci a spermatogenezi (Morange
2006). HSF1 je nezbytny zejména pro konstitutivni expresi HSP70 a udrZzovani redoxni
homeostazy za bazalnich podminek (Yan et al. 2002). Mysi s deficitem HSF1 vykazuji defekty
chorioallantoisu, vedouci ke zvySené prenatalni letalité. A krom¢& ztraty HSR a neschopnosti
ziskat termotoleranci vykazuji mysi, které pifezivaji do dospélosti dals§i patologie, vcetné
snizené plodnosti, zpomaleni ristu a zvySené citlivosti na endotoxiny. Mnoho z téchto
abnormalit 1ze pozorovat u mysi s deficitem HO-1 (Alam & Cook 2006).

3.2.2.2 Bachl

Bach1 (transkripéni faktor BTB a CNC homologie 1) je transkripéni faktor a ¢len rodiny
Cap 'N' Collar (CNC-bZip) faktorti. N-termindlni oblast proteinu Bachl obsahuje doménu
(BTB), kterd interaguje s jinymi proteiny a C-terminalni bZIP oblast se vdze na DNA a
zprostfedkovava heterodimerizaci Bachl s Maf proteiny. Na rozdil od ostatnich ¢lent této
rodiny je Bachl pomérné specificky (Davudian et al. 2016). Bylo prokazano, Ze je Bachl
klicovym regulatorem indukovatelné exprese genu HMOXI (Gozzelino et al. 2010).

Transkripéni faktor Bachl je Siroce exprimovan ve vétSiné sav€ich tkani a funguje
primarné jako transkripéni represor po heterodimerizaci s malymi proteiny Maf a vazbou k
rozpoznavacim elementim (MARE) v promotorech cilenych gent. Jakmile je vytvofen
heterodimer Bach1-Maf, inhibuje transkripci mnoha gent (napt. HMOX1, NQOI) (viz Obr. 4)
(Sun et al. 2002). Ma klicovou regula¢ni ulohu pii produkci reaktivnich druhti kysliku,
bunééném cyklu, homeostaze hemu, hematopoéze a imunité (Zhang et al. 2018).

Obrazek 4 Bachl jako transkripcni represor (Sun et al. 2002)

Bachl méa v zakladé¢ dvoji funkci. Hlavni je funkce transkripéniho represoru a druha je
senzor pro mnozstvi bunééného hemu. V nestresovych podminkach formuje Bachl heterodimer
s Maf proteiny. Heterodimer Bach1-Maf se vaze na responzivni elementy, které¢ jsou pfitomny
v HMOXI promotoru a tim je zamezeno jeho transkripci (Zhang et al. 2018).

Bachl obsahuje oblasti vazajici hem, skrz které zvySeny obsah hemu v reakci na
oxidativni stres miize inhibovat Bachl vaznou aktivitu na DNA a tim je podpofena transkripce
genu HMOX]I. Bach obsahuje $est CP motivil (cystein-prolin). Ctyfi jsou umistény v regionu
vazajicim hem, blizko C-termindlni oblasti. Hem inaktivuje Bachl interakci se dvéma CP
motivy. Navazanim hemu na Bachl C-terminalni doménu zpisobi disociaci Bachl z Maf
proteinu. Bachl je pfenesen do cytoplazmy pomoci lokaliza¢niho signélu leziciho na Bachl C-
terminalni doméné. Po exportu do cytoplazmy je Bachl spojen s IHABP a tvofi vlaknité
struktury na mikrotubulech. IHABP urcuje subceluldrni lokalizaci Bachl. Dochézi k jeho



polyubiquitinaci pomoci HOIL-1 a nésledné degradaci cestou 26S proteasomu (Ogawa et al.
2001).

Pokud tedy dojde ke snizeni nitrobunécného hemu, Bachl muize tvofit heterodimer
s Maf a vézat se na elementy HMOXI. Tim je potlaena jeho transkripce. Naopak zvySeny
intracelularni hem nebo sulfohydrylova oxidace inaktivuji Bachl, coz umoziuje transkripcni
indukci HMOX1 pomoci Nrf2 transkripcniho faktoru (viz Obr. 5) (Zenke-Kawasaki et al. 2007).

Bachl nereguluje pouze expresi genu HMOXI] hemem, ale také jinymi prooxida¢nimi
slouceninami, jako je kadmium, diamid a arsenit sodny (Paine et al. 2010).

Navic jiné metaloporfiny, jako kobalt protoporfyrin, mohou zpisobit polyubiquitinaci a
nasledné degradaci transkripéniho faktoru Bachl. Ve stejnou dobu tato sloucenina muize
stabilizovat vazbu transkripéniho faktoru Nrf2 na Maf protein, za ucelem zvySeni genové
exprese (Nquyen et al. 2004).

O souhfe mezi Bachl a Nrf2 a regulaci exprese genu HMOX] se stale debatuje. Bylo
prokézano, ze arzenitan sodny zpusobuje indukci HMOXI specifickou pro Bachl, ale
nezédvislou na Nrf2, zatimco regulace zavislad na arsenitanu sodném prostfednictvim tohoto
mechanismu nebyla pozorovéna u jinych gent, jako je napiiklad thioredoxin reduktaza-1
(Reichard et al. 2008). Podobn¢ bylo prokdzano, ze knockdown Bachl v lidskych
keratinocytech specificky zvySuje regulovanou genovou expresi HMOX]I, ale nikoli expresi
jinych gent zavislych na Nrf2 (MacLeod et al. 2009). Transkripéni faktor Nrf2 je popsan
v nasledujici ¢asti textu.

Obrazek 5 Funkce Bachl zavisla na transkripcnim faktoru Nrf2 (Paine et al. 2010)

3.2.2.3 Keapl/Nrf2

Nrf2 (nuclear factor erythroid- 2- related factor 2) je dobfe znamy transkripéni faktor,
ktery hraje dileZzitou roli v regulaci bunéénych antioxidantl a obranych odpovédi na stres. Patii
do rodiny Cap 'N' Collar stejn€ jako Bachl. Nrf2 miZe chranit buiiky a tkdné¢ tim, ze zvySuje
expresi n¢kolika cytoprotektivnich genti, které jsou schopny bojovat proti Skodlivym G¢inkiim
pfichazejicim z vnéjsiho i vnitiniho prostiedi. Ukdzalo se, Ze aktivace obranné odpovédi Nrf2
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chrani pfed neurodegenerativnimi chorobami, cukrovkou, fotooxidacnim stresem,
kardiovaskularnimi chorobami, zanéty a plicni fibrézou (Jaramillo & Zhang 2013).

Riizné studie v8ak prokazaly, ze Nrf2 podporuje prezitelnost nejen normalnich bunégk,
ale také rakovinnych bunék. Akumulace Nrf2 v rakovinnych buiikéch vytvari ptiznivé prostredi
pro rust bunék a chrani je pied oxida¢nim stresem, chemoterapeutiky a radioterapii (Lau et al.
2008).

Nrf2 obsahuje sedm funkénich domén, zobrazenych na Obr. 6 a oznaCovanych Nehl-
Neh7. Neh2 je doména, lokalizovana v N-terminalni oblasti Nrf2 a je hlavni regulacni
doménou. Neh2 obsahuje sedm lysinovych zbytkd, které jsou zodpovédné za konjugaci
ubikvitinu a dvé vazebna mista ETGE a DLG, které¢ reguluji stabilitu Nrf2 (McMahon et al.
2006). Motivy ETGE a DLG interaguji s Keapl, coz je substratovy protein pro Cullin3 (Cul3),
ktery podporuje ubikvitinaci a naslednou proteazomalni degradaci Nrf2 (Zhang et al. 2004).

Nrf2
Asociace s Keapl DNA vazebna doména
Neh2 Nehd Neh7 Neh1 Neh3
f—‘% I'H f—lﬁ r A L4 A 1
niz — I O] . ] [ coon
O & !
0\« Q}O HJ
Neh5 Neh6
Transaktiva¢ni doména

Obrazek 6 Domény transkripcniho faktoru Nrf2 (Jaramillo & Zhang 2013)

Keapl (kelch-like ECH associated protein 1) je znamy jako Nrf2 inhibitor (Motohashi
et al. 2002). Keapl ma tfi funkéni domény zobrazené na Obr. 7, BTB (broad/tramtrack/bric-a-
brac komplex), IVT (intervenujici region) a Kelch doménu DGR. BTB vaze Cul3 a tato vazba
je nutna pro dimerizaci Keapl. DGR doména je dilezita pro udrzeni interakce mezi Nrf2 a
Keap 1 tim, Ze interaguje s Neh2. IVR spojuje BTB a DGR domény a obsahuje n¢kolik
cysteinovych zbytki, které reguluji aktivitu Keapl (Jaramillo & Zhang 2013).

Keap1

Asociace s Cul3

Homodimerizace Asociace s Nrf2

BTB IVR Kelch/DGR

ve I [ T1111] o

| |
C151 C273 C288

Obrazek 7 Domény inhibicniho proteinu Keapl (Jaramillo & Zhang 2013)

Zanormalnich podminek Nrf2 tvoii komplex s Keapl. Keap1 a Cullin3 formuji unikatni
ubiquitin E3 ligdzu, ktera aktivné podporuje ubiquitin dependentni proteosomalni degradaci
Nrf2 (Stewart et al. 2003). V odpovédi na oxidativni stres je Keapl terCem ubiquitince a
degradace, coz dovoluje Nrf2 disociovat z Keap! a translokovat do jadra, kde aktivuje ARE a
tim zrychluje transkripci cilového genu (Kaspar et al, 2009).

Jakmile je Nrf2 v jadre, soutézi s Bachl o vazbu s malymi Maf proteiny k formovani
heterodimerického komplexu se StRE/ARE (viz Obr. 8). Ve stresovych podminkéch je Bachl
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uvolnén ze StRE v HMOXI promotoru a tim dava piistup Nrf2 k StRE a tim indukuje
transkripci genu HMOXI (Sun et al. 2002).

Stresovy stimul

/\\ //
~ s

& 4

HO-1 promoter i +
- \ exp/;bss:on

Obrazek 8 Funkce Nrf2 a jeho zavislost na jinych faktorech (Paine et al. 2010)
3.2.2.4 AP-1

AP-1 tidi jak bazalni, tak indukovatelnou transkripci nékolika genti, obsahujicich mista
pro AP-1, také znamé jako TPA responzivni elementy (TRE) (Hess et al. 2004).

AP-1 souhrnné popisuje skupinu strukturné a funkéné piibuznych €Elend proteinové
rodiny Jun (c-Jun, JunB, JunD) a proteinové rodiny Fos (c-Fos, FosB, Fra-1, Fra-2) (viz Obr.
9). Navic se na sekvence podobné TRE mohou vazat nékteti clenové podrodiny ATF (ATFa,
ATF-2, ATF-3) a JPD (JPD-1, JPD-2), kteii sdileji strukturdlni podobnost s ostatnimi ¢leny.
Kazdy z téchto proteini je exprimovan a regulovan odli$né€, coz znamena, ze kazdy typ bunék
ma komplexni smés dimeri AP-1 s trochu odliSnymi funkcemi (Paine et al. 2010).

Spoleénym znakem vSech téchto proteind je evolu¢né konzervovania bZIP doména.
Leucinovy zip je zodpovédny za dimerizaci, kterd je predpokladem pro vazbu DNA. Slozeni
leucinového zipu je také zodpovédné za specifitu a stabilitu homo— a heterodimert tvotfenych
riznymi proteiny Jun a Fos. Zatimco Jun proteiny existuji jako homo— i heterodimery, Fos
proteiny nemohou homodimerizovat a tvofi stabilni heterodimery s Jun proteiny. Na rozdil od
dobie charakterizované domény bZIP jsou strukturdlni vlastnosti domén zprostfedkujicich
transkripéni aktivaci méné zndmé. c-Jun, c-Fos a FosB jsou povazovany za silné
transaktivatory. JunB, JunD, Fra-1 a Fra-2 vykazuji pouze slaby transaktivacni potencial, ktery
za specifickych okolnosti mize ptsobit jako represor AP-1 aktivity, nebo mohou tvofit
nefunkcni heterodimery s c-Jun, Fos nebo FosB (Hess et al. 2004).
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D Oblast zodpovédna za navaziani DNA D C-terminalni transaktiva¢ni doména Jun

D Leucinovy zip: zodpovédny za dimerizaci D Doména delta: deletovina v v-Jun a vazebném misté pro
’ ) JINK

D Transaktiva¢ni doména Jun D DEF doména: dokovaci misto pro ERK

Obrazek 9 Struktura AP-1 a slozeni domén Jun a Fos (Hess et al. 2004)

AP-1 je zapojen v kontrole nckolika bunécnych procesti zahrnujicich proliferaci,
diferenciaci, apoptdzu a adaptivni reakce na stres. Aktivita AP-1 je v dané burice regulovana
Sirokou skdlou fyziologickych a patologickych stimulll, jako jsou rastové faktory, cytokiny,
stresové faktory, neurotransmitery, polypeptidové hormony, interakce mezi buiikou a
matrixem, bakteridlni nebo virové infekce a nékolik fyzickych i chemickych stresti (Shaulian
& Karin 2002).

Je mozné regulovat aktivitu AP-1. Naptiklad zménami v transkripci gend kodujicich
podjednotky AP-1, kontrolou stability jejich mRNA, posttranslaénim zpracovanim a
specifickymi interakcemi mezi proteiny AP-1 a dal$imi transkripénimi faktory a kofaktory
(Hess et al. 2004).

Generovanim geneticky modifikovanych bunék, ve kterych doslo ke zméné nebo
odstranéni nékterych ¢lend AP-1, objasnilo jejich individudlni fyziologické funkce pti bunééné
proliferaci a diferenciaci, apoptoze a neoplastické transformaci (Eferl & Wagner 2003).

Ukazalo se, ze indukovatelnd genova exprese prostfednictvim AP-1 je zapojena do
rizného rozsahu bunéénych odpovédi, véetné imunologickych a antioxidacnich stresovych
odpovédi (Hess et al. 2004).

Objasnéni molekuldrnich mechanismd, které jsou zapojeny do regulace genu HMOXI
zavislé na AP-1, je z riznych divodi narocné. Za prvé, klasické misto AP-1 (TGATGCA) je
obsazeno v konsenzuélni sekvenci ARE (TGCTGAGTCA), ktera je lokalizovana v oblastech
El a E2 promotoru genu HMOXI a slouzi jako hlavni cilova mista pro Nrf2. K#izeni Nrf2 s
¢leny rodiny AP-1 se zda byt velmi slozité. Naptiklad bylo zjisténo, Ze c-Jun piimo interaguje
s Nrf2 pro aktivaci exprese gend regulovanych ARE chemickou slou¢eninou 4-hydroxy-2-
nonenal (Levy et al. 2009). Navic bylo prokazano, ze Nrf2 by mohl nepfimo regulovat
indukovatelnou expresi genu pro katalytickou podjednotku glutamat cystein ligazy aktivaci AP-
1 (Yang et al. 2005).
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V HMOXI promotoru bylo identifikovano né€kolik vaznych mist pro AP-1. Nrf2 a
CREB/ATF (cAMP response element-binding protein) rodiny transkripcnich faktori mohou
také vazat tyto Casti. Tim je role AP-1 proteinti v aktivaci HMOXI] omezena. Nicmén¢ je
prokézano, ze AP-1 proteiny reguluji expresi HMOX]I liposacharidy, zanétlivymi cytokiny,
hemem a arsenitem (Reichard et al. 2008).

3.2.2.5 NF-kB/Rel

NF-kB je exprimovan témét ve vSech typech buné€k a tkani. V promotorech velkého
poctu genil se nachazi vazebna mista pro NF-kB. NF-kB hraje roli pfi zprosttedkovani reakci
v odpovédi na rozmanité vnéjsi podnéty a je tedy klicovym prvkem ve fyziologickych a
patologickych procesech. Geny, jejichz exprese je regulovana NF-kB, hraji dulezité role
v procesech jako je apoptdza, proliferace, diferenciace a odpovédi na bunécny stres. Seznam
genl kontrolovanych NF-kB je rozsahly (Oeckinghaus & Ghosh 2009).

Diky své schopnosti ovliviiovat expresi genil je aktivita NF-kB piisn¢ regulovana na
vice urovnich. Primarnim mechanismem je regulace prostfednictvim inhibi¢nich IkB proteinti
a kindzy (IkK), ktera fosforyluje IkB. Mnoho posttransla¢nich modifikaci také méni aktivitu
IkB, IkK a samotné molekuly NF-kB (Oeckinghaus & Ghosh 2009).

Rodina transkrip¢nich faktord NF-kB u savct se skladd z péti proteini p65 (RelA),
RelB, c-Rel, pl105/p50 (NF-KBB1) a p100/ 52 (NF-KBB2), které¢ se navzajem spojuji a
vytvareji odliSné transkripéné aktivni homo— a heterodimerni komplexy. Tyto proteiny sdili
konzervovanou 300 aminokyselin dlouhou Rel homologickou doménu (RHD) zobrazenou na
Obr. 10 (Ghosh et al. 1998). Sekvence RHD jsou nutné pro dimerizaci, vazbu k DNA, interakci
s IkB a jadernou translokaci.

p65 —— TAD

RelA

%‘ RelB ' - RHD —1TAD
L{E
g:: c-Rel RHD ——————1 TAD
¥ pioops2 — GRR ANK
Z NF-xB2

p105/p50

NF-xB1

Obrazek 10 Zastupci rodiny proteinii NF-kB s homologickou doménou RHD, TAD-transactivation domain, LZ-leucine zipper,
GRR-glycine rich region, ANK-ankyrin repeats, DD — death domain (Oeckinghaus & Ghosh 2009).

Ve vétsin¢ nestimulovanych bunék jsou dimery NF-kB udrzovany v neaktivni formeé
v cytosolu prostiednictvim jejich interakce s proteiny IkB. Degradace téchto inhibitorti po
jejich fosforylaci komplexem IkB kinazy (IkK), vede k nuklearni translokaci NF-kB a indukci
transkripce cilovych genti (Liang et al. 2004).

Clenové rodiny Rel mohou tvofit az 15 riiznych dimer. Dosud v3ak nebyla prokazana
fyziologicka existence a vyznam pro vSechny mozné dimerni komplexy. Heretodimer p50/ 65
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predstavuje nejhojnéjsi Rel dimer, ktery se nachazi témét ve vSech typech bunék (Hayden a
Ghosh, 2004).

Pritomnost dvou funkénich NF-kB vaznych sekvenci uvnitt HMOX1 genu navrhuje, ze
NFkB je ¢ast zodpovidajici za aktivaci HMOX1 hemem a moznd zanétlivymi cytokiny ¢i jinymi
stimuly (Ghosh & Karin 2002).

Ve studii Naidu et al. (2008) byla identifikovana funkéni vazebna mista pro NF-kB v
promotorech potkaniho a mySiho HMOXI genu. Bylo prokazano, Ze prvek kB oblasti
promotoru genu pro proximalni potkani gen HMOX] tidi regulaci HMOX1 pomoci forbolesteru
(PMA), ktery je aktivatorem makrofagh. PMA zavisld regulace exprese HMOXI nebyla
pozorovana v builkkdch mysi, které byly deficitni pro NF-kB podjednotku p65 a byly
zprostifedkovany cestou nezavislou na IkB kinéze.

Souhrnné se zdd, Zze NF-kB se pfimo podili na indukci exprese genu HMOX].

3.2.3 Signalni kaskady vedouci k aktivaci genu HMOX1

Piestoze se hem povazuje za element zvySujici transkripci genu HMOXI piimym
navdzanim na Bachl, obecné vétSina induktort HMOXI reguluje aktivitu transkripcnich
faktort neptimo aktivaci signalnich kaskad. Vzhledem k velkému mnozstvi induktort HO-1 by
nemélo byt zadnym piekvapenim, Ze do regulace je zapojeno mnoho proteinovych kinaz véetné
proteinovych kinaz A a G, tyrosin kindz a enzymi PI3K / Akt a JAK / STAT. Nicméné¢ rizné
studie ukazuji, Ze signalni kaskady kaskady MAPK jsou hlavni mediatory této reakce (Paine et
al. 2010).

S expresi HMOX1 jsou spojeny ruzné intracelularni signalizacni molekuly a transkrip&ni
faktory, jako jsou Nrf2, Bachl, AP-1, NF-kB a dalsi (viz Obr. 11) (Farombi & Surh 2006).

Exprese HMOX1 je primarné regulovana na urovni transkripce a rizné regulacni prvky
(REs) jsou spojeny, aby zprostfedkovaly zakladni a indukovatelné tUrovné exprese genu
HMOXI. Dvé upstream enhancerové oblasti (El a E2) hraji hlavni funkéni role v indukei
HMOXI (Alam & Cook 2006).

MAPK Akt/PKB PKC

pS0 | p65 )

kBa Keap-1

(%)

c-Fos °
c-Jun

' Keap-1
kB a g

HO-1

Obrazek 11 Ruzné indukcni cesty HMOXI (HO-1) (Waza et al. 2018)
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3.2.3.1 MAPK signélni cesta

Mitogenem aktivované proteinové kinazy (MAPK) jsou serin/threonin proteinové
kindzy, které hraji hlavni roli pfi pfenosu signalu z bunééného povrchu do jadra. VSechny
eukaryotické buiikky maji vice MAPK cest, které reguluji genovou expresi, metabolismus,
preziti, apopotozu a diferenciaci (Cargnello & Roux 2011).

MAPK se skladaji z extracelularnich kindz ERK (ERK1/ 2), regulovanych ristovym
faktorem, c-Jun NH2-terminalnich kindz (JNK1/ 2/ 3) a p38 MAPK (a, B, vy, 8), které jsou
aktivované stresovymi faktory. Kazda skupina se sklada ze sady tii postupné piisobicich kinaz:
MAPK, MAPK kindza (MAPKK) a MAPKK kinaza (MAPKKK). MAPKKK jsou casto
aktivovany fosforylaci ¢i interakci s proteiny Ras/Rho v reakci na extraceluldrni stimuly.
Aktivace MAPKKK vede k fosforylaci a aktivaci MAPKK, kterd pak stimuluje aktivitu MAPK
dualni fosforylaci na zbytcich Thr a Tyr (Son et al. 2010).

Aktivace MAPK zavisi na specifickych kindzach MAPKK, které jsou fosforylovany
MAPKKK. Kromé toho mohou byt MAPK regulovany fosfatdzami MAPK. Celkova odpovéd’
na signal je v komplexni rovnovdze mezi fosforylaci a defosforylaci kindzami (Cargnello &
Roux 2011).

ERK1 a ERK2 sdileji 83 % aminokyselinovou identitu a jsou exprimovany v riznych
mezich ve vSech tkénich, se zvlasté vysokou hladinou v mozku, svalech, brzliku a srdci. Jsou
aktivovany rastovymi faktory (PDGF, EGF, NGF) a ligandy pro receptory spojené s G
proteinem (GPCR), cytokiny a osmotickym stresem (Raman et al. 2007). Modul ERK1/ 2 se
sklada z MAPKKK A-Raf, B-Raf a Raf-1, MAPKK MEK1 a MEK2 a MAPK ERKI1 a ERK2
(viz Obr. 12). Modul hraje ustfedni roli v fizeni proliferace bunék. Aktivita ERKI1/ 2 je
stimulovana mitogennimi ¢inidly a v norméalnich buiikéch je pro uc¢innou progresi G1 az S faze
vyzadovana trvald aktivace téchto kinaz. ERK1/ 2 kontroluje proliferaci bun¢k prostiednictvim
nékolika mechanismt. ERK1/ 2 fosforyluje a aktivuje transkrip¢ni faktor Elk-1, ktery se podili
na expresi gent, jako je gen pro c-Fos. ERK1/ 2 stabilizuje c-Fos protein piimou fosforylaci,
¢imz umoznuje c-Fos sdruzovat se s c-Jun a vytvéfet transkripéné aktivni komplexy AP-1. AP-
1 aktivita je vyzadovdna pro expresi cyklin D1 proteinu, ktery interaguje s cyklin
dependentnimi kindzami (CDK) a umoznuje piechod G1l/ Sa postup bunééného cyklu
(Shaulian & Karin 2002).

p38 a je 50% identicky s ERK2. p38 o a p38 B jsou vSudypfitomné exprimovany
v bunéénych liniich a tkdnich a p38 y a p38 & maji omezengjsi expresi a mohou mit vice
specializované funkce. Izoformy p38 jsou aktivovany riznymi stresovymi stimuly, jako napf.
UV zéfeni, hypoxie, ischémie, bakterialni lipopolysacharidy a dalsi. Pfedpoklada se, ze MEK3
a MEKG6 jsou hlavni proteinové kinazy zodpovédné za aktivaci p38, ale ukazalo se, ze MEK4
ma urcitou aktivitu viaci p38. Zatimco MEKG6 aktivuje vSechny izoformy p38, MEK3 je o néco
selektivngjsi, protoze piednostné fosforyluje izoformy a, y, 6. Aktivace izoforem p38 je
vysledkem fosforylace katalyzované MEK3/ 6 konzervovaného motivu Thr-Gly-Tyr v jejich
aktivacnich smyckach (Kim et al. 2008).

Izoformy p38 jsou pfitomny v jadrech a cytoplazmé bunck a bylo prokézano, Ze se
hromadi v jadrech bun¢k vystavenych urcitému stresu. Po stimulaci fosforyluji izoformy p38
velké mnozstvi substratli v mnoha bunéénych kompartmentech (Cuadrado & Nebreda 2010).
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Modul p38 hraje rozhodujici roli v imunitnich a zanétlivych reakcich. Hlavni funkci izoforem
p38 je produkce prozanétlivych cytokini a p38 muze regulovat expresi cytokinli modulaci
transkripénich faktorti, jako je NF-kB, nebo na urovni mRNA, modulaci jejich stability a
translace prostfednictvim regulace MNK1 a MK2/ 3. Zd4 se, Ze p38 a je hlavni izoformou
ucastnici se zanétlivé odpovédi (Kim et al. 2008).

Izoformy p38 také hraji roli v bunécné proliferaci a pteziti. p38 a negativné reguluje
progresi bunécného cyklu jak u ptechodi Gl/ S, tak G2/ M tadou mechanismil, vcetné
downregulace cyklinii a upregulace inhibitort CDK. Uéinky p38 a jsou také spojeny s indukci
apoptozy bunéfnym stresem. Tyto ucinky mohou byt zprosttedkovany transkripénimi a
posttranskripénimi mechanismy, které ovliviiuji riizné receptory a pro— nebo antiapoptotické
proteiny rodiny Bcl-2 (Cuenda & Rousseau 2007).

Existuji tfi znamé izoformy JNK (JNKI1, JNK2, JNK3), které jsou si vice nez 85%
podobné a jsou kddovany ttemi odlisSnymi geny. JNK 1 a JNK2 maji Sirokou distribuci v tkénich,
zatimco se zd4, Zze JNK3 je primarn¢ lokalizovan v neuronalni tkani, varlatech a srde¢nich
myocytech (Bode & Dong 2007). Podobné jako p38 MAPK jsou izoformy JNK aktivovany
v reakci na rizné bunécné stresy jako tepelny Sok, ionizujici zafeni, oxidacni stres, cytokiny,
UV zéfeni, inhibitory syntézy DNA a proteint a v mensi mife rastovymi faktory a nékterymi
ligandy GPCR (Bogoyevitch et al. 2010).

Aktivace JNK izoforem vyZzaduje fosforylaci na Thr a Tyr zbytcich v Thr-Pro-Tyr
konzervovaném motivu. MAPKK, které katalyzuji tuto reakci jsou znamé jako MEK4 a MEK7
a spolupracuji pti fosforylaci a aktivaci JNK. MEK4/ 7 jsou fosforylovany a aktivovany
nékolika MAPKKK, vcéetné MEKK1- 4, MLK1-3, Tpl-2, DLK, TAO01/ 2, TAK1 a ASK1/2
(Wagner & Nebreda 2009).

Stejné jako u ERK1/2 a p38 MAPK bylo prokazano, Ze po aktivaci se ¢ast JINK premisti
z cytoplazmy do jadra. Transkripcni faktor c-Jun je substratem JNK a existuji funkcni rozdily
mezi izoformami JNK, pokud jde o c-Jun regulaci. Dalsi transkripéni faktory, které jsou
fosforylovany pomoci JNK jsou p53, ATF-2, c-Myc, JunB, STAT3, HSF-1, NF-ATcl a Elk-1
(Raman et al. 2007).

JNKI1 a JNK2 hraji dtilezitou roli pii kontrole bunécné proliferace. Prostfednictvim c-
Jun, aktivita JNK podporuje tvorbu komplexu AP-1 a transkripci genli obsahujicich vazebna
mista pro AP-1, v¢etn¢ gentl, které fidi bunéény cyklus, jako je cyklin D1 (Sabapathy et al.
2004). Izoformy JNK také maji dilezitou roli v apoptotické odezvé na bunécny stres
(Dhanasekaran & Reddy 2008).
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Obrazek 12 MAPK signalizacni kaskady vedouct k aktivaci MAPKAPK. Teckované cary naznacuji, ze ackoli jsou hldaseny
regulace substratu prislusnou kindzou, musi byt ditkladné prokazana (Cargnello & Roux 2011)

Zna¢né mnozstvi dat podporuje roli MAPK kaskad pfi aktivaci genu HMOX] (Alam &
Cook 2005). Z téchto udaju Ize odvodit nékolik obecnych zavért.

1) Mnoho strukturné a funkéné rozdilnych induktora HMOX]I aktivuje jednu nebo vice
ze ti1 hlavnich MAPK kaskad ve vice typech bunck. Nékteré induktory, jako je arzenit a
kadmium, aktivuji vSechny tfi cesty (Alam et al. 2000), zatimco jiné mohou vykazovat
omezenéjsi odpovéd’. Arsen ve formé arzenitanu sodného, stejné jako jiné tézké kovy, je také
silnym induktorem hem oxiddzy. Je znamo, ze arsenit reaguje s thiolovou skupinou riznych
proteinti a je jednim z induktorti kaskad ERK, JNK a p38 (Kietzmann et al. 2003). JNK MAPK
jsou aktivovany mén¢ ¢asto nez ERK a p38 kinazy.

2) Aktivace konkrétniho MAPK nevede automaticky k indukci HMOXI (Ning et al.
2002).

3) Za urcitych okolnosti mize byt pro optimalni odpovéd’ vyzadovano vice MAPK cest
(Zhang et al. 2002).

4) Pro dany induktor mohou byt pouzit¢ MAPK zavislé na typu bunky. Napiiklad cesta
ERK podporuje indukci HMOXI kadmiem v bunikéach lidské rakoviny Zaludku, ale nikoli v
bunikach rakoviny prsu. Kromé toho se ERK a p38 MAPK podileji na aktivaci HMOX]I
arsenitem v bunikdch odvozenych z kutecich jater, ale enzymy JNK a p38 jsou vyzadovany pro
stejnou odpovéd’ v hepatocytech potkanii (Kietzmann et al. 2003).

5) Ze tti hlavnich podrodin se k indukci HMOX1I nejcastéji vyuziva kaskada p38. Proteiny
NFkB, Nrf2 a AP-1 jsou v téchto odpovédich nejcastéji implikovanymi transkripénimi faktory
(Alam & Cook, 20006).
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3.2.3.2 PI3K/Akt signélni cesta

PI3K/ Akt je intraceluldrni signdlni cesta, kterd podporuje metabolismus, proliferaci,
preziti bunck, rlst a angiogenezi v reakci na extracelularni signdly. Kli¢ovymi molekulami
zapojenymi do této signalni drdhy jsou RTK (receptorovd tyrosinkinaza), PI3K
(fosfatidylinositol 3- kindza), PIP2 (fosfatidylinositol- 4, 5- bisfostat), PIP3 (fosfatidylinositol-
3, 4, 5- trifostat) a Akt (protein kindza B) (Ghigo et al. 2010).

RTK jsou bunécné povrchové receptory, které jsou vysoce afinitni pro mnoho
polypeptidovych rastovych faktorii, cytokinli a hormonti. Tento receptor ma tfi funkcni
domény. Extracelularni doménu vazajici ligand, transmembranovou doménu a intraceluldrni
doménu tyrosinkinazy. Kdyz se ligandy, jako je ristovy faktor, vaZou na RTK, dva monomery
RTK se piiblizi a tvofi dimer, coz vede k aktivaci intracelularni domény tyrosinkindzy
(Hemmings & Restuccia 2012).

PI3K je kindza, kterd je schopna fosforylovat hydroxylovou skupinu v poloze 3
inositolového kruhu fosfatidylinositolu. PI3K se skladd ze dvou domén. Katalytick¢é domény
P110 a regula¢ni domény P85. K aktivaci PI3K obvykle dochéazi v diisledku piimé stimulace
prostiednictvim stimulacni podjednotky navézané na aktivovany receptor nebo nepifimé
aktivace prostfednictvim molekul adaptéru, jako jsou proteiny IRS (insulin receptor substrate).
PI3K muize byt také aktivovan RAS proteinem vazajicim GTP (Hemmings & Restuccia 2012).

PIP2 a PIP3 jsou minoritnimi fosfolipidovymi slozkami bunéénych membréan. PIP3
slouzi obvykle jako tzv. dokovaci fosfolipidy, které vazou specifické domény s néaslednou
aktivaci signalnich kaskad. V signdlni draze PI3K/Akt se mize fosfatova skupina PIP3 vézat
na Akt coz vede k jeho castecné aktivaci. Fosforylace Akt na S473 v karboxy-terminalnim
hydrofobnim motivu, bud mTORC2 nebo DNA-PK, stimuluje plnou aktivitu Akt (Hers et al.
2011).

Akt také pojmenovany jako protein kindza B, je kindza specificka pro serin a threonin,
kterd hraje klic¢ovou roli ve vice bunéénych procesech. Po aktivaci Akt reguluje funkci proteinti
zapojenych do bunééného rustu, proliferace, adheze, neovaskularizace a bunécné smrti (Brazil
& Hemmings 2001).

Cesta PI3K/Akt musi byt peclivé regulovana. Negativni regulace této drahy je dosazena
zménou PIP3 a inaktivaci proteinu Akt. Fosfatdza PTEN je hlavni down regulacni protein, ktery
muze pievadét PIP3 na PIP2. Dalsi dva negativni regulacni proteiny jsou proteinova fosfataza
PP2A, ktera defosforyluje Akt na Thr308 a fosfatdza PHLPP, ktera defosforyluje Akt na pozici
Ser473. Kromé téchto regulacnich proteinli ma samotnd draha také mechanismy zpétné€ vazby
(viz Obr. 13). Transkrip¢ni faktor NF-kB, aktivovany pomoci Akt, reguluge PPARp 6 a TNF
a, které tlumi expresi PTEN. To tvoii pozitivni zpétnou vazbu. (Hers et al. 2011).

Negativni zpétna vazba je aktivovana aktivaci mTORC1 a S6K1. S6K1 je schopen
fosforylovat IRS1 na vice serinovych zbytcich. To vede k zabranéni vazby na RTK a potlaceni
aktivace PI3K (Manning & Cantley 2007).
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Obrazek 13 Mechanismus pozitivni a negativni zpétné vazby signalni drahy PI3K/Akt (Hemmings a Restuccia, 2012)

Hromadny experimentalni diikaz naznacil, ze aktivace PI3K /Akt reguluje expresi genu
HMOXI. Ukézalo se, ze exprese genu HMOXI je v imunologickych buiikéch regulovana
prostfednictvim PI3K/ Akt v reakci na rizné signdly, jako jsou prostaglandiny nebo
farmakologické slouceniny (Martin et al. 2004).

PI3K /Akt a GSK3 (glycogen synthase kinase 3) mohou mit protiregulacni funkce u
genu HMOX]. Zda se, Ze slozitd souhra mezi t¢mito dvéma kindzami zahrnuje mechanismy,
které idi jadernou lokalizaci Nrf2 a Bachl1 (Kaspar & Jaiswal 2010). Podrobnosti o zékladnich
regulacnich mechanismech jsou vSak z velké ¢asti nezndmé.

3.2.3.3 JAK/ STAT signalni cesta

Cesta JAK/ STAT je hlavnim signalnim mechanismem pro Sirokou $kalu cytokinli a
rastovych faktorti. Témét 40 cytokinovych receptorti signalizuje pomoci kombinace ¢tyt JAK
proteint a sedmi proteinii rodiny STAT. Aktivace JAK/ STAT stimuluje bunécnou proliferaci,
diferenciaci, bunécnou migraci a apopotozu (Rawlings et al. 2004).

Intracelularni aktivace nastane, kdyz vazba ligandu vyvola multimerizaci receptorovych
podjednotek. U nékterych ligandii (erytropoetin, rlstovy hormon) jsou receptorové
podjednotky vézany jako homodimery, zatimco u jinych (interferony, interleukiny) jsou
receptorovymi  podjednotkami heteromultimery. Pro Sifeni signalu prostiednictvim
homodimeru nebo heteromultimeru musi byt cytoplazmatické domény spojeny sJAK
tyrosinkindzami (Rawlings et al. 2004).

JAK jsou charakteristické tim, ze maji na C-konci regulacni doménu a doménu
s aktivitou tyrosinkinazy. K aktivaci JAK dochéazi po multimerizaci receptoru zprostfedkované
ligandem. Aktivované JAK nésledné fosforyluji svij hlavni substrdt STAT. STAT jsou
transkripéni faktory, které zlistavaji v cytoplazmé, dokud nejsou aktivovany. STAT maji pobliz
C-konce tyrosinovy zbytek, ktery je fosforylovan pomoci JAK. Tento fosfotyrosin umoziuje
dimerizaci STAT pomoci jejich konzervované domény SH2. Fosforylované STAT vstupuji do
j&dra a vazou se na specifické regulacni sekvence pro aktivaci nebo potlaceni transkribce
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cilovych gent (viz Obr. 14). Kaskada JAK/ STAT tak poskytuje pfimy mechanismus
k ptevedeni extracelularniho signalu na transkripcni odpoveéd’ (Kisseleva et al. 2002).

Kromé hlavnich slozek této drahy byly identifikovany dalsi efektorové proteiny, které
podporuji signalni kaskadu JAK/ STAT. Patii sem proteiny STAM, StIP/WD40 a SH2B/ Lnk/
APS.Kromé efektort drahy JAK/ STAT existuji tii hlavni tfidy negativnich regulatord. SOCS,
PIAS a PTP. Nejjednodusi jsou PTP, které reverzuji aktivitu JAK. Znich je nejlépe
charakterizovany protein SHP-1, ktery obsahuje dvé domény SH2 a mize se vézat na
fosforylované JAK a tim je defosforylovat (Seif et al. 2017).

Ackoli je mechanismus signalizace JAK/ STAT teoreticky relativné jednoduchy,
biologické dusledky aktivace drdhy jsou komplikovany interakcemi s jinymi signalnimi
drdhami. Nejlépe je charakterizovana interakce s cestou Ras/ MAPK. Vztah mezi témito
kaskadami je slozity a jejich drahy se kiizi na vice Urovnich, z nichz kazda zvySuje aktivaci
druhé (Rawlings et al. 2004).

Cytokinové receptory signalizuji dva typy drah. Drahu JAK/ STAT a dalsi dréhy, které
obvykle zahrnuji aktivaci MAPK kaskady. Nyni existuje asi 36 kombinaci cytokinovych
receptori, které reaguji na velky pocet cytokini. Rizné bunky a tkdné¢ exprimuji odlisSné
kombinace receptora, které reaguji na kombinaci cytokint jedinecné pro mikroprostiedi nebo
systémovou odpovéd’ organismu. V kterémkoli daném okamziku tedy mulze jedna butika
integrovat signaly z vice cytokinovych receptorii. Genetické studie prokazaly, Ze systém
cytokinovych receptorli je omezujici v tom, Ze rizné tiidy receptort prednostné vyuzivaji jednu
kombinaci JAK. Naptiklad receptory potfebné pro vyvoj a proliferaci hemopoetickych bunék
pouzivaji JAK2, dalsi receptory pouzivaji JAK1 a JAK3 (O‘Shea et al. 2002).

Funk¢ni prvky STAT byly identifikovany v promotorové oblasti lidského HMOX1 genu
inhibitorem aktivovanych makrofagl a dendritickych buné€k, indukuje expresi genu HMOXI
(Lee & Chau 2002).

Ackoli signaliza¢ni kaskady, které spojuji expresi genu HMOX]I s receptorem IL-10,
nejsou jasné, aktivace JAK/ STAT byla opakované navrhovana jako soucast této regulacni cesty
(Ricchetti et al., 2004). Celkové je cesta IL-10 dillezitym regulatorem exprese genu HMOXI v
mononuklearnich bunikach (Lee & Chau 2002).

Transcription

Obrazek 14 JAK/ STAT signalni kaskada s cytokinovym ligandem (Shuai & Liu 2003)
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3.3 Hem oxygenaza 1

Piestoze je jiz mnoho let znamo, ze zluCové pigmenty jsou produkty fyziologické
degradace hemu, je to teprve 50 let co byl poprvé identifikovéan a charakterizovan enzym, ktery
je zodpovédny za katabolismus hemu (Tenhunen et al. 1968).

Tento enzym byl oznacen jako hem oxygenaza 1 (HO-1) a v nékolika letech doslo

k explozi novych informaci o tomto enzymu. Aktivita HO-1 byla objevena v mikrozomech
sleziny, jater, ledvin a kostni dfen¢ mysi a nyni je vSeobecné znamo, ze mikrozomalni HO-1
hraje klicovou roli ve fyziologickém katabolismu hemu u zvitat (Kikuchi et al. 2005).
a antiprolifera¢ni u¢inky. HO-1 katalyzuje rozklad hemu za vzniku oxidu uhelnatého, zeleza a
biliverdinu. Kazdy z téchto produkti ma dilezitou funkci v bunééné ochrané proti stresu a
pfedstavuje piimé (oxid uhelnaty) nebo nepiimé (biliverdin prostfednictvim bilirubinu a Zelezo
indukeci ferritinu) antioxida¢ni a protizanétlivé u¢inky (Morse & Choi 2005).

3.3.1 Zakladni struktura

Dosud bylo stanoveno sedm struktur HO diky rentgenové krystalové analyze. Patii sem
lidska (Schuller et al. 1999) a mysi (Sugishima et al. 2000) HO-1 savc¢iho ptvodu, tfi HO
bakteridlniho pivodu, HemO z Neisseria meningitidis (Schuller et al. 2001), HmuO
z Corinebacterium diphtheriae (Hirotsu et al. 2004) a PigA z Pseudomonas aeruginosa
(Friedman et al. 2004) a dvé HO izoformy cyanobakteridlniho ptivodu, Syn HO-1 (Sugishima
et al. 2004) a Syn HO-2 (Sugishima et al. 2005).

Pro krystalizaci savéiho HO-1 (~33 kDa) byly pouzity zkracené a rozpustné verze (~28
kDa), které postradaji doménu vazajici se na membranu. Na druhé stran¢ bakteridlni HO jsou o
néco mensi (~24-26 kDa) a jsou pfirozené rozpustné, protoze tuto doménu nemaji. Ackoli
homologie v aminokyselinové sekvenci mezi savci a bakteridlnimi HO je nizkd, jejich
krystalové struktury jsou velmi podobné (Kikuchi et al. 2005).

HO tvofi kompaktni doménu skladajici se vétSinou z a-helixti (viz Obr. 15). Struktura
HO byla nova ve srovnani s jakymkoli jinym znamym proteinem v proteinové datové bance.
Struktury HmuO, HemO, PigA a Syn HO-1 a Syn HO-2 jsou velmi podobné strukturdm
lidského HO-1. VSechny vyse uvedené proteiny jsou monomerni s vyjimkou Syn HO-2, ktery
tvoii homodimer (Sugishima et al. 2005).

Pro ptipojeni skupiny hemu nejvice pfispivaji proximalni a distalni helix. Protoze se oba
helixy lisi od geometrie idedlniho helixu, mohou byt oznacované jako ,,ohnuté. Proximalni
Sroubovice obsahuje His25 (v savéim HO-1), coz je proximalni hemovy ligand. Hydroxylova
skupina Thr21 se vaze vodikovymi mustky s karbonylovym atomem kysliku hlavniho fetézce
Leul?7. Tato vodikova vazba a koordina¢ni vazba mezi hemem, Zelezem a dusikem z His25,
tvofi proximdlni Sroubovici. Distalni Sroubovice je zauzlena diky vysoce konzervovanému
motivu bohatému na Gly —-YLGDLSGGQ (ale sekvence neni striktné konzervovana v HemO
a PigA). Na Gly bohaty motiv také umoznuje flexibilitu distalni Sroubovice. Napiiklad v
lidském HO-1 je jedna ze dvou molekul v asymetrické jednotce volng, zatimco druhd je pevné
zachycena. Tyto formy se oznacuji jako oteviené a uzaviené (Schuller et al. 1999). Tato
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flexibilita se zda byt dulezitd pro otevieni aktivniho mista a k umoznéni snadného vstupu
substratu a vystupu produktti.

Distalni helix

Proximalni helix

Obrazek 15 Struktura hem oxygendazy (Unno et al. 2007)

V krystalovych strukturach HO-1 a HmuO bez substratu (tj. bez hemu) se proximalni a
distalni helixy, které sviraji skupinu hemu b&hem tii po sobé jdoucich okysli¢ovacich
procesech, pohybuji dale od sebe se zménami jejich konformaci. To vede k otevieni kapsy pro
hem, tudiz k usnadnéni jeho vazby. Porovnani struktur HemO bez hemu a s vdzanym hemem
ukazuje, ze proximalni helix je pfimy v nepfitomnosti hemu a po vazbé na hem konkavni (Unno
et al. 2007).

Elektrostaticky potencial na povrchu obklopujicim exponovany okraj hem skupiny je u
savcell HO-1 pozitivni. Pozitivné nabity molekularni povrch se zda byt vyhodny pro vytvoieni
komplexu s elektronovym donorem CPR (cytochrom P450 reduktdza), ktery ma prevazné
negativné nabity povrch (Wang et al. 1997). Podobny rys je také nalezen v Syn HO-1, ale
pozitivné nabitd oblast je uzsi nez oblast savci HO-1 (Sugishima et al. 2004). To mlze odrazet
velikost fyziologického redoxniho partnera, protoze redukovany ferredoxin rostlinného typu,
maly kysely protein Zeleza a siry, je moznym darcem elektronii pro Syn HOs (Cornejo et al.
1998).

HO-1 protein miize byt pfipraven za pouziti technologie bakteridlni nadmérné exprese
(Wilks & Ortiz deMontellano 1993). Byly stanoveny krystalové struktury lidskych (Lad et al.
2003) a krysich (Sugishima et al. 2002) HO-1 a také téch HO, které jsou v komplexu s hem
(Sugishima et al. 2000). Studie struktur HO vedly k vyznamnému pokroku pifi vyjasiiovani
mechanisml jednotlivych krok reakce HO-1, ackoliv je nutny dalS$i vyzkum k vyfeSeni
nékterych sport tykajicich se mechanismu nékterych krokt reakce (Kikuchi et al. 2005).

3.3.2 Izoformy

Systém hem oxygenaz se skladd ze tii izoenzymi: indukovatelné¢ formy HO-1,
konstitutivné exprimované formy HO-2, ktera ma navic N-koncovy usek prodlouzen o 20
aminokyselin ve srovnani s HO-1, a nov¢ identifikovaného hruhu HO-3 (Hayashi et al. 2004).

HO-1 je 32 kDa protein, ktery je ukotven k endoplazmatickému retikulu (ER) jedinym
hydrofobnim transmembranovym segmentem (TMS) na C-konci. HO-1 kolokalizuje s CPR a
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jejich interakce je nutna pro maximalni enzymatickou aktivitu (Huber & Backes 2007). Je
prokéazano, ze HO-1 se lokalizuje do jinych organel, v€etné kaveolli, mitochondrii a jadra, coz
zvySuje moznost, ze HO-1 mlze hrat jinou roli kromé degradace hemu (Kim et al. 2004).

HO-2 mé molekulovou hmotnost 36 kDa a je exprimovan vSudypfitomné, se zvlasté
vysokymi hladinami v mozku, varlatech a vaskuldrnich systémech. HO-2 se podili na snimani
kysliku a regulaci vaskuldrniho tonu (Williams et al. 2004). CO putsobi jako vazodilatator v
perifernich cévéch, zatimco CO odvozené od HO-2 piisobi jako vazokonstriktor v mozkové
cirkulaci tim, Ze brani cystathionin B-syntaze vytvaret vazodilata¢ni sirovodik (Morikawa et al.
2012).

Aminokyselinovéa sekvence HO-2 sdili 43% podobnost s HO-1 (Kikuchi et al. 2005).
Oba proteiny maji spole¢nou 24-aminokyselinovou sekvenci znamou jako ,.kapsa véazajici
hem* nebo ,,HMOX podpis®, kterd usnadnuje katabolismus hemu. Zatimco oba proteiny
pouzivaji stejny substrat a kofaktor, lisi se fyziologickymi vlastnostmi a regulaci (Dunn et al.
2014).

Hem oxygendza 3 se povazuje za pseudogen zpracovany z transkriptu HO-2 (Reichard
et al. 2008). HO-3 ma velmi nizkou aktivitu: jeho fyziologicka funkce pravdépodobné zahrnuje
vazéani hemu.

Enzymy HO-1 a HO-2 maji na svych C-terminélnich oblastech hydrofobni sekvence,
které se podileji na vazb¢é na mikrozomalni membranu. Je zajimavé, Ze trypsinem oSetiena HO
postradajici C-terminalni hydrofobni oblast je pln& aktivni a je rozpustna ve vodé. Usp&ina
tvorba téchto zkracenych HO-1 a HO-2 v Escherichia coli znacné usnadnila charakterizaci HO
a porozuméni reakéniho mechanismu pomoci HO na molekularni arovni (Kikuchi et al. 2005).

3.3.3 Posttransla¢ni strukturalni modifikace HO-1

3.3.3.1 Fosforylace

Fosforylace proteinu je jednou z nejcastéjsich a dilezitych posttransla¢nich modifikaci.
K tomuto reverzibilnimu mechanismu dochazi prostfednictvim proteinovych kinaz a spociva
v ptidani fosfatové skupiny (PO4*") k polarni skupiné R riiznych aminokyselin. V disledku toho
se protein modifikuje z hydrofobniho nepolédrniho na hydrofobni poldrni, coz umoziuje
proteinu zménit konformaci pfi interakci s jinymi molekulami (Ardito et al. 2017).

Pridani fosfatové skupiny na vysoce konzervované, specifické tyrosinové, serinové
nebo threoninové zbytky, je dobfe zndmou posttransla¢ni modifikaci. HO-1 obsahuje silnou
konsenzudlni sekvenci pro fosforylaci serinu nebo threoninu proteinovou kindzou Akt.
Fosforylace vede k mirnému zvyseni aktivity HO-1 ve srovnani s nefosforylovanym proteinem.
Negativni naboj produkovany fosforylaci zvySuje afinitu HO-1 k proteinim CPR a BVR.
Jakékoli zvySeni aktivity Akt, by tedy mohlo vést ke zvySeni aktivity HO-1 (Dunn et al. 2014).

3.3.3.2 Palmitoylace

Kyselina palmitova je nasycena mastna kyselina s 16 uhliky, kterd mtize byt kovalentné
navazana na fadu eukaryotickych proteind. Neexistuje zadny jasny konsenzualni sekvencni
motiv pro palmitoylaci, pficemz k modifikaci dochdzi na kterémkoli jednom nebo vice
cysteinovych zbytcich prosttednictvim thioesterové vazby. Tioesterova vazba se snadno $tépi,
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coz umoziiuje palmitoylaci hrat vyznamnou roli v bunécéné signalizaci, subcelularnim
transportu a interakcich mezi proteiny (Dowal et al. 2011).
Pokud jde o palmitoylaci HO-1, pouze mysi a kufeci proteiny obsahuji cysteinovy
zbytek, coz naznacuje, ze HO-1 u téchto druhti by mohl byt palmitoylovany (Lynes et al. 2012).
Piekvapivé, i1 pres nedostatek cysteinovych zbytkt, bylo hlaseno, ze lidsky HO-1 je
palmitoylovany v krevnich destickach, ackoliv dosud zistava Gcinek takové palmitoylace na
funkci HO-1 neznamy (Dowal et al. 2011).

3.3.3.3 Acetylace

Acetylace je jednou z hlavnich posttransla¢nich modifikaci proteind v buiice. Acetylova
skupina z acetyl-koenzymu A muze byt navazana na a-amino skupinu N-konce proteind nebo
na g-amino skupinu lysinovych zbytki. Tyto reakce jsou katalyzovany riznymi N-terminalnimi
a lysinovymi acetyltransferdzami. V piipad¢ acetylace lysinu je reakce enzymaticky
reverzibilni. Souhra mezi acetylaci a deacetylaci je zasadni pro mnoho dulezitych bunéénych
procest (Drazic et al. 2016).

Pii hodnoceni lysinovych zbytk, které jsou diilezité pro interakci mezi potkani HO-1 a
CPR, bylo identifikovano devét (tj. K18, K22, K39, K48, K69, K149, K153, K179 a K196) z
celkem patnacti lysinovych zbytkti hmotnostni spektrometrii. K149 a K153 byly chranény pied
acetylaci v pfitomnosti CPR. AvSak v nepfitomnosti CPR byl krysi HO-1 acetylovan na vSech
deviti lysinovych zbytcich, coz vedlo ke sniZeni aktivity proteinu. Tato data naznacuji, Ze
alesponi u potkanti miize CPR modulovat aktivitu HO-1 prostfednictvim inhibice acetylace
K149 a K153 (Higashimoto 2008).

HO-1 je také acetylovan v K39 lidskych rakovinovych bunéénych liniich (Choudhary
et al. 2009) a v K18 v lidské jaterni tkdni (Zhao et al. 2010). Vyznam acetylace lidského HO-1
v téchto zbytcich zlstava nejasny. V piipadé K18 nebo K39 mize acetylace udélit jadernou
lokalizaci HO-1, coz mtze byt spojeno se zménami v genové transkripci (Collinson et al. 2011).

3.3.3.4 Ubikvitinace

wev

zpiisobeno schopnosti ubikvitinového fetézce tvotit polymery. Typ vazby ubikvitinového
fetézce pak urcuje, zda bude modifikovany protein degradovan proteazomem nebo bude dale
vyuzivan. Ubikvitinovy komplex je velice komplexni a specificky (Komander 2009).

Degradace proteinil cestou ubikvitin-proteazomu umoziuje buitkdm reagovat na ménici
se prostiedi. Ubikvitinace zavisla na signalu ¢asto vede k tplné degradaci cilového proteinu. K
obratu proteinu HO-1 dochéazi prostfednictvim systému ubikvitin-proteazomu v membrané
spojené s ER. Tento systém degradace byl zjistén u bun¢k hladkého svalstva cév (SMC), bunék
HEK293T a bun¢k PC12 krysich adrenéalnich feochromocytomt (Dunn et al. 2014). V buiikdch
HEK293T je ER-rezidentni E3 ubikvitin ligdza zodpovédna za degradaci HO-1 prostiednictvim
interakce s oblasti TMS (Lin et al. 2012).

Je zajimavé, Ze oSetfeni bunécné linie adenokarcinomu tlustého stieva, HCT116,
inhibitorem proteazomu bortezomibem, vedlo k ubikvitinaci zbytkit HM39, K39, K69, K86,
K148, K153 a K243; zatimco oSetieni inhibitorem proteazomu epoxomicinem vedlo k
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ubikvitinaci K179 a K256 (Kim et al. 2011). Tato data naznacuji, Ze ne vSechny ubikvitina¢ni
udalosti jsou regulovany identicky.

3.3.3.5 Dimerizace a zkracovani

Nedostatek cysteinovych zbytkti v HO-1 vedl k ptedpokladu, ze HO-1 pisobi jako
monomer. Bylo prokdzano, Ze v ER bun€¢k HEK293 se vytvaii HO-1 dimery a oligomery,
jejichz tvorba byla nezbytna pro jeho aktivitu (Hwang et al. 2009).

Mikrosomélni HO-1 s plnou délkou (32 kDa) se snadno trypsinizuje, coz vede ke
zkrdcenému proteinu rozpustnému ve vod¢, ktery obvykle postradd hydrofobni C-koncovy
TMS s 23 az 55 aminokyselinami (Yoshida & Kikuchi 1978). Bylo popsano, Ze zkracené formy
HO-1 se lokalizuji do jadra, pticemz cysteinové proteazy byly zapojeny do proteolytického
Stépeni.

Zatimco TMS HO-1 zvysuje jeho interakci s CPR a BVR, existuje piesvédcivy diukaz,
ze HO-1 postradajici C-konec si zachovava katalytickou aktivitu (Dunn et al. 2014).

3.3.4 Enzymaticka aktivita hem oxygenazy- 1

Hem oxygendza-1 (HO-1), mikrosomalni membranovy protein, katalyzuje oxidacni
Stépeni molekul hemu za vzniku ekvimoldrnich mnozstvi biliverdinu IXa, oxidu uhelnatého
(CO) a zeleza (Fe*"). Biliverdin je nasledné redukovan na bilirubin cytosolovym enzymem,
biliverdin reduktdzou (BVR) (viz Obr. 16) (Alam & Cook 2006).

CcO
HMOX
Heme » Fe2+
7e + 30,
Biliverdin IXa
BVR
Bilirubin IXa

Obrazek 16 Rozklad hemu pomoci hem oxygendzy (Dunn et al. 2014)

3.3.4.1 Hem jako substrat pro funkci hem oxygenazy-1

Hem je organickd molekula ve tvaru kruhu, ktery se sklada ze ¢tyt pyrrola (tetrapyrrol)
zobrazené na Obr. 17. Diky své specidlni struktuie je hem schopen pojmout molekulu zeleza.
Pokud ma tetrapyrrol substituce na postrannich fetézcich, které mu umoziuji drzet kovovy ion,
nazyva se metaloporfyrin (Gell 2018).

Molekula zeleza v hemu je udrzovéana na misté vyvazenymi silami ¢tyf molekul dusiku.
Tyto molekuly dusiku smétuji dovnitt kruhu, ktery vytvareji. Dvojné a jednoduché vazby, které
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spojuji pyrroly, jsou uspoifadany rovnomérné, takze elektrony zistavaji vyrovnané a celd
molekula ztstava stabilni (Gell 2018).

Obrazek 17 Chemicka struktura hemu (Gell 2018). Cisla oznacuji body, ve kterych miize molekula prijimat substituce a byt
modifikovana pro konkrétni pouziti. Rozdily v postrannich retézcich vazanych na uhliky 3, 8 a 18 predstavuji rozdil mezi
nékterymi z nejbéznéjsi skupin hemu. Napriklad hemoglobin i myoglobin nesou hem b. Hem b nese kyslik a proteiny, které
Jsou pripojeny, pomahaji uvoliovat kyslik ve vhodnou dobu. Hem a naproti tomu pracuje v retézci transportu elektronii jako
soucast cytochromu c. To znamend, Ze se podili na transportu proteinii a katalyzuje reakce. Jedinym rozdilem mezi témito
dvema molekulami jsou postranni rFetézce pripojené k uhlikiim 3 a 18. Postranni retézec na uhliku 8 ziistava stejny.

Metaloporfyriny jsou Siroce pouzivany v celé biosféte a hem (Zeleznaty protoporfyrin
IX) je jeden z nejhojnéjSich a nejpouzivanéjsich (Poulos 2014).

Hem je slozkou riznych biologickych struktur, zejména hemoglobinu. Mezi dalsi patii
myoglobin, cytochromy, katalazy, hem peroxiddza a endotelidlni syntdza oxidu dusnatého
(Ogun 2019).

Hem je prosteticka skupina, ktera je nezbytna k provadéni riiznych biologickych funkei,
jako je tvorba hemoglobinu a myoglobinu, proteind, které slouzi k pfenosu a skladovani kysliku
(Yuan et al. 2016). Jiné enzymy, které pouzivaji hem jako prostetickou skupinu jsou
cytochromy elektronového transportniho fetézce, katalazy a syntazy oxidu dusnatého. Hlavnimi
tkanémi pro syntézu hemu jsou erytroidni buiiky kostni diené a hepatocyty jater. Biosyntéza
hemu vSak probiha ve vSech bunkach téla (Ogun 2019).

Funk¢ni vsestrannost je také dana typem skupiny hemu, ktery je definovany povahou
substituentll na porfyrinovém makrocyklu (viz Obr. 18). NejbéznéjSimi typy hemi jsou hem b
a hem c. Hem b je Zelezo-protoporfyrin IX a nekovalentné se vaze na protein, zatimco hem c je
charakterizovan pfitomnosti dvou kovalentnich thioetherovych vazeb, vytvorenych mezi
postrannimi fetézci a hemovymi vinylovymi skupinami (Bowman & Bren 2008).

Mezi dal$i, méné€ obvyklé derivaty hemu, patii heme d1, pfitomny v cytochromové cd,
nitritové reduktdze, hem a, ktery se nachézi v cytochrom c oxidaze a souvisejici hem o, ktery
se nachdzi v n€kterych bakteridlnich oxidazach (Allen et al. 2008).

Z chemického hlediska jsou struktury b a ¢ navzdjem velmi podobné, a proto se
neocekavd, ze budou vykazovat vyznamné inherentni rozdily v elektronové struktuie nebo
redukénim potencidlu. Z biosyntetického hlediska jsou vSak tyto typy hemu zcela odlisné,
protoze hem c je syntetizovdn z hemu b. Pouziti hemu c tak vyZzaduje vétsi investici do
organismu (Stevens et al. 2004).
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CH,CO, CH,CO," CH,COy CH,CO,’ CH.COz CH, CO,

Obrazek 18 Chemické struktury (4) hem b, (B) hem ¢ a (C) hem dl1. Krivka v (B) predstavuje peptidovy segment. Hem o ma
hydroxyvinylovou skupinu namisto vinylu 2 v (A) a hem a ma hydroxyfarnesylovou skupinu namisto vinylu 2 a formyl skupinu
namisto methylu 8 (Stevens et al. 2004).

Zakladni jsou dvé funkce hemu (Lodish et al. 2000). Miize vazat plyny, jako je kyslik a
transportovat je v organismu. Specialni proteiny pak donuti hem uvolnit kyslik ve vhodnou
dobu.

Dobrym ptikladem proteinu tohoto typu je hemoglobin. Hemoglobin se nachéazi ve
vSech krevnich buiikdch, které vystavuji hemovou skupinu krevni plazmé. Kdyz tedy krevni
buiiky prochdzeji plicemi, vazi tolik kysliku, kolik dokaze zelezo v hemu zvladnout. Krevni
buniky pak cestuji do riznych ¢asti téla, jako jsou napiiklad svaly. Tyto bunky aktivné
spotiebovavaji kyslik a uvoliuji oxid uhli¢ity jako vedlejSi produkt. Kyslik ve svalovych
buiikach je vazdn myoglobinem a transportovan do mitochondrii. Myoglobin ma také skupinu
hemu, ale funguje jinym zplisobem, takze kyslik zlstava vazan az do dosazeni mitochondrii
(Lodish et al. 2000).

Druhd funkce hemu je drzeni elektroni (cytochromy) a usnadnéni reakci v
elektronovém transportnim fetézci. Béhem oxidacni fosforylace v mitochondridlni membrané
musi elektrony prochazet fadou reakci a ziskana energie z téchto reakci je ulozena ve vazbach
molekuly ATP, kterou vétSina organismil pouziva jako primarni zdroj energie. Hemové skupiny
v téchto cytochromech jsou odlisné od skupin v hemoglobinu, protoze maji rizné funkce a
vazou se na riizné proteiny (Lodish et al. 2000).

Vsechny tkdn¢ vyzaduji hem pro cytochromy: hem b pro cytochromy bs, bbs a hem ¢
pro cytochromy a-a3 (cytochrom oxidazy) a cytochrom cc (Moore 1998). Hem poskytuje
katalytickou doménu v monooxygendzach (rodina cytochromu P450). V jatrech, organu
specializovaném na systémovou detoxikaci, se piiblizné¢ 65 % nové syntetizovaného hemu
pouzije pro cytochrom P450.

Hem se vyskytuje v signalnich transdukénich proteinech jako jsou: (i) syntazy oxidu
dusnatého (endotelidlni eNOS, indukovatelny iNOS a neuronalni nNOS), které vytvaii oxid
dusnaty (NO) z L-argininu, a (ii) ruzpustné guanylatcyklazy (sGC), které generuji cyklicky 3°-
5’monofosfat (cGMP) z Mg21-guanosin-trifosfatu (White & Marletta 1992).

Hem také muze podporovat Skodlivé reakce zavislé na Zeleze, vedouci k tvorbé ROS a
peroxidaci lipidi v bunéénych membranach (Ryter & Tyrrell 2000).
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1. Biosyntéza hemu

Syntéza hemu probiha v cytosolu a v mitochondriich. Hem se muze ziskat také pies
sttevni absorpci a pfi mezibunééném transportu (Chung et al. 2012). Syntdza kyseliny 5'-
aminolevulinové (ALAS) je enzymem pro syntézu hemu v jaternich a erytroidnich buiikach.
Existuji dvé formy ALA syntazy, neerythroidni isozym ALASI1 a erythroidni specificky isozym
ALAS2. VSechny bunky exprimuji ALAS1, zatimco pouze jatra a kostni dienn exprimuji
ALAS2. Gen pro ALAS2 je na chromozomu X (Ogun 2019). Biosyntéza hemu se sklada z osmi
krokli enzymatické cesty.

Hemova biosyntéza zacina v mitochondriich kondenzaci sukcinyl Co-A z Krebsova
cyklu a aminokyseliny glycinu. Kombinuji se a vytvateji kli¢ovy hemovy meziprodukt, 5'-
aminolevulinovou kyselinu (ALA) v mitochondriich katalyzovanych syntazou kyseliny
aminolevulinové (ALAS) (Fujiwara & Harigae 2015). Tato reakce je omezujicim krokem v
rychlosti této biosyntézy (Zhang et al. 2017).

Molekuly ALA vystoupi z mitochondrie do cytosolu, kde se dvé molekuly ALA
kondenzuji za vzniku slouceniny pyrrolového kruhu porfobilinogenu (PBG), katalyzovaného
enzymem vyzadujicim zinek, enzymem dehydratdzy ALA (také nazyvanym syntaza
porfobilinogenu). Dals§i krok drdhy zahrnuje kondenzaci ¢ty molekul porfobilinogenu,
uspotfadanych tak, ze tvoii linearni hydroxymethylbilan (HMB), katalyzovany porfobilinogen
deaminazou (PBG deaminaza) také znamou jako hydroxymethylbilan syntaza (Ogun 2019).

Uzavienim linedrntho HMB vznikd asymetricky pyrrolovy kruh D, zvany
uroporfyrinogen III, katalyzovany uroporfyrinogen-III syntdzou. Tento krok je nezbytny,
protoze nespravna tvorba kruht porfyrini vede k protoporfyrii. Po formaci spravné formy
uroporfyrinogenu III se modifikuji postranni fetézce, katalyzovany uroporfyrinogen
dekarboxyldzou za vzniku koproporfyrinogenu III (Ryter & Tyrrell 2000).

Po jeho syntéze se koproporfyrinogen III transportuje do mitochondrii.
Koproporfyrinogen III se poté dekarboxyluje enzymem koproporfyrinogen oxidazy za vzniku
produktu protoporfyrinogenu IX (Ryter & Tyrrell 2000).

Nakonec se protoporfyrinogen IX konvertuje na protoporfyrin IX s pouzitim
protoporfyrinogen oxidazy. Konecnéd reakce zahrnuje vlozeni zeleza do protoporfyrinu IX
katalyzovaného enzymem ferrochelatazou vedouci k tvorbé hemu (Kim et al. 2012). Zelezo
vstupuje do hem cyklu, kdyZ mitochondrialni ferrochelatdza vélenuje Fe'* do protoporfyrinu
IX (PPIX), generujici protohem (ferroprotoporfyrin IX, PPIX-FE(II). Hem Zelezo reverzibilné
oxiduje na Zelezitou formu, ferriprotoporfyrin IX, PPIX-Fe (III), kterd tvofi dva komplexy:
hematin, PPIX-Fe(Ill)-OH a hemin, PPIX-Fe(IIl)-CI (Ryter & Tyrrell 2000). Cely proces je
znazornén na Obr. 19.
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Glycin i succinyl CoA RIS, Hem

A
ALA syntaza Ferrochelataza
(mitochondrie)
ALA Protoporfyrinogen [X

(cytoplazma) Protoporfyrinogen oxidaza
(mitochondrie)

ALA dehydraza l +

Porfobilinogen Protoporfyrinogen [I]

lf'on:toblllnogcn Coproporfyrinogen oxidaza
deaminaza (cytoplazma) (mitochondrie)

Uroporfyrinogen III > Coproporfyrinogen III
Uroporfyrinogen dekarboxylaza
(cytoplazma)

Obrazek 19 Schématicky diagram biosyntetické cesty hemu (Kim et al. 2015)

Syntéza hemu je biochemickd cesta, kterd vyzaduje fadu kroki, substratii a enzymii.
Nedostatek enzymu nebo substratu vede k hromadéni meziproduktii syntézy hemu v krvi,
tkanich a moci, coz vede ke klinicky vyznamnym poruchdm zvanych porfyrie. Porfyrie jsou
jaterni nebo erytropoetické. Mohou byt akutni nebo chronické, vést k neurologické dysfunkci,
mentadlnimu  naruSeni nebo fotocitlivosti. Poruchy syntézy hemu po tvorbé
hydroxymethylbilanu vedou k fotocitlivosti. Mezi dalsi ptiznaky patii zména barvy moci, bolest
bticha, btisni kolika, vysoce agitovany stav, tachykardie, dychaci potize, nauzea, zmatenost a
slabost dolnich koncetin (Ogun 2019).

2. Degradace hemu

Enzymaticka reakce degradace hemu vyzaduje molekuldrni kyslik O» a NADPH jako
redukujici ekvivalent a vede k tvorbé biliverdinu, uvoliiovani oxidu uhelnatého a Zeleza.

HO-1 je jednoduchy protein, ktery nema zadnou z prostetickych skupin nezbytnych pro
aktivaci O,. Misto toho je aktivace O provadéna substraitovym hemem a jeho dvéma
meziprodukty, o meso-hydroxyheminem a verdohemem (Kikuchi et al. 2005).

Prvni krok: pfeména hemu na a-meso-hydroxyhemin IX (viz Obr. 20)

Reakce degradace hemu zacina tvorbou komplexu Zelezitého hemu (Fe**) a HO-1.
Zelezity hem je redukovan do Zeleznatého stavu (Fe?") darovanym elektronem z NADPH
cytochrom P450 reduktazy (Kikuchi et al. 2005).

Molekularni kyslik se vaze s komplexem za vzniku metastabilni oxy formy. Po pfijeti
protonu a dalSiho elektronu zreduktizy se kyslik védzany na zelezo pfeméiluje na
hydroperoxidovy meziprodukt (Fe**-OOH). Hydroperoxid vazany na Zelezo Gto¢i na a-meso
uhlik v porfyrinovém kruhu a pfeméiuje hem na Zelezity oo — meso hydroxyhemin (Davydov et
al. 1999).
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Obrazek 20 Mechanismus konverze hemu na o.— meso hydroxyhemin pomoci HO-1 (1. zZelezity hem; 2. Zeleznaty hem, 3.
metastabilni oxy forma; 4. hydroperoxidovy meziprodukt; 5., 6. preména hemu na o.— meso hydroxyhemin) (Yoshida &
Migita 2000)

Druhy krok: pfeména a-meso hydroxyheminu na o — verdohem (viz Obr. 21)

Zelezity komplex o-meso hydroxyhemin a HO-1 je pfeveden na komplex o — verdohem
a HO-1 v pfitomnosti reduktazy a kysliku (Yoshida & Migita 2000).

Kyslik je aktivovan na okraji komplexu o-meso hydroxyheminu a HO-1 a tvofi
meziprodukt a-hydroperoxy oxophlorin (C3sH42N4Os), ktery je konvertovan na Zeleznaty o —
verdohem za uvolnéni CO (Yoshida & Migita 2000).

N N N N
_N e/ H* N 02 e o-OH A R
Fe3* N\ A - Fe? N OH N Fe\ ~ o . Fe\
NN e Bk N
V% V% / /
(7)

(8) 9) (10)

Obrazek 21 Mechanismus konverze a-meso hydroxyheminu na o.— verdohem pomoci HO-1 (7.Zelezity o-meso hydroxyhemin
po expozici kyslikem, 8. zeleznaty a-meso hydroxyhemin po redukci; 9. meziprodukt o-hydroperoxy oxophlorin; 10. o —
verdohem) (Yoshida & Migita 2000)

Tteti krok: Pfeména verdohemu na biliverdin (viz Obr. 22)

Konverze komplexu verdohemu a HO-1 na komplex Zelezitého biliverdinu a HO-1
vyzaduje kyslik i redukujici ekvivalenty (Wilks & Ortiz deMontellano 1993). Pii absenci
elektront je komplex verdohemu a HO-1 degradovan kyslikem na neidentifikovatelnou
slouceninu, kterd neprodukuje biliverdin po pfidani elektroni (Yoshida & Migita 2000).

Piestoze neexistuje diikaz pro pfitomnost komplexu oxy-verdohem a HO-1, usuzuje se,
ze molekula kysliku se pravdépodobné véze na Zelezo verdohemu a je aktivovana
mechanismem podobnym tomu v prvnim kroku. Vazba kysliku na Fe?* verdohemu se zda byt
nepiizniva ve srovnani s vazbou na zelezity komplex heme-HO-1. Vazba kysliku by tedy mohla
byt procesem omezujicim rychlost tfetiho kroku (Yoshida & Migita 2000).

V ptitomnosti redukujiciho ekvivalentu mize byt komplex oxy-verdohemu a HO-1
pfeménén na Zelezity hydroperoxylovy aktivni druh. Intramolekuldrni nukleofilni atak
peroxylového kysliku na jeden z oxa-uhlik tvoii komplex, ktery se prevadi na Zelezity
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biliverdinovy komplex redukci a eliminaci jednoho kysliku jako molekuly vody. Produkt
tietiho kroku, komplex Zelezo-biliverdin, je stale vazan na HO-1 protein. Pro uvolnéni volného
Zeleza a biliverdinu k dokonceni celkové HO reakce je Fe** biliverdinu déle redukovano do
zelezného stavu reduktazou (Kikuchi et al. 2005).

(13) (14)

Obrdazek 22 Mechanismus konverze o-verdohemu na biliverdin (11. o.— verdohem, 12. oxy-verdohem; 13. Zelezity biliverdin,
14. biliverdin) (Yoshida & Migita 2000)

V poslednich krocich reakce mikrosomalni enzym biliverdin reduktaza (BVR)
pfeménuje biliverdin na bilirubin. Bilirubin neni na rozdil od biliverdinu rozpustny ve vodg¢, ale
je lipofilni a mlze pronikat do bunéénych membran. Aby se stal ve vod¢€ rozpustnym, a proto
vyluCovatelnym v gastrointestindlnim traktu, musi byt konjugovan. To je regulovdno UDP
glukuronosyltransferazou 1A1 (UGT1A1), enzymem, ktery ptidava dva glukuronidové zbytky
k bilirubinu, aby byl ve vodé rozpustny. Vedlejsi produkty degradace hemu zprostiedkované
HO-1 mohou mit pozitivni i negativni u¢inky na buné¢nou funkci (Dennery 2012).

3.3.5 Produkty aktivity hem oxygenazy-1

Abychom pochopili funkci HO-1, musime se podivat na produkty jeji ¢innosti. Pfi
Stépeni hemu uvoliuje HO-1 oxid uhelnaty, zelezo a biliverdin, ktery je ndsledné pfeméiuje na
bilirubin. Kazdy z téchto produktii enzymatické aktivity hraje jedinecné a ¢asto ochranné role
v téle.

3.3.5.1 Zelezo

Zelezo je zasadnim ligandem prakticky ve viech typech bun&k a je vyuZivano pro velké
mnozstvi bunécnych procesti, véetné tvorby ATP, ptenosu kysliku a detoxikace (Bothwell et
al. 1995).

Normalné je stfevem absorbovano kolem 1 mg Zeleza a soucasné je z téla vylucovano
priblizné stejné mnozstvi. Toto Zelezo z potravy predstavuje pouze 1-3% zeleza, které se denné
dodava do krve. VétSina pozadavku na zelezo je zajisténa reutilizaci ze stavajicich celkovych
télnich zasob, z nichz je asi 70 % udrzovéano v hemoglobinu (Bothwell et al. 1995).

Volné Zelezo je silnym oxida¢nim ¢inidlem, které poSkozuje bunécné makromolekuly,
pravdépodobné reakci s peroxidem vodiku za vzniku Skodlivého hydroxylového radikalu
(Halliwell & Gutteridge 1990). Je dtlezité porozumét metabolismu Zeleza nejen na molekularni
a bunécné urovni, ale také na Grovni celého organismu.

Disociace zeleza z hemovych skupin a nasledné uvoliiovani z bunék tvoti hlavni slozku
homeostazy zeleza. Katabolismus hemu uvoliiuje Fe?", které vstoupi do bunééného LIP (labile
iron pool), kde je Zelezo dostupné pro bunécné procesy, napiiklad k syntéze hemoglobinu
v erytrocytech, oxida¢nim a redukénim reakcim a proliferaci bunck (Ryter & Choi 2009). Zde
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je slovem LIP oznalena zasoba Zeleza, ktera je sloZena z obou ionickych forem zeleza Fe?* a
Fe**, které jsou spojeny s organickymi anionty, polypeptidy a komponenty membran (Kakhlon
& Cabantchik 2002).

Tato mald frakce obsahuje cytotoxicky Fe?', ktery katalyzuje ROS jako je napf.
superoxid H2O2 na vysoce reaktivni hydroxylovy radikal (Kohgo et al. 2008). Vysoké
koncentrace Zeleza se mohou chovat cytotoxicky a zptisobuji poskozeni bunéénych proteint,
lipidi a DNA (Ryter & Choi 2006).

Z tohoto divodu existuji rizné mechanismy pro sniZzeni pro-oxidantniho Zeleza a
zabranéni akumulaci Zeleza v buiikdch. KdyZ je volné Zelezo uvolnéno z katabolismu hemu
mize byt neutralizovano riznymi metabolickymi cestami, které jsou vyvolané samotnym
zelezem (Baranano et al. 2000).

Uvolnénim zeleza z hemu pomoci HO-1 potencialné pfispiva k prooxidacnimu stavu
v butice. Zelezo uvoliiované touto aktivitou viak také zvySuje syntézu ferritinu, ktery uklada
volné Zelezo a ma dobfe znamé cytoprotektivni vlastnosti. Cast ochranného uéinku indukce
HO-1 Ize pficist narastu bunééného ferritinu (Balla et al. 2007).

Kromé toho mtize HO-1 potlacit expresi vysoce aktivniho transportéru Zeleza, ktery se
podili na odtoku Zeleza z bun¢k. V nepfitomnosti HO-1 mtze byt tok Zeleza z bun€k sniZzen a
miZze potencialné ptispivat k bunééné smrti (Ferris et al. 1999).

Mysi s deleci genu HMOXI vykazuji zvySenou tkanovou a intracelularni akumulaci
zeleza, coz podporuje tvrzeni, ze regulace ferritinu a transportniho proteinu zeleza miize piispét
k bunééné ochran¢ pomoci HO-1 (Morse & Choi 2005).

3.3.5.2 Oxid uhelnaty

Oxid uhelnaty (CO) je bezbarvy, neiritujici plyn, ktery je vysoce toxicky. Je generovan
z neuplného spalovani uhlovodikd. Typickym zdrojem CO jsou plyny zautomobild,
spalovacich spotiebi¢ii jako topeni, z paleni olejt, uhli, dfeva a dalSich paliv. Koncentrace
v nizsi atmosféie je méné nez 1ppm, nicméné tyto koncentrace mohou dosadhnout na 20 ppm v
osidlenych oblastech, které jsou velice znecisténé. Déle je CO produkovany endogenné
napiiklad degradaci hemu (Ryter et al. 2002).

Endogenné produkovany CO se chova jako signalni molekula, kterd je zapojena do
Naptiklad CO je jako oxid dusnaty (NO) definovan jako plynny neurotransmiter v centralni
nervové soustave (Piantadosi 2008).

CO je aktivator guanylat cyklazy (sGC), kterd je odpovédnad za formaci cyklického
guanozin 3¢, 5‘-monofosfatu (cGMP). CO odvozeny od HO-1 se podili na mnoha vaskularnich
procesech, jako relaxace VSMC, proliferace VSMC a agregace krevnich desticek (Ryter et al.
2006).

CO je také zapojeny v modulaci MAPK signalni kaskady zahrnujici p38 MAPK, ERK a
efekty, které jsou zavislé na modulaci p38 MAPK signalni kaskady, zatimco n¢kdy muize
inhibovat ERK drédhu (Ryter & Choi 2009).
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Dale ma CO cytoprotektivni efekt, ktery je pravdépodobné pficitan jeho schopnosti
interagovat s divalentnimy kovy jako je Fe?" v prostetické skupiné hemu v hemoproteinech
(Ryter & Choi 2009).

Jiny mozny hemoprotein, cytochrom ¢ oxiddza, je terminalni akceptor
v mitochondridlnim transportu elektron. Vystavenim CO, buiiky uvolfiuji malou déavku
mitochondrialni ROS, coz je podle v§eho z dlivodu navazani CO na hem skupinu v cytochrom
c oxidaze. Nésledkem toho miZze tento proces spustit aktivaci dalsi signdlni transdukéni cesty
zahrnujici p38 MAPK signalni kaskadu a HIF-1 (Zuckerbraun et al. 2007).

CO také poskytuje antioxidantni ochranu. Rluzné studie ukdzaly, Ze administraci
exogenniho CO se nejen prodluzuje prezitelnost mysi v hyperoxii, ale také se inhibuje vznik
markeri pro plicni zranéni jako je hemoragie a edém. V experimentalné fotochemicky
vyvolanych vaskularnich zranéni, spojenych s HMOXI+/+ a HMOXI -/- u mysi, inhalace CO
a administrace bilirubinu zachranila pro-trombicky fenotyp HMOXI -/- mysi (True et al. 2007).

3.3.5.3 Biliverdin

Biliverdin (BV) je zeleny pigment, ktery je transformovan pomoci BVR na bilirubin
(BR), coz je hydrofobni Zluty pigment. BR je lipofilni linearni tetrapyrol, ktery je formovan pfi
katablismu hemu pomoci HO-1. BR je potencionalné cytotoxicky odpadni produkt rozpustny
v tucich a normalné je rychle konjugovan kyselinou glukuronovou pro exkreci v moc¢i (Ryter
2012).

BV a BR reaguji senzymaticky generovanymi superoxidovymi radikéaly in vitro.
Antioxidantni vlastnosti BV a BR byly demonstrovany v riznych in vivo a in vitro studiich.
BV reaguje ptimo proti radikaliim peroxidu, které byly generovany chemicky v homogennim
roztoku nebo multilamelarnich liposomech, zatimco BR je povazovan za antioxidant
roz$tépujici fetézce v peroxidaci membranovych lipida (Ryter et al. 2006).

BR chrani buiiky proti cytotoxicité H>O> in vitro (Clark et al. 2000). Navic ma BR proti
zangtlivé a proti apoptotické vlastnosti. Inhibice produkce BR specifickymi siRNA proti BVR,
zvysilo intracelularni hodnoty reaktivnich kyslikovych druhi (Baranano et al. 2002). Navic jak
bylo uk4dzéno u modelu mysi, indukce HMOX1 pomoci hemu udéluje protizanétlivou ochranu
proti oxidativnimu stresu (Ryter et al. 2006).

Cytoprotektivni u¢inky BV a BR pravdépodobné ptispivaji k prospésnym ucinkiim HO-
1 v mnoha modelech onemocnéni. Napiiklad pfi exogennim podani, BV a BR vykazovaly
poskytnout ochranu ptfed poranénim I/R, odmitnutim transplantovanych orgént a tézkou sepsi,
stejné jako vaskularnimi lézemi spojené s vyvojem intimalni hyperplazie (Ollinger et al. 2005).

3.3.6 Funk¢ni role HO-1
3.3.6.1 Role v reutilizaci zeleza

Prevazna c¢ast celkového télesného Zeleza je obsazena v bunéénych hemovych
skupinach. Dva ptiznaky spojené s deficitem HO-1, hypoferremie a uklddani zeleza ukazuji, ze
katabolismus hemu zprostiedkovany pomoci HO-1 je soucasti fyziologické homeostazy (Balla
et al. 2007).
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Jsou popsany dva odlisné bunéné mechanismy pro pouziti katabolizovaného
hemového Zeleza. Jedna cesta je zavisla na HO-1, kde volné Zelezo uvolnéné z hemu se
relativné uc¢inné uvoliluje do extracelularniho prostoru. Zdéa se, Ze druha cesta katabolismu
hemu, ktera je nezdvisla na HO-1 generuje volné Zelezo, které je predominantné zavadéno do
intracelularnich zasob, jako je feritin (Maines 1997).

Izoforma HO-2 je ziejmym kandiditem pro provadéni hematokatalytické drahy
nezavislé na HO-1. HO-2 se hlavné 1isi od HO-1 svou regulaci, protoze neni indukovan hemem
nebo oxidacnim stresem, ale ve vétSiné hlavnich organt je konstitutivnhé exprimovan na
relativné vysokych hladinach (Poss et al. 1995).

Mys HMOX-/- ptedstavuje zvifeci model pro poruchy zplisobené pietizenim zelezem u
Clovéka. Parenchymalni zatizeni Zelezem, které vykazuji zvitata HMOXI-/-, ma vysokou
podobnost s dédicnou hemochromatdzou, kterd je zplisobena mutaci genu hlavniho
histokompatibilniho komplexu tiidy I (Feder et al. 1996).

Zajimavé je, ze ptiznaky mysi HMOXI-/- jsou podobné pfiznakiim pacientl s anémii
chronického zanétu, ktefi také vykazuji hypoferremii se zvySenim zésob feritinu v séru a Zeleza
v tkdni (Means & Krantz 1992).

Aktivita HO-1 je silné regulovana zanétlivymi cytokiny (Kutty et al. 1994) a zda se, Ze
tento enzym je dilezity pro zachovani hladin Zeleza v séru a sniZeni zdnétu. Je mozné, Ze
v pribéhu chronickych zanétlivych onemocnéni je cesta uvoltiovani zeleza zahrnujici HO-1
omezena. Modulace aktivity HO-1 muize byt novym terapeutickym piistupem ke zlepSeni
hladin zeleza v séru a ke snizeni rozsahu zanétu u chronicky nemocnych pacienti (Poss &
Tonegawa 1997).

3.3.6.2 Neuroprotektivni role

Fungovani mozku je do znacné miry zavislé na dodani kysliku, protoze mozek
spottebovava velké procento (az 50 %) celkového kysliku dodavaného do téla. Za normalnich
fyziologickych podminek se vSak 2-5 9% celkového kysliku spotfebovaného bunikami
transformuje na reaktivni druhy kysliku (ROS). Pokud vSak dochdzi k nadmérné a neregulované
produkci ROS v centralnim nervovém systému (CNS), vede to k nékolika neurodegenerativnim
onemocnénim, jako je Parkinsonova choroba (PD), Alzheimerova choroba (AD),
Huntingtonova choroba (HD) a amyotropni lateralni skleroza (ALS) (Liu et al. 2017).

Objevuji se dikazy, ze HO-1 pomdha v prevenci patogeneze riznych
neurodegenerativnich chorob. Bylo zjisténo, Ze indukce HO-1 implikuje neuroprotektivni roli
pfi vystaveni celé fad¢ Skodlivych podnétl, a to jak ve zvifecich modelech, tak v tkanové
kultufe (Liu et al. 2017).

K indukci HO-1 dochézi jak v neuronech, tak v ostatnich mozkovych buikéch.
Astrocyty vykazuji silngj$i odpovéd’ HO-1 nez neurony (Chen 2014).

Mnoho studii popisuje ochrannou roli HO-1 proti riznym neurodegenerativhim
poruchdm. Cerebeldrni granulované bunky transgennich mysi s nadmérnou tvorbou HO-1 v
neuronech byly relativné rezistentni vici bunééné smrti zprostiedkované oxidacnim stresem
(Chen et al. 2000). KdyZ byla HO-1 nadmérné produkovana v neurondlnich butikach, bylo
zjiSténo, Ze se stanou rezistentni na oxidacni poSkozeni vyvolané glutamatem a H,O>. HO-1
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také pfi nadmérné expresi chrani neurony pied toxicitou indukovanou I1-methyl-4-
fenylpyridiniem (MPP) (Hung et al. 2008).

Indukce HO-1 ovliviiuje také dal§i parametry. Napiiklad u kortikalnich astrocytt
potkant se zd4, Ze aktivita HO-1 souvisi s urovni produkce prostaglandinu E2 (Vairano et al.
2001). Naopak snizeni aktivity HO-1 zvySuje nachylnost k oxidacnim a jinym stresovym
vyzvam. Bylo zjisténo, Ze astrocyty odebrané z knockout mysi v genu HMOX1, vykazuji vétsi
zranitelnost vi¢i toxicité vyvolané heminem ve srovnani s buiikami divokého typu (Chen-
Roetling & Regan 20006).

3.3.6.3 Role v kardiovaskularnim systému

Vyskyt kardiovaskularnich chorob je velice vysoky. Ewing a jeho spolupracovnici
poprvé prokazali primarni funkci HO-1 pfi udrzovéani srdecni homeostdzy pifi pozorovani
zvySené exprese HO-1 v srdci v reakci na hypertermii (Ewing et al. 1994).

Ve studiich u mysi s knockoutem genu HMOX1 (HMOXI- /-), hypoxie navozuje ve srovnani s
myS$mi divokého typu zavaznou dilataci a infarkt pravé komory (Yet et al., 1999).

Kromé toho mnoho studii vyuzivajicich specifické transgenni mysi modely odhalilo
snizeny pocet infarktu myokardu po poskozeni v disledku nadmérné exprese HMOX1 (Yet et
al. 2001). Nadmémné exprimovany HMOXI navic v modelu srdecniho selhani podporuje
neovaskularizaci a zlepSuje apoptozu (Wang et al. 2010).

HO-1 je také nutny pro angiogenni funkci progenitorovych bunék odvozenych z kostni
diené (Grochot-Przeczek et al. 2014) a poskytuje ochranu pied kardiovaskuldrnimi chorobami
(Pirro et al. 2009).

HO-1 hraje diilezitou roli pfi endotelidlni opraveé a ochran¢ cév (Lin et al. 2009), a tak
poskytuje zajimavy terapeuticky potencial pro endotelidlni progenitorové bunky (EPC)
(Bianconi et al. 2018).

3.3.6.4 Role v ledvinach

Pii akutnim poskozeni (AKI) a chronickém onemocnéni ledvin (CKD) hraje HO-1
dilezitou roli. Reguluje oxidacni stres a ma ochranny ucinek (Lever et al. 2016).

Poskozeni vedouci k bunéénému stresu destabilizuje intraceluldrni proteiny hemu a
vede k tvorbé reaktivnich druhii kysliku (ROS) a peroxidaci lipidi. Pfi poskozeni ledvin ma
oxidacni stres za nasledek destabilizaci intracelularnich hemovych proteinti, poskozeni organel
a smrt bunck. HO aktivita je prosp&$na pii oxida¢nim stresu diky produkci antioxidantu
bilirubinu (Hull & Agarwal 2014) a vazodilatacniho CO (Hoetzel et al. 2007), které jsou

Existuje mnoho diikazli o dalezitosti HO-1 pfi udrzovani homeostazy v ptitomnosti
oxida¢niho stresu a podileni se na patofyziologii mnoha orgénovych systému (Lever et al.
2016).

Ledviny se setkdvaji s endogennimi i exogennimi toxiny i vazanymi Zelezem z ob¢&hu.
Oxidacni stres vyvolany volnym hemem je dalezitym fyziologickym mechanismem indukce
HO-1. Krom¢ toho nehemové molekuly, jako jsou tézké kovy, endotoxin, UV zafeni,

36



prostaglandiny, H>O3, urcité rastové faktory, cytokiny a dalsi stimuly mohou indukovat HO-1
v ledvinéch (Sikorski et al. 2004).

Byly vyvinuty rekombinantni zvifeci modely ke studiu tlohy HO-1 v riznych
biologickych procesech ledvin. HO-1 je indukovan ve zvifecich modelech ischémie,
hypertenze, glomerulonefritidy, akutniho a chronického onemocnéni ledvin (Lever et al. 2016).

Hemem indukovana exprese HO u hypertenznich potkanii snizuje krevni tlak. CO, jeden
z produktti reakce HO, reguluje cévni tonus. Pisobeni CO v relaxaci vaskularniho ténu je
obzvlaste¢ dulezit¢ v modelu diabetického onemocnéni ledvin, které se vyznacuje nizkou
biologickou dostupnosti NO v ledvinach. CO zprostfedkovava vazoaktivni G€inky syntézou
cGMP, aktivaci K+ kanali a blokddou vazokonstrik¢niho endotelinu-1. Produkce CO pomoci
vykazuje antioxidacni vlastnosti (Kim et al. 2011).

Souhrnné Ize funkci enzymového systému HO-1 v patofyziologii onemocnéni ledvin
shrnout v nékolika bodech. (i) HO-1 je indukovan v ledvinach jak u zvitecich modeli, tak u lidi
s riznymi onemocnénimi ledvin; (ii) Hladiny exprese HO-1 urcuji prubéh onemocnéni ledvin
- nedostatek nebo inhibice HO-1 u zvifecich modeld zhorSuje renalni strukturu a funkci a
zvySena exprese je ochranna; (iii) hladiny HO-1 v plazm¢ a moc¢i byly zahrnuty jako biomarkery
pro AKI u zvifecich modelt 1 lidi; (iv) polymorfismy v lidském promotoru HO-1 koreluji s
expresi HO-1 a vysledky u nékolika onemocnéni ledvin; v) mnoho farmakologickych intervenci
pouzivanych v predklinickych modelech onemocnéni ledvin (erytropoetin, IL-10) jsou silnymi
induktory HO-1 a zprostiedkovavaji jejich uc€inky, alesponi ¢astecné, prostfednictvim Indukce
HO-1; a (vi) probiha n¢kolik klinickych studii zaméfenych na drahu HO-1 v ledvinach. Proto
enzymovy systém HO-1 ptedstavuje diilezity cil pro zasah do patogeneze akutni a CKD (Lever
et al. 2016).

3.3.6.5 Role v jatrech

Akutni a chronickd onemocnéni jater, véetné akutniho selhédni jater, alkoholické nebo
virové hepatitidy, chronického zanétu, fibrozy, cirhdzy a hepatocelularniho karcinomu, jsou
zivot ohrozujicimi onemocnénimi, které mohou vést az k nutnosti transplantace jater. HO-1 a
jeho reakéni produkty degradace hemu jsou spojeny s cytoprotekci. Typickym piiznakem
nedostatku HO-1 u ¢lovéka a je depozice Zeleza v jatrech, oxida¢ni poSkozeni spojené s anemii,
poskozeni tkani a chronické zanéty (Sass et al. 2012).

Indukce HO-1 nebo aplikace jejich produkti u zvifecich modelti ma ptiznivé u€inky pfi
akutni hepatitid€ a sepse. V mysim modelu akutniho zanétlivého poskozeni jater indukce HO-
1 snizila expresi cytokind, chranila mysi pfed poskozenim jater a prodlouzila pieziti (Sass et al.
2004). Podobné ucinky byly pozorovany u mysi a potkant pfi sepsi (Tsoyi et al. 2009).

VSechny tii produkty degradace hemu, tzn. CO, Zelezo a bilirubin, jsou spojeny
s cytoprotekci a maji CasteCny vliv na zanétlivé procesy. Aplikace CO neinterferovala
s uvoliiovanim cytokinti v my$im modelu imunitné zprosttedkovaného poSkozenti jater, ale byla
schopna potlacit hepatocelularni apoptézu (Sass et al. 2004). AvSak exprese HO-1 je
indukovatelna exogennim CO, coZ naznacuje, ze pozorované protizanétlivé reakce CO by
mohly byt sekunddrnim uc¢inkem zprosttedkovanym indukei HO-1 (Lee at al. 20006).
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Druhy produkt biliverdin podobn¢ jako CO neinterferoval s uvoliiovanim cytokint ve
stejném modelu, ale kombinace CO a biliverdinu potlacovala produkci cytokinti (Sass et al.
2004).

Zelezo jako produkt HO-1 muize hrat také vyznamnou roli pfi zanétu jater. Kupfferovy
buiiky, které produkuji prozanétlivé cytokiny (TNF- a, IL— 6), hraji také klicovou roli pfi
recyklaci Zeleza. Masivni vychytadvani hemu napi. béhem sepse vede k indukci HO-1 u
makrofagl. HO-1 je schopen potlacit uvoliiovani cytokinii z téchto makrofagt a tim regulovat
imunitni reakci. Na druhou stranu aplikace Fe?" na Kupfferovy buiiky zvySuje uvoliiovani TNF
— 0, coz je pfipisovano aktivaci promotoru IKK a NF-kB. Navic Zelezo ziskané¢ z hemu je
primarnim zdrojem Kupfferovych bunék pro aktivaci Nf-Kb a expresi prozanétlivych genti jako
je TNF — a a IL-6 (She et al. 2002).

U chronického zénétu je prokazano, Zze indukce HO-1 interferuje s aktivaci
Kupfferovych bunék a uvoliovanim TNF — a (Mandal et al. 2010). Pfiznivé u¢inky indukce
HO-1 byly popsany ve studii, kde nedostatek transportéru Mdr2 u mysi ma za nasledek
akumulaci cholesterolu a fosfatidylcholinu a tim dochazi k chronickému zanétu a fibroze.
leukocytii, makrofagt a neutrofilnich granulocytii (Mauad et al. 1994). Tato indukce HO-1 je
schopna interferovat s chronickym zanétem, jeho progresi na fibrozu a také tesi jiz existujici
fibrozu.

Existuje také Skodlivy vliv HO-1 a to hlavné pfi karcinogenezi, pokud je nadmérné
exprimovan v nadorovych bunikach. Je zjisténo, ze HO-1 se nadmérné tvoti v riznych typech
rakoviny. Tato exprese davad vyhodu nadorovym bunkam pro pteziti. Tato hypotéza je
podpofena pozorovanim, kdy inhibice exprese aktivity HO-1 podporuje apoptoézu v buiikach
rakoviny jater in vivo i in vitro. Dochazelo ke zvySenému poSkozeni nadorovych bunck a
apoptdze, snizeni proliferace, snizeni rastu HCC (hepatocelularni karcinom) a snizeni
angiogeneze (Sass et al. 2008).

Antiapoptotické vlastnosti HO-1 jsou hlavné pfisuzovany jeho produktu CO. CO ptimo
ovlivilyje jaterni apoptozu. Ukazalo, ze HO-1 a CO chrani primarni hepatocyty proti apoptoze
indukované superoxidy (Berberat et al. 2003).

Chronické infekce viry hepatitidy B a C je hlavni pfi¢inou Skodlivych a progresivnich
zangtlivych procest v jatrech, které casto vedou k hepatocelularnim karcinomtim. Indukce nebo
nadmérnd exprese HO-1 je schopna interferovat s HBV i s replikaci HCV (Protzer et al. 2007).
Indukce HO-1 potlacila replikaci HBV piimo v hepatocytech a posttranskripénim kroku tim, Ze
snizila stabilitu jadrového proteinu HBV a tim dopliiovani HBV cccDNA (kovalentné uzaviena
kruhovd DNA) (Protzer et al. 2007). Béhem infekce HCV byla zvySena exprese HO-1 a sniZzena
exprese transkripéniho faktoru Bachl1 (Ghaziani et al. 2006). HO-1 je vSak sniZena v buné¢nych
liniich, které exprimuji zdkladni protein HCV. Jadrovy protein HCV je tedy zodpovédny za
regulaci HO-1 v infikovanych bunikach (Wen et al. 2008).

Klicovy vyznam HO-1 jako ochranného enzymu byl prokazan v disledku jeho
nedostatku. To ma za nésledek vyraznou atrofii hepatocytli, prominentnich Kupfferovych
bunck a makrofagt s lozisky Zeleza (Kawashima et al. 2002). U zvifecich modelti se ukazalo,
ze HO-1 vykazuje Sirokou Skalu hepatoprotektivnich uc¢inkt. A¢koliv je HO-1 indukovatelny
riznymi stresovymi stimuly, nejsou k dospozici zadné specifické induktory, které by mohly byt
pouzity pro klinickou terapii. Induktory pouzivané ve studiich na zvifatech nejsou vhodné pro
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pouziti u pacientli (Sass et al. 2012). Nicméné HO-1 a jeho produkty nesou velky lécebny
potencial, ktery miiZze byt pfeveden na terapii u lidi.

3.3.6.6 Role pfi karcinogenezi

Navzdory prospésnému mechanismu cytoprotekce pomoci HO-1 v riiznych stresovych
podminkach, je jeho indukce spojena s vyvojem nékolika nemoci (Prawan et al. 2005).

Ve své roli, kterd spociva v poskytnuti ochrany buitkdm bylo pozorovéano, ze HO-1
zvySuje preziti a potlacuje apoptotické drahy v téchto bunikach (Abdalla et al. 2015). ZvySené
preziti a potlaceni apoptdzy miZe vést k jejich nekontrolované proliferaci, a tak vést k pokroku
smérem ke karcinogenezi, metastdzim a dalSim onemocnénim (Nitti et al. 2017).

HO-1 puisobi jako cytoprotektivni latka v normalnich tkanich vystavenych rtiznym
podnétim. Je indukovan v reakci na celou fadu podnétli véetné karcinogentl a jeho zvySena
exprese dodava builkkdm ochranu. Mnoho udajli ziskanych do dne$ni doby uvadi zvySenou
expresi enzymu HO-1 v nddorech, ve srovnani s okolnimi normalnimi tkdnémi. Tato zvySena
exprese HO-1 byla odhalena u lymfosarkomu, adenokarcinomu, hepatomu, glioblastomu,
melanomu, rakoviny prostaty, Kaposiho sarkomu, skvamézniho karcinomu, rakoviny slinivky
a mozkovych nadort (Nitti et al. 2017).

Exprese HO-1 miize byt zvySena v reakci na dimethylaminoazobenzen (DAB)
indukujici jaterni karcinogenezi. Navic indukce HO-1 muze také probihat v reakci na nékteré
chemopreventivni slouceniny. Napftiklad diallyl sulfid (DAS) zvySuje expresi HO-1 zvySenou
tvorbou ROS a naslednym zvySenim aktivity transkripnich faktorG Nrf2, extraceluldrni
signalné regulované kindzy (ERK) a p38 kinaz (Gong et al. 2004).

Indukce enzymu HO-1 geneticky nebo pomoci farmakologickych induktort byla
navrzena tak, aby poskytovala prostfedi nadorovym buiikdm a proptijcovala rezistenci vici
chemoterapii a radioterapii. Kromé toho, HO-1 chrani tyto buniky pfed oxidacnim stresem svym
antioxidaénim mechanismem (Nitti et al. 2017). Toto zvysené preziti je pravdépodobné
zpiisobeno antiapoptotickou vlastnosti HO-1 a zvySenou angiogenezi (Dulak et al. 2008).

Antiapoptoticky aspekt HO-1 byl dfive prokazan jak v in vitro, tak v in vivo modelech
zanéth a nadorl. Je zndmo, ze HO-1 brani apoptoéze hlavné aktivaci p38 kinazové drahy. U
mnoha karcinomt je vSak apoptdze zabranéno zapojenim Akt / protein kinazy B (Goswami et
al. 2006).

Jedna dalsi studie ukdzala, Ze nadmérné exprese HO-1 chranila rakovinné bunky ledvin
pted apoptdzou indukovanou rapamycinem a sorafenibem a pomohla nddorovym buiitkdm rtst
tim, Ze blokovala jejich apoptotické a autofagické drahy. Kromé toho bylo publikovano, Ze
kdyz je HO-1 nadmérné exprimovan, zvysSuje expresi antiapoptotického proteinu Bel-xL a
snizuje expresi autofagickych proteinii Beclin-1 a LC3B-II. Ale pfi knockdownu HO-1 se
snizuje exprese Bcl-xL a vyrazné zvySuje LC3B-II (Banerjee et al. 2012).

Indukce HO-1 neochrani buiiky vzdy pted apoptoézou, jak se diive myslelo. Studie
prokédzaly, ze HO-1 nebyl schopen zabranit apoptéze vyvolané chemoterapii v modelu
karcinomu prsu (Andreadi et al. 2006).

HO-1 také hraje klicovou roli v angiogenezi. Angiogeneze je nezbytny proces pro trvaly
rist a invazi nadord. V kultivovanych endotelidlnich buiikach bylo prokdzano, ze zvySené
hladiny HO-1 se podileji na regulaci vaskularniho endotelidlniho rastového faktoru (VEGF) a
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receptory VEGF zvySovaly proliferaci a migraci endotelidlnich bun€k a podporovaly
angiogenezi. Na druhou stranu inhibitor HO-1 (mesoporfyrin cinu) pfechodné zpomalil riist
nadoru (Jozkowicz et al. 2003).

Inhibice HO-1 je novym cilem v boji proti rakoviné (Nitti et al. 2017). Napiiklad v
bunécné linii odvozené od chronické myeloidni leukémie K562 byla proti apoptéze pouzita
nadmérna exprese HO-1. Uginnost takové 1é¢by byla také potvrzena na modelech in vivo
(Mayerhofer et al. 2004).

U adenokarcinomickych mysi, které¢ byly léCeny fotodynamickou terapii, byl rust
nadortt do znaéné miry pozorovan diky zvySené expresi HO-1 (Nowis et al. 2006). Bylo
pozorovano, ze kurkumin indukuje expresi HO-1, a tak utlumuje jeho antiinvazivni ucinek pfi
1é¢bé rakoviny. Uginek HO-1 na expresi rakovinové kritickych genti (onkogendl a tumor
supresorovych gentl) by vyznamné pomohl pochopeni vztahu mezi aktivaci HO-1 a patogenezi
raznych nemoci. Bohuzel je vSak o této zalezitosti k dispozici jen velmi malo udaji (Momtazi
et al. 2016).

Jedna zprava vSak ukazuje, ze HO-1 neovliviiuje telomerdzovou reverzni transkriptazu

(TERT), ktera hraje hlavni roli v progresi rakoviny regulaci telomerazy. Studie knockdown
HO-1 nebo zvifeci modely lécené farmakologickymi inhibitory HO-1 navic pomohou pfi
stanoveni skute¢ného tc¢inku aktivity HO-1 na progresi riznych nemoci a rakovin a naopak, tj.
ucinku téchto nemoci na expresi HO-1 (Ghattas et al. 2002).
(Murakami et al. 2012). Kratsi (GT) opakovani byla spojena s nizkym rizikem rtznych lidskych
rakovin, jako je karcinom jicnovych skvamocelularnich bunék, plicni adenokarcinom, rakovina
prsu, karcinom skvamoéznich bunék Gstni dutiny, adenokarcinom Zaludku a maligni mezoteliom
(Murakami et al., 2010). Nékteré zpravy vSak spojuji kratsi (GT) opakovani s vy$Sim rizikem
rakoviny u rakoviny slinivky, melanomu a rakoviny zaludku (Sawa et al. 2008).

3.3.6.7 Role v reprodukci a embryonalnim vyvoji

Vajecnik je vysoce organizovany kompozit zdrodecnych bunék (oocytll) a somatickych
bun¢k (granulosa, buniky theky a stromalni butiky), jejichz interakce diktuji tvorbu folikulti
obsahujicich oocyty, vyvoj oocytl, ovulace a tvorba corpus luteum. Mnoho déji u dospélych
vajecnikl je fizeno dvéma hormony, folikuly stimulujicim hormonem FSH a luteinizacnim
hormonem LH, vyluCovanymi z ptedni hypofyzy pod kontrolou pulzti hormonu GnRH
(gonadotropin releasing hormone) v hypotalamu (Richards & Pangas 2010).

Hem oxygenaza, kterd katalyzuje degradaci hemu a tvorbu oxidu uhelnatého,
lokalizovana v pfedni hypofyze potkani méni sekreci gonadotropinii a prolaktinu
(Alexandreanu & Lawson 2003). Hem oxygendza lokalizovana ve vaje¢niku potkana ma
moznou stimulacéni roli pfi produkci ovaridlnich steroidt skrz endogenni CO (Alexandreanu &
Lawson 2003).

Oocyty po dosazeni profaze prvniho meiotického dé€leni ziistdvaji po dlouhou dobu
zastaveny. Toto zastaveni je nezbytné pro diferenciaci oocyti. Chromosomy v profazi I jsou
organizovany do bivalentd. Vytvafeni bivalenti vyzaduje kondenzaci a zhutiovani
chromozom. Tento proces predstavuje vyznamné omezeni genové exprese (Costa et al. 2016).
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Konfigurace chromatinu v zadrode¢ném véacku (GV) prochazi dynamickymi zménami
béhem riistu oocytll, ale presto je zndmo jen malo mechanismt regulujicich remodelaci
chromatinu v oocytech. Doprovodné granulézni buniky hraji roli v modulaci konfigurace
chromatinu a nésledné transkripéni aktivit€¢ v genomu oocytti (De La Fuente & Eppig 2001).

Oocyty byly v této praci pouzity pro zjisténi potfebného mnozstvi oocyti nutného pro
uspésnou izolaci RNA pomoci izola¢niho kitu pouzivaného v laboratofich Katedry genetiky a
Slechténi.

Piestoze se HO-1 podili hlavné na udrZzovani (recyklace, homeostazy) zeleza, studie
prokazaly, Ze je spojen s fadou téhotenskych poruch u lidi.

Naptiklad v lidské populaci bylo zjisténo, Zze hladina exprese HMOXI byla sniZzena
v pfipadé opakovanych potratl, spontdnnich potrati, hypertenze vyvolané téhotenstvim,
preeklampsie, vrozenych vad a omezeni ristu plodu (Bainbridge & Smith 2005). Ukézalo se,
ze HO-1 hraje prospéSnou roli pfi udrzovani zdravého té€hotenstvi a Ze komplikace béhem
téhotenstvi maji souvislost s nedostatkem tohoto enzymu nebo nizkou expresi genu HMOXI na
stran¢ matky.

I kdyz je studium gent diilezité v oblasti lidské embryologie, nejsou takové studie vzdy
mozn¢é kviili zjevnym omezenim pouziti lidi v experimentalnim systému a dostupnosti lidskych
embryi pro védecky vyzkum. Proto je lidskd embryologie rozsdhle studovana pomoci riznych
druhti jako experimentalnich modelovych systému (Gilbert 2003).

Mysi jsou vhodnym modelem pro studium embryologie, protoze vétSina aspektth mysi
embryogeneze se podoba aspektim lidskym. Je vSak nutné poznamenat, Ze vyvoj u mysi se
také 1i$1 v n¢kolika dulezitych aspektech od vyvoje u lidi (Gilbert 2003).

Geneticky manipulované transgenni a knock-out mysi linie jsou zvifecimi modely, které
mohou definovat fyziologickou funkci geni béhém embryonalniho vyvoje. Ve skutecnosti je
smrt ¢asného embrya Casto spojena s narusenim zakladnich bunécnych funkci. Naptiklad ve
studii provedené¢ O’Malleyovou a kol., mysi s nedostatkem progesteronového receptoru rostly
normalné az do dospélosti, ale vykazovaly vyznamné defekty v né¢kolika reprodukénich tkanich
(Lydon et al. 1995).

Vjiné studii bylo prokdzano, Ze u mysi postradajicich cykloogenazu-2 doslo k
mnohocetnym defektim v samicich reprodukcnich procesech, véetné neschopnosti ovulace,
selhani oplodnéni a implantace, které jsou vSechny spojeny s hladinou exprese HMOX! (Ejima
& Perrella 2004).

Generace mysi s mutaci v genu HMOX]I odhalila kli¢ovou roli HMOXI v homeostaze
zeleza, jakoz 1 v t¢hotenstvi a embryonalnim vyvoji. V téchto studijich byla linie HMOXI-/-
mys$i vyvinuta nahrazenim exonu 3-5 genu HMOX]1 za sekvenci rezistence na neomycin (Poss
& Tonegawa 1997). Kdyz byly mysi HMOXI-/- ktizeny, neprodukovaly zivotaschopné
potomky. Kdyz vSak byly mySi HMOXI+/- kiiZeny, zivotaschopnost potomstva HMOXI-/-
byla extrémné nizkd (~5 %) ve srovnani s o¢ekavanymi Mendelovymi segrega¢nimi poméry
(25 %). Kromé toho byli jedinci HMOXI-/- mirn€ mensi nez vthy HMOXI1+/+ a HMOX1+/-
vrhu od narozeni a v pritbé¢hu rané dospélosti. Jiz ve véku 25 tydnit maji mysi HMOXI-/-
tendenci byt Stihlé, Spatné vypadajici a neplodné a zdélo se, Ze jsou méné aktivni nez mysi
HMOXI+/+ a HMOX]I+/- (Otterbein et al. 2000).

Tato pozorovani naznacuji, ze HMOXI hraje zésadni roli v udrzeni uspé$ného
téhotenstvi.
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3.3.6.8 Role v angiogenezi

Formovani novych krevnich cév je ptisné regulovano a zavisi na aktivitach riznych
rustovych faktorti a jejich receptorti. Je to proces, ktery zacina v casném embryonalnim vyvoji
a pokracuje s omezenimi v postnatalnim zivoté (Dulak et al. 2004).

Obecné existuji tii mechanismy tvorby a remodelace novych krevnich cév, které se

oznacuji jako vaskulogeneze, angiogeneze a arteriogeneze (Carmeliet 2004).
Vaskulogeneze oznacuje tvorbu krevnich cév de novo endotelovymi progenitorovymi buitkami,
které vznikaji z riznych embryonalnich oblasti nebo z dospélé kostni dfené. Angiogeneze
oznacuje vznik novych kapilarnich vétvi zjiz existujicich krevnich cév. Arteriogeneze je
definovéna jako remodelace jiz existujici cévy za ucelem zvyseni jejiho luminalniho priméru
v reakci na zvySeni pratoku krve (Carmeliet 2004).

Hlavnim medidtorem angiogeneze je vaskularni endotelidlni ristovy faktor (VEGF).
Béhem vyvoje je hladina VEGF rozhodujici pro zdravy rist. V dospélosti je syntéza VEGF
siln¢ indukovéana fadou podnéti jako je hypoxie, cytokiny, riistové faktory, oxid dusnaty a
reaktivni druhy kysliku (Ferrara et al. 2003).

Hypoxie je silnym induktorem exprese HO-1. Zapojeni HO-1 do tvorby krevnich cév
bylo prokézano u nadorti, ran a v riznych experimentalnich modelech angiogeneze. Nadmérna
aktivita HO-1 podporuje riist endotelialnich bunék a tvorbu kapilar in vitro, zatimco inhibice
exprese tyto ucinky snizuje (Li Volti et al. 2005). Studie in vivo ukazala, ze angiogenni
mediatory jako je VEGF a SDF-1 (stromal cell derived factor 1) podporuji expresi HMOXI a
ze lokalni inhibice HMOX1 blokuje angiogenezi (Deshane et al. 2007).

Role HO-1 vangiogenezi se ukazuje jako slozitd. Nadméma tvorba HO-1 je
proangiogenni. ZvySena aktivita HO-1 zlepSuje syntézu VEGF a endotelidlni buitky nadmérné
exprimujici HO-1 vykazuji zvySenou angiogenni aktivitu. Podobné¢ je G¢inek induktorti exprese
HO-1 jako cytokiny nebo NO také proangiogenni. Nelze vSak vyloucit, ze n€které angiogenni
ucinky zptsobené nehemovymi induktory HO-1 jsou na HO-1 nezéavislé. Snizeni tvorby
zangtlivych cytokinii, ovlivnéni syntézy NO a oslabeni produkce ROS dava HO-1
antiangiogenni funkci (Dulak et al. 2004).

3.3.6.9 Protizanétliva role

Zanét je komplexni reakce imunitniho systému v mistech infekce, expozice toxinu nebo
poskozeni bunc¢k. Ackoli je HO-1 exprimovan ve vsSech builkkdch a tkéanich, zda se, ze
protizanétlivé ucinky HO-1 jsou kriticky zavislé na jeho funkcich specifickych pro bunécény typ
(Paine et al. 2010).

Indukce HO-1 chréani pted cytotoxicitou oxida¢niho stresu a apoptotickou bunécnou
smrti. Pfiznivé ochranné ucinky HO-1 pfi zanétu jsou zprosttedkovany nejen enzymatickou
uhelnatého (Paine et al. 2010).

Myeloidni buniky zahrnuji monocyty, makrofagy a dendritické¢ buiky, které hraji
zasadni regulacni roli v pfirozeném a adaptivnim imunitnim systému (Geissmann et al. 2010).
Naptiklad makrofadgy pfijimaji a ni¢i mikroorganismy a tvofi prvni linii obrany. Jsou
aktivovany riznymi imunologickymi stimuly, jako jsou mikrobidlni produkty a cytokiny, aby
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iniciovaly zané¢tlivé imunitni odpovédi (Zhang & Mosser 2008). U makrofagt hlodavcl bylo
prokézano, ze HO-1 je regulovan lipopolysacharidem (LPS), ktery pak zeslabuje expresi
riznych prozanétlivych geni vcetné cyklooxygendzy-2, indukovatelné syntazy oxidu
dusnatého (iNOS), TNF nebo interleukinu (IL-6) (Kapturczak et al. 2004). Mysi s myeloidni
bunééné specifickou genetickou deficienci HO-1 vykazovaly defekt drahy interferonu spolu s
patologickymi imunitnimi odpovéd’'mi u experimentalné vyvolanych infekci a experimentalni
autoimunitni encefalomyelitidy (Tzima et al. 2009).

HO-1 je také dualezity pro funkci dendritickych bunék, které¢ jsou hlavni bunécnou
populaci pro prezentaci antigenu a pro iniciaci adaptivnich imunitnich odpovédi. Konkrétné
bylo prokazano, Ze cilend regulace HO-1 moduluje maturaci a bunécné specifické funkce
dendritickych bunék v lidskych a mySich modelech (Park et al. 2010). Zd4 se, ze HO-1 ma
vSestranné funkce prostiednictvim imunomodulace myeloidnich bunék.

Endotelialni vrstvy jsou uzce spojeny se zanétem, protoze piedstavuji bariéru mezi
perifernim proudem krve a zanicenymi tkdnémi. Endotel reguluje nabor a migraci
imunologicky aktivnich krevnich bunék, jako jsou polymorfonukledrni leukocyty a T
lymfocyty do mista zanétu (Cook-Mills & Deem 2005). Ukazalo se, ze HO-1 ptimo ovliviiuje
bunécné interakce polymorfonuklearnich leukocyti s endotelidlnimi bunikami na modelu
potkanli in vivo, ve kterém zvySena aktivita HO snizila adhezi téchto buné€k beéhem
experimentalnich oxidacnich stresovych podminek. Nezdvisle byly pozorovany hlavni
patologické zmény endotelu u knockoutovanych mysi HO-1, u kterych byly endotelialni buiiky
nachylnéjsi k apoptotické bunééné smrti a denudaci z extracelularni matrice (True et al., 2007).
zprostfedkovana pomoci jeji schopnosti snizovat expresi ruznych adheznich molekul
indukovanou TNF (Soares et al. 2004). HO-1 tedy pusobi proti zénétlivym reakcim
prostiednictvim modulace riznych funkci endotelidlnich bunék.

Hem vykazuje protichidné biologické funkce. Na jedné strané hem hraje fyziologickou
roli pii pfenosu kysliku a mitochondridlnich elektronli jako zadkladni prostetické skupiny
hemoglobinu, myoglobinu a cytochromti (Mense & Zhang 2006). Na druhé stran¢ je volny
protein bez vazby na bilkoviny vysoce toxicky, protoze miZe zplsobit oxidacni stres.
Vzhledem k prooxida¢nim vlastnostem volného hemu, které byly ukdziny na rtiznych
modelech zivocisnych a bunécnych kultur, je enzymatickéd syntéza a degradace této molekuly
pfisné kontrolovana (Ryter & Tyrrell 2000). Nedavno bylo prokazano, Ze volny hem ma
prozanétlivé vlastnosti. Ukdzalo se napiiklad, Ze hem je odpovédny za zvySeny piilivu
leukocytli do organti béhem experimentalniho zanétu in vivo. Lze si tedy predstavit, ze

-----

e w1

byla objevena teprve v poslednich letech (Kapitulnik & Maines 2009). Ochrana pted
experimentalnim zadnétem prostfednictvim biliverdinu odvozeného od HO-1 byla prok4zéana na
zvitecich modelech prozanétlivych kardiovaskularnich poruch a gastrointestinalnich poruch.
Nezavisle se na ochrané pfed endotelidlni aktivaci a dysfunkci v lidskych endotelidlnich
aortalnich bunkach podileji prospésné ucinky BR (Paine et al. 2010).

Piestoze je CO obecné povazovano za toxicky plyn, bylo také zjisténo, Zze mé hlavni
fyziologické funkce jako signalni molekula. Konkrétné se ukazalo, ze CO odvozeny z HO-1 se
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podili na regulaci apoptdzy, vazodilatace a zanétu. Podobné jako signaliza¢ni plyn NO, CO
reguluje produkci cGMP a tento mechanismus se podili na dalSich funkcich CO, jako je
vazodilatace a blokovani proliferace bunék hladkého svalstva. Hlavni potencial pro budouci
terapeutické aplikace mohou mit molekuly uvoliujici CO (CORM), coz jsou slouceniny, které
dodévaji CO do svych cilovych mist bez toxicity plynného CO (Motterlini et al. 2005).

Souhrnné, HO-1 plsobi proti zanétlivym reakcim prostiednictvim metabolické premény

v

prozanétlivého hemu a produkei protizdnétlivych slouc¢enin BR a CO.

Bylo provedeno velké mnozstvi studii k vymezeni riiznych tloh HO-1 pfi zanétlivych,
neurodegenerativnich a jinych stresovych stavech. Skute¢na role HO-1 v riznych stresech v§ak
dosud nebyla objasnéna. Nekolik studii navrhlo prospésné role HO-1 u lidi, napt. chrani tkané
pted riznymi stresy. Zatimco jini uvedli, zapojeni HO-1 do progrese onemocnéni. Zda se, Ze
HO-1 ve snaze chranit buiiky pfed stresem nedobrovolné vede k n¢kolika Skodlivym staviim
vcetné neurodegenerativnich chorob a rakoviny. Proto se indukce HO-1 v riiznych stresovych
podminkach jevi jako nezbytné zlo. Existuje tedy potifeba hledat spojeni mezi HO-1 a
kandidatnimi geny (jako jsou onkogeny a tumor-supresorové geny u rakovin) zapojené do
raznych nemoci, aby se identifikovala skute¢na role HO-1. To bude vyznamné pii odhalovani
vztahu mezi aktivaci HO-1 a etiologii takovych chorob. Ddle to nakonec pomize vyuzit HO-1
jako potencialni terapeuticky cil pro zmirnéni riznych stresovych onemocnéni.

3.4 Metody pro analyzu exprese genti

Pro kvantifikaci mRNA zriznych vzorkd se pouzivaji rizné metody. Tyto metody
zahrnuji in situ hybridiza¢ni techniky, testy na ochranu pfed RN4zami, Nothern blotting a qRT-
PCR. Mnoho z téchto technik je stale pouzivano pro analyzu genové exprese v prokaryotickém
1 eukaryotickém systému. Teoreticky I1ze kazdou z vySe uvedenych technik pouzit ve spojeni
s jinymi technikami a testy pro detekci specifickych RNA a pfesné stanoveni hladin exprese.
Nothern blotting je jedinou metodou, ktera poskytne informace tykajici se velikosti transkriptu
a integrity vzorkti RNA. Hybridizace in situ mtize byt pouzita k lokalizaci exprese specifického
exprese na urovni jedné bunky a mize byt provedena na velkém poctu vzorkli a mnoha riznych
genech ve stejném experimentu (Sharkey et al. 2004).

Protoze qRT-PCR nabizi nejcitlivéjsi a nejflexibilngj$i metodu pro detekci exprese
jednotlivych nebo vice gentl, je stale vice spojovana s riznymi jinymi strategiemi pro absolutni
kvantifikaci. V kompetitivni RT-PCR (cRT-PCR) jsou zndma mnozstvi vnitiniho standardu
koamplifikovéana ve stejné reakéni zkumavce se sledovanou sekvenci, coz umoziuje stanovit
urovng exprese zkoumaného genu (gentl) (Freeman et al. 1999).

3.4.1 Testrezistence k RNaze (RPA)

Test rezistence k RNaze je citlivou metodou, kterd lokalizuje specifickou molekulu
RNA ve smési izolované z biologického materialu (viz Obr. 23) (Qu & Boutjdir 2007).

Zacina piipravou znacené sondy. RNA sonda je syntetizovana bakteriofagovou RNA
polymerazou (SP6, T7, T3), kterd iniciuje transkripci ze specifickych fagovych promotort,
které byly zkonstruovany do fady béznych plazmidovych vektorii. Vznika tak komplementarni
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RNA sonda kvyizolované mRNA. Radioaktivné znacend sonda nasedd na mRNA
vyizolovanou z pozadovanych bunék, pficemz hybridiza¢ni reakce probihd nékolik hodin.

K hybridiza¢ni reakci je poté pfidana RNaza. Tato nukledza $tépi jednovldknové
nespecifické molekuly mRNA, ale hybridi RNA-RNA jsou rezistentni vii¢i $tépeni. Velikost
rezistentntho  fragmentu mulze byt stanovena elektroforézou na denaturujicim
polyakrylamidovém gelu s vysokym rozliSenim (Carey et al. 2013).

Hlavni vyhodou RPA je vysoka citlivost a soucasna detekce a kvantifikace vice cilovych
mRNA v jediném vzorku. Primarnim omezenim této metody je nedostatek informaci o velikosti
ptepisu, ktery zavisi na velikosti sondy. Metoda se podoba Northern blottingu, ale ptiprava sond
je mnohem pracnéj$i. I pfes nevyhody se metoda stale pouziva ke studiu exprese genil (Qu &

Boutjdir 2007).
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3.4.2 In situ hybridizace

In situ hybridizace (ISH) je technika, kterd umoziuje ptesnou lokalizaci specifického
segmentu nukleové kyseliny v morfologicky konzervovanych chromozomech, buiikdch nebo
histologickych tfezech. Zékladem ISH je to, Zze nukleové kyseliny, pokud jsou dostate¢né
konzervovéany v histologickém vzorku, mohou byt detekovany aplikaci komplementarniho
fetézce nukleové kyseliny, ke které je pfipojena reportérovd molekula (sonda). Vizualizace
reportérové molekuly umoznuje lokalizovat DNA nebo RNA sekvence v heterogennich
bunécnych populacich (Lee et al. 2013).

Optimalizace tkanového zpracovani, véetné fixace a skladovani je dulezita pro detekci
intracelularnich nukleovych kyselin. Musi se zachovat DNA/RNA a tkanova morfologie. Pro
hybridizaci se pouzivda mnoho rGznych typt sond. Pii vybéru sondy je dulezité vzit v ivahu
citlivost, specifitu, jak snadno sonda pronika do tkané, aplikace a reprodukovatelnost metody.
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Sondy, které lze pouzit zahrnuji dvouvlaknové DNA sondy, jednovlaknové antisense RNA
sondy (robiproby), jednofetézcové DNA sondy generované polymerdzovou fetézovou reakci,
syntetické oligodeoxynukleotidové sondy a oligoribo sondy (Jensen 2014).

Hybridiza¢ni sondy mohou byt oznageny dvéma zplsoby. Radioaktivnimi izotopy (**P,
338, 3H) nebo neradioaktivnimi latkami (biotin, digoxigenin, fluorescen¢ni barva). Vyhodou
radioaktivné znacenych sond je jejich schopnost detekovat ve velmi malém mnozstvi
transkripti. Maji vSak také nékterd hlavni omezeni, jako velmi dlouhé doby expozice a relativné
Spatné rozliSeni v zavislosti na pouZzitém radioizotopu. Neradioaktivné znacené sondy vyrazné
zlepSily metodu ISH zkracenim doby a vynikajicim histologickym rozliSenim (Morris et al.
1990).

Hlavni vyhodou hybridizace in situ je to, Ze umoziiuje maximalni vyuziti tkané, kterou
je obtizné ziskat (napf. embryi, zkané z klinické biopsie). Na stejné tkani lze provadét stovky
raznych hybridizaci. Nevyhodou pouziti je obtiznost identifikace cill, které maji nizké kopie
DNA a RNA. Stale se vSak vyvijeji ptistupy ke zlepSeni citlivosti. Napt. amplifikace cilovych
sekvenci nukleovych kyselin pted hybridizaci in situ, nebo detekci signalu po dokonceni
hybridizace (Qian & Llyod 2003). Mezi nejznaméjsi typ in situ hybridizace je fluorescencni in
situ hybridizace (FISH), kterd se ptivodné pouzivala pro klasifikaci chromozomi, ale dnes je
pouzivana pfi mapovani chromozomalnich genil, charakterizaci a identifikaci genetickych
abnormalit souvisejicich s genetickym onemocnénim nebo neoplazmatickymi poruchami a
detekce virovych genomt (Jensen 2014).

Metody in situ hybridizace jsou v soucasné dob¢ dulezitym nastrojem ve védeckém
vyzkumu a v klinickém prostfedi. Informace ziskané témito metodami vyrazné pfispély
védcim v riznych oblastech vyzkumu, jako jsou virové infekce, genové mapovani,
cytogenetika, genova exprese a prenatalni diagnostika a vyvoj.

Schéma in situ hybridizace je zobrazeno na nasledujicim obrazku ¢islo 24.
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3.4.3 Northern blotting

Hybridizace nukleovych kyselin je proces, ve kterém dvé DNA nebo RNA
(jednofetézcové) z riiznych biologickych zdroji vytvareji dvojity fetézec, ktery je zaloZzeny na
sekvenéni homologii téchto dvou zdroji. Vznikaji DNA-DNA, RNA-RNA nebo DNA-RNA
hybridy. Ugelem je identifikace nebo lokalizace uréitych sekvenci nukleovych kyselin (gent)
v genomu nékterych druhti. Cilova molekula DNA, RNA nebo protein je identifikovana nebo
lokalizovana molekulou sondy. Ta identifikuje cil komplementarni hybridizaci. Hybridizace na
pevném nosici je: Southern blotting, Northern blotting a Western blotting. Metody maji n€kolik
fazi. Syntéza sondy, znaceni sondy (radioaktivné nebo neradioaktivné), zpracovani cilové
DNA, denaturace cilové DNA, ptenos cilové DNA na pevny nosi¢ a molekularni hybridizace
(Brown 2007).

Blotovaci metody jsou doplitkem gelové elektroforézy. Umoziuji detekci specifickych
molekul ve smési separované v gelu. Metody maji spole¢ny krok, ve kterém jsou molekuly
preneseny z gelu na porézni membranu (Southern 2006).

U DNA a RNA jsou specifick¢ sekvence detekovany v membrané molekuldrni
hybridizaci zna¢enymi sondami nukleovych kyselin. DNA sondy se nyni pouzivaji ¢astéji nez
RNA. Nylonové membrany nahradily nitrocelulézu a pienos se provadi spiSe v alkalickém
prostiedi, aby se zabranilo opétovné asociaci sekvenci DNA béhem pienosu (Southern 2006).
Hlavni vyhoda nylonovych membran spocivéa v tom, Ze jsou relativné robustni, a proto mohou
byt desetkrat nebo vicekrat znovu hybridizovany se sondou, nez se rozpadnou. Nitrocelulozové
membrany jsou kiehké a Ize je jen ziidka pouzit vice nez ttikrat (Brown 2007).
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Southern blotting je pfenos DNA fragmentl z elektroforézniho gelu na membranovy
nosi¢, coz ma za nasledek imobilizaci téchto fragmenti DNA, takze membrana nese
semipermanentni reprodukci pruhového vzoru gelu. Po imobilizaci mize byt DNA podrobena
hybridiza¢ni analyze, coz umoziuje identifikaci past se sekvencni podobnosti se znacenou
sondou (Brown 2007).

Analyza Northern blotting je metoda ziskdvani informaci o velikosti a mnoZzstvi
specifické RNA v komplexni smési. Struny postup obsahuje tyto kroky. Vzorek RNA (napf.
RNA z celych bunck nebo jeji ¢ast) se frakcionuje podle velikosti gelovou elektroforézou.
Potom je RNA prfenesena na membranu (blotovana) a analyzovana vazbou (hybridizaci)
s jednou nebo vice zna¢enymi sondami specifickych pro danou RNA (viz Obr. 25) (Josefsen &
Nielsen 2011).

Northern blotting poskytuje informaci o délce molekuly RNA a mozné existenci variant
délky, protoze je RNA elektroforezovana za denaturacnich podminek paralelné¢ s markerem
molekulové hmotnosti (RNA Zebtik) (Shan 2013).

Northern blotting je ¢asto pouzivan jednoduse k prokazani piitomnosti specifické RNA
ve vzorku, ale metoda také umoziuje kvantitativni méfeni. M¢Efi se troven ustaleného stavu
RNA. Pokud se Northern blotting pouziva jako kvantotativni metoda, je obvykle postavena na
porovnani hladiny RNA v riznych experimentalnich situacich spiSe nez pro stanoveni
absolutnich mnozstvi (Josefsen & Nielsen 2011).

Blottovaci metody byly nahrazeny Sangerovym sekvenovanim, které poskytuje vice
informaci, nebo metod zaloZenych na polymerazové fetézové reakci (PCR), ktera je jednodussi
provést. Blotovani se stale pouziva v fadé aplikaci, jako je méteni poctu kopii transgenti nebo
k analyze pfili§ dlouhych tsekli DNA. Pouziva se také ve studiich struktury DNA (Southern
2006).
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Pfenos RNA z gelu na membranu

Obrazek 25 Schéma Northern blottingu (Hamad et al., 2017)
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344 PCR

Nastup polymerazové fetézové reakce (PCR) radikalné transformoval biologickou védu
od doby, kdy byl poprvé objevena (Mullis 1990). Poprvé to umoznilo specifickou detekci a
produkci velkého mnozstvi DNA. Strategie zalozené na PCR vedly k obrovskym védeckym
snaham jako je Human Genome Project.

Tato technika je v souCasné dobé Siroce pouzivana klinickymi lékati a vyzkumniky k
diagnostice nemoci, klonovani a sekvenovani genti a k provadéni sofistikovanych
kvantitativnich a genomickych studii rychlym a velmi citlivym zpisobem. Jednou z
pouziva ve forenznim lékaistvi (Waters & Shapter 2014).

Vzhledem k rozsédhlému pouziti je dilezité porozumét zakladnim principim PCR a jak
1ze jeji pouziti upravit tak, aby umoziiovalo sofistikovanou analyzu gent a genomu (Garibyan
a Avashia 2013).

3.4.4.1 Historie

Kdyz byla polymerazova fetézova reakce popsana v poloving 80. let (Mullis et al. 1986,
Mullis & Faloona 1987), lidé si zacali predstavovat, Ze ji pouZiji jako néstroj pro kvantifikaci
malych poctit molekul nukleovych kyselin. Nez bylo mozné provést kvantitativni PCR, muselo
se piekonat mnoho problému: star$i techniky se musely vylepSovat a nové vynalézt.

Prvnim velkym prilomem byla zména labilniho Klenowova fragmentu Escherichia
coli, ktery musel byt pfidan v kazdém cyklu tepelné stabilni polymerazou (Taq) dfive izolované
z Thermus aquaticus. Ta od té doba tvorila zaklad PCR (Saiki et al. 1988).

Dalsi studie ukézaly, Ze jsou mozné jak relativni, tak absolutni kvantifikace. Ve
Spojenych statech byl prvnim komerén¢ dostupnym kvantitativnim testem detekce nukleovych
kyselin zalozenym na PCR testu Roche Amplicor HIV-1 Monitor, verze 1.0, ktery byl schvélen
Food and Drug Administration (FDA) v roce 1996 (Crescenzi et al. 1988).

Do roku 2009 byly vyfeSeny nejvyznamnéjsi technické problémy. Techniky se staly
dostatecné automatizovanymi a robustnimi, aby se rutinni, komeré¢né dostupné laboratorni
testy, mohly denné provadét ve velkych klinickych laboratofich. Asi nejvétsim krokem k tomu,
aby bylo kvantitativni PCR obecné proveditelné, byl vyvoj rapid-cycle PCR koncem 80. let
provedeny Wittwerovou skupinou na univerzit¢ v Utahu (Wittwer & Garling 1991).

Dlouho pfed tim, nez byla vyvinuta kvantitativni real-time PCR (qRT-PCR), bylo
podniknuto mnoho dalSich krokt s konven¢ni PCR.

3.4.4.2 Optimalizace

Optimalizace procesu PCR je hlavnim faktorem pfi dosahovani vysoké Gc¢innosti, coz
vede k uspésné kvantifikaci cilovych sekvenci nukleovych kyselin. Zahrnuje mnoho faktort,
véetné vybéru cilové oblasti, vazebnych mist primerti v této oblasti, postup extrakce
nukleovych kyselin, koncentrace divalentnich kationtt, cyklickych teplot a dob trvani. V real-
time PCR navic typ detektorové sondy a vazebna mista (Elnifro et al. 2000).

Je diilezité minimalizovat as riznych teplot, aby nedochéazelo k nespravné interpretaci
a faleSnému zah4jeni transkripce (viz Hot starts). Je dilezité¢ vybrat jedinecné cilové misto
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(nejlépe takové, které je vysoce konzervované, protoze mutace mohou byt problematické) a
jedinecné vazebné misto primeru a sondy. To neni jednoduché, protoze genové rodiny a
pseudogeny mohou zmast cil vybéru. Cil by nemél tvofit tercidlni struktury, které by mohly
interferovat s amplifikaci. Primery a sondy, pokud jsou pfitomny v reakéni smési, se nesmi
vazat k sob€ navzdjem nebo k nezddoucim cilim. Obsah G:C v cili musi umoznovat disociaci
pfi rozumnych teplotdch. Dnes existuji katalogy sekvenci a pocitatové algoritmy, které
umoziuji vyhleddvani nejvhodné&jSich mist (Walsh et al. 1992).

Pti optimalizaci reakce je tfeba vzit v ivahu dalsi faktory. Je-li cil relativné kratky, mtize
se zesilit amplifikace cile, protoze je jen malo mist jinych nez cil, poskytujicich vazebné
prilezitosti pro oba pary primerti. I ve vysoce konzervovanych oblastech genomt se mohou
objevit mutace.

3.4.4.3 Hot starts

V nepfitomnosti inhibitorti a pfi nejlepsi optimalizaci se stdle nemusi tvofit kopie
zamysleného cile. MiiZze to byt zplisobeno teplotami, které jsou pod optimem pro perfektni
vazbu primeru na cil. Produkty chybné nasedlych primert nebo dimery primerti mohou
prevysSovat skutecné kopie zamysleného cile, pokud byl ptivodni pocet cilti nizky. Dimery
primert, které jsou velmi kratké, se aplifikuji s velkou Uc¢innosti, jakmile se vytvoii, ackoli to
je zdanlivé v rozporu s teorii PCR (Lebedev et al. 2008).

Zjistilo se, ze zadrzenim zakladni slozky reak¢éni smési az do dosazeni optimalni teploty
minimalizuje G¢inky vytvareni chybného produktu. Brzy bylo zjisténo, ze pokud byl pouzit
vosk na misto parafinového oleje k zabranéni odpafovani reakéni smési, dalo by se nékteré
reaktanty umistit nad vosk a ty by se smichaly, az kdyz by se teplota zvysila nad bod tani vosku.
Horky start (hot start) pomoci parafinového vosku tak zlepsil vysledek reakce. Stal se rychle
novym standardem. Nebyl vSak uzivatelsky pfivétivy a hledaly se alternativy, které by
umoziovaly nastavit reakce pii pokojové teploté bez vicenasobnych otvorti zkumavky nebo
bez pouziti voskl (Mullis 1991).

Pristup pomoci neutraliza¢ni protilatky byl velmi Uspé€Sny. Monoklonalni protilatky
(mab) proti Taq polymeraze inhibovaly aktivitu enzymu. Kdyz byla teplota reakéni smési
zvysena, byla protilatka denaturovana, coz umoznilo aktivaci polymerazy (Sharkey et al. 1994).

Modifikované enzymy DNA polymerdzy byly izolované zjinych organismli nebo
geneticky upraveny ze sekvence polymerdzy Thermus aquaticus (Lawyer et al. 1993). Dnes
existuje mnoho termostabilnich polymeraz naptiklad 7aq Gold, ktera je geneticky upravena a
stava se aktivni pouze pfi teplotach nad 70 °C, nebo Tth polymerdza odvozena od Thermus
thermophilus, ktera ma podobny teplotni profi a také mulze vytvorit fetézec DNA
komplementarni k RNA pomoci primert PCR (Lebedev et al. 2008).

Stale se vyvijeji nové varianty technik hot starts. Pfikladem jsou teplem aktivované
primery (Lebedev et al. 2008).

3.4.4.4 Kontaminace

V PCR existuji dva aspekty kontaminace: kontaminace vzorkli a kontaminace
amplikonti (Wayne et al. 2009).
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Usporadani laboratofe pro PCR se samostatnymi mistnostmi pro pifipravu, pro
amplifikaci a pro detekci bylo popséno v fadé ¢lankd. Pouzivani rukavic a ochrannych odévi,
manipulace se vzorky, svédomitd pozornost k technice, pipetovani, ¢asté ¢isténi laboratofe a
snizeni kontaminace pomoci ultrafialového zatfeni jsou vSechno kroky, které se staly ptirozené
tém, ktefi pracuji v molekularnich laboratotich (Wayne et al. 2009).

Vyznamnéj$im zdrojem je amplikonova kontaminace. Napfiklad konvenéni reakéni
zkumavka PCR obvykle obsahuje 1012 kopii primerti v objemu 100 pL. Teoreticky by tedy
mohlo byt 1012 amplikonti na konci reakce s vysokym pocatecnim poctem cild. 0,1 pL,
neviditelna kapic¢ka aerosolu by mohla obsahovat 109 amplikont. Kromé toho lze tyto
amplikony pfenaset z rukavic, klavesnic pfistrojii, stolnich desek, spinaci svétla, kliky dveti
chladnicky a mrazéku, telefonnich tlacitek, stojanti na zkumavky a kdekoli jinde v laboratofi
(Garibyan & Avashia 2013).

Kdyz se pouziva real-time PCR, musi byt kontaminace vzorkli vyloucena. Pfi ru¢nich
extrakcich je nutné otevirat pouze jeden vzorek. Pro monitorovani kontaminace je Casto zddouci
mit negativni kontrolni zkumavky, které obsahuji v§e kromé nukleové kyseliny, ktera ma byt
amplifikovana. Nékteré by mély zlstat oteviené béhem vSech krokt, aby se zjistila kontaminace
ve vzduchu, zatimco jiné by se mély okamzité naplnit a uzavfit, aby se zjistila kontaminace
¢inidel (Wayne et al. 2009).

Kromé toho miize byt do testli zatazen zpisob inaktivace amplikonii. Standardni metoda
zahrnuje pouziti uracil-N-glykosidazy. Pro pouziti uracil-N-glykosiddzy se v reakéni smési
misto dTTP pouziva glykosylovany dUTP. Ten je zaclenén do amplikonu namisto dT. Pokud
n¢jaké amplikony vstoupi do jiné reakce, 1iSi se od autentického cile. Enzym uracil-N-
glykosiddza je soucasti reakéni smési. Odstépi glykosylovany dU od vSech kontaminujicich
amplikontll, coz zplsobi jejich §tépeni. Je ziejmé, Ze je dilezité, aby uracil-N-glykosidaza
nevykazovala Zadnou aktivitu vici nativnimu cili a k dosazeni toho je nutna urc¢itd modifikace
reakCénich parametri (Waters & Shapter 2014).

3.4.4.5 Prubé¢h PCR

PCR je jednoduchy, ale elegantni enzymaticky test, ktery umoziuje amplifikaci
specifického fragmentu DNA z komplexniho souboru DNA. Dr. Kary Mullis, ktery objevil test
PCR, uvedl, ze ,,vam umozni vybrat ¢ast DNA, o kterou mate zdjem, a mit ji tolik, kolik
checete® (Mullis 1990).

PCR miuze byt provadéna za pouziti templatové DNA z ruznych tkani a organismu,
véetné periferni krve, kiize, vlast, slin a mikrobt. K vytvofeni dostate¢ného mnozstvi kopii pro
analyzu pomoci konvenc¢nich laboratornich metod je zapottebi pouze stopovych mnozstvi
DNA. Z tohoto diivodu je PCR citlivy test (Garibyan & Avashia 2013).

Kazdy test PCR vyZaduje piitomnost templatové DNA, primerti, nukleotidi a DNA
polymerazy. DNA polymeraza je klicovym enzymem, ktery spojuje jednotlivé nukleotidy
dohromady za vzniku produktu PCR. Nukleotidy zahrnuji ¢tyfi baze-adenin, thymin, cytosin a
guanin (A, T, C, G), které se nachédzeji v DNA. Pisobi jako stavebni kameny, které pouziva
DNA polymeraza k vytvotfeni vysledného produktu PCR (Garibyan & Avashia 2013).

Primery v reakeci specifikuji presny produkt DNA, ktery ma byt amplifikovan. Primery
jsou kratké fragmenty DNA s definovanou sekvenci komplementarni k cilové DNA, ktera ma
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byt detekovana a amplifikovana. SlouZzi jako prodlouZeni pro navazani DNA polymerazy (Chou
et al. 1992).

Vyse uvedené slozky jsou smichany ve zkumavce nebo 96 jamkové desticce a poté
umistény do stroje, ktery umoziuje opakované cykly amplifikace DNA ve tfech zékladnich
krocich. Stroj je v podstate tepelny cyklova¢. Mé tepelny blok s otvory, do kterého jsou vlozeny
zkumavky nebo desticky nesouci reakéni smés PCR. Stroj zvySuje a snizuje teplotu bloku
pfesnymi a predprogramovanymi kroky (Weier & Gray 1988).

Reakeéni roztok se nejprve zahieje nad teplotu tdni dvou komplementarnich fetézct
cilové DNA, coz umoziuje separaci fetézcli nazyvanou denaturace. Teplota se potom snizi, aby
se specifické primery mohly vézat na cilové segmenty DNA, coZz je proces znamy jako
hybridizace nebo annealing. Teplota se opét zvysi a je DNA polymeraza je schopna prodlouzit
primery pfidanim nukleotidi do vyvijejictho se fetézce DNA — elongace. S kazdym
opakovanim téchto tfi kroki se pocet zkopirovanych molekul DNA zdvojnésobi (Garibyan &
Avashia 2013).

3.4.4.6 Analyza PCR produktu

Schémata vcasné detekce zahrnovala Northern a Southern blotting. Tyto metody vSak
byly necitlivé a dalsi podobné techniky odvozené (teckovy ¢i Stérbinovy blotting) byly
nepraktické pii analyze mnoha vzork (Wayne et al. 2009).

Dalsi varianta zahrnovala inkorporaci radioaktivné znafenych (obvykle 32POs)
nukleotidii do amplikoni. Produkt PCR byl podroben elektroforéze na agar6zovém gelu. Gel
byl suSen na kusu filtra¢niho papiru a umistén na vrstvu rentgenového filmu (s nebo bez
zesilovace) po dobu, kterd mohla byt ménéna, aby se ziskala optimalni expozice filmu. Potom
bylo mnozstvi amplifikovaného produktu stanoveno denzitometrii. Pouziti radioaktivity zjevné
zahrnovalo monitorovani, bezpe¢nost a problémy s likvidaci. Proto byly Zadouci jiné techniky
(Wayne et al. 2009).

Jedna z nejpouzivanéjSich z nich, i kdyz mnohem méné¢ citlivd, je vizualizace pomoci
ethidiumbromidu (EtBr), ktery se vaze do dvoufetézcovych nukleovych kyselin a stava se
fluorescencnim. Po elektroforéze je dvouvldknovy DNA produkt detekovan na gelu. Gel byl
umistén na ultrafialové svétlo, které zpusobuje fluorescenci DNA obsahujici EtBr. Byla
provedena denzitometrie, aby se stanovilo mnozstvi navazaného ethidiumbromidu a mnozstvi
nékolika raznych velikosti. MnozZstvi inkorporovaného 32POs nebo interkalované mnozstvi
EtBr byly tmérné délce molekuly DNA. Aby to na gelu mohlo byt rozliSitelné, musely mit
amplikony riizné délky nebo musely obsahovat misto pfistupné ke Stépeni restrikénimi
endonukledzami, aby se vytvofily rizné délky. Technika EtBr byla pfiméfené rychla, ale
uspésna byla pouze pokud byla vysoka koncentrace amplikont (Sigmon & Larcom 1996).

Jini pracovnici vyvinuli sondy znacené Sirokou paletou fluorogennich molekul. Byly
stale popularnéjsi, a to i pfi standardni PCR. Jejich citlivost se pfiblizila citlivosti radioaktivniho
znaleni. Zadna z téchto technik viak nebyla rychla. Cas potiebny k detekci po dokon&eni PCR
reakce se pohyboval od hodin do dnti. Prilomy, které vedly ke kvantitativni real-time PCR byly
hlavné pfistroje a sondy. Detekéni sondy budou popsany v casti real-time PCR (Wayne et al.
2009).
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Bylo vyvinuto mnoho technik nazyvanych ,molekularni sendvic®“, které Ize
kvantifikovat. Jednim z nich je mit sondu zachycenou v jamkach multijamkové desticky. Po
dokonceni PCR reakci se reakéni smés piida do jamky, zahfeje se a pomalu ochladi, aby cilova
sekvence hybridizovala se zachytnou sondou. Detekce miize byt provedena nékolika zplisoby
v zavislosti na konstrukci systému. Pokud ma primer na 5’konci biotin, 1ze pfidat avidin spojeny
s enzymem. Komplex avidin-enzym se vaze na biotinylovany amplikon. Po promyti se dale
ptida bezbarvy substrat, ktery poskytuje barevny produkt a mnozstvi vyvinuté barvy je imérné
mnozstvi vdzaného amplifikacniho produktu, které je, alespon teoreticky, pfimo spojeno
s pocateCnim mnozstvim ptitomného cile (Wayne et al. 2009).

Jina verze této techniky zahrnuje pfipojeni biotinu k 5’konci jednoho z amplifika¢nich
primert. Po dokonceni reakce PCR se reakce zahieje, aby se vladkna rozdélila a jedno vlakno
s biotinovanym primerem se navaze na avidinem potazenou jamku. Sonda s enzymem se pak
hybridizuje s navdzanym produktem PCR. Detekce zahrnuje pfeménu bezbarvého substratu na
barevny produkt. Vyvoj téchto technik popsal Landgraf et al. 1991 a Lundeberg et al. 1991.

V dnesni dobé existuji dva hlavni zplsoby vizualizace produkti PCR: (i) barveni
amplifikovaného produktu DNA chemickym barvivem, jako je ethidium bromid, ktery se
interkaluje do Sroubovice DNA, nebo (ii) znaceni PCR primeri nebo nukleotidii
fluorescen¢nim barvivem (fluorofory) pred PCR amplifikaci (Stephenson 2016).

Pouzivanou metodou pro analyzu produktu PCR je pouZziti elektroforézy na agar6zovém
gelu, ktera oddéluje produkty DNA na zaklad¢ velikosti a naboje. Elektroforéza na agar6zovém
gelu je nejjednodussi metodou vizualizace a analyzy produktu PCR. UmozZiuje stanoveni
pfitomnosti a velikosti produktu PCR. Pfedem stanovena sada produkti DNA se zndmymi
velikostmi se na gel pfidava soucasné jako standardizované molekularni markery, které
pomahaji urcit velikost produktu (ladder) (Stephenson 2016).

Dnes se typicky PCR pouzivd k detekci pfitomnosti nebo nepfitomnosti specifického
produktu DNA a nazyva se kvalitativni PCR. Kvalitativni PCR je dobré technika, kterd se
pouziva, kdyz se provadi PCR klonovani nebo identifikace patogenu (Waters & Shapter 2014).

3.4.4.7 Vyhody a omezeni PCR

PCR ma n¢kolik vyhod. Zaprvé je to jednoducha technika pro pochopeni a pouziti a
rychle pifindsi vysledky (Bolognia et al. 2008). Jednd se o vysoce citlivou techniku s
potencidlem vytvofit miliony az miliardy kopii konkrétniho produktu pro sekvenovani,
klonovani a analyzu. To plati také pro qRT-PCR, ale qRT-PCR ma vyhodu kvantifikace
syntetizovaného produktu. Lze jej tedy pouzit k analyze zmén tGrovné genové exprese v
nadorech, mikrobech nebo jinych chorobnych stavech (Stephenson 2016).

Ackoli je PCR cennou technikou, mé svd omezeni. Protoze PCR je vysoce citliva
technika, miize jakakoli forma kontaminace vzorku dokonce stopovym mnozstvim DNA vést
k zavad¢jicim vysledkiim (Bolognia et al. 2008, Smith & Osborn 2009). Kromé toho, aby bylo
mozné navrhnout primery pro PCR, jsou zapotiebi n¢kterd predchozi sekvencni data. Proto 1ze
PCR pouzit pouze k identifikaci pfitomnosti nebo nepfitomnosti znamého patogenu nebo genu.
DalSim omezenim je, Ze primery pouZzité pro PCR mohou tvofit nespecifické sekvence, které
jsou podobné, ale ne zcela identické s cilovou DNA. Kromé toho mohou byt DNA polymerazou
inkorporovéany nespravné nukleotidy do PCR sekvence (Stephenson 2016).
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3.4.5 qRT-PCR

Od svého zavedeni nasla polymerazova fetézova reakce (PCR) Siroké vyuziti v Siroké
Skale aplikaci, v€etné¢ klonovani genti, mapovani gend, detekce mutaci, sekvenovani DNA a
lidské identifikace. PCR je také cennym néstrojem pro méfeni genové exprese. Inovace jak
v pfistrojové technice, tak ve fluorescenc¢ni chemii barviv, urychlily rychly vyvoj metod, které
by mohly detekovat produkty PCR, jak jsou vyrabény v redlném case (real-time) (Stephenson
2016).

Po né¢kolik let byla dnesni qRT-PCR nazyvana rapid-cycle PCR (s rychlym cyklem).
Rapid-cycle PCR a rapid-cycle reverse-transkriptase PCR byla vyvinuta skupinou lidi na
Univerzité v Utahu (Wittwer & Garling 1991). Pouzili 1-10 pl reakénich objemt v uzavienych
kapilarnich zkumavkéach a cykleru, ktery meénil teploty rychle proudicim vzduchem. To
umoznilo dobu cyklu kratsi nez 30 sekund (v PCR stroji s kovovym topnym blokem 3-5 minut).
To zkratilo dobu 30 cyklické reakce na 20-30 minut z 2,5 az 3 hodin, které vyzaduje standardni
PCR. Provedeni reakce v kapilarni zkumavce umoznilo mnohem dostupnéj$i monitorovani
emisemi svétla. Cast qRT-PCR byla popsana Higuchim et al. (1993) v Roche Molecular
Systems. Jako detektor pouzili EtBr a monitorovali narGst fluorescence v kazdém
amplifikacnim cyklu pomoci videokamery. V dne$ni dobé je dostupnych mnoho néstroji a
detekcnich schémat (Stephenson 2016).

gRT-PCR snizila problémy s kontaminaci, protoZe k detekci dochazi soucasné pfi
amplifikaci bez toho, aniz by doslo k otevieni zkumavky. Pfiddnim plné automatizovanych
systémul se rovnéz snizuji problémy s kontaminaci a inhibici. Nyni je mozné ziskat vysledky
PCR béhem nékolika hodin po odbéru vzorku s nizkym rizikem kontaminace. VSechny real-
time detek¢ni testy pouZzivaji detekéni molekulu, kterd fluoreskuje pii definované vinové délce,
pouze pokud je vdzana na produkt amplifikace. Pfistroje real-time PCR jsou navrZeny tak, aby
u kazdé reakéni zkumavky bylo stanoveno mnoZzstvi produkované flourescence na konci
kazdého cyklu (Stephenson 2016).

Bylo popsano mnoho metod qRT-PCR, ale dv¢ z nich se staly nejcastéji pouzivané.

Jedna pouziva molekulu vazajici DNA zvanou SYBR Green. Je to barvivo, které se vaze
na dvouvldknovou DNA, ale ne na jednovlaknovou DNA, a pokud je takto vazan, fluoreskuje.
Béhem cyklické reakce vzorek vytvoii rostouci mnozstvi fluorescen¢niho signalu, protoze se
generuje stale vice dvoufetézcovych produktii, ke kterym se miize zelené barvivo SYBR
pfipojit. Mnozstvi fluorescence v reakci v jakémkoli konkrétnim case tedy pfimo souvisi
s poctem dvoufetézcovych molekul DNA piitomnych v reakeci. Nevyhodou zelené SYBR je
vsak to, Ze se bude vazat a fluoreskuje vSechny dvoufetézcové produkty v reakci, at’ uz se jedna
o specifické produkty, nespecifické produkty, dimery primerti nebo jiné¢ amplifikacni artefakty
(Tajadini et al. 2014).

Dalsi metoda qRT-PCR je zndma jako test TagMan. Pouzivéa sondu znacenou barvivem,
kterd nasedd na jeden ztemplatovych vldken blizko za jednim ze dvou primerd PCR.
Fluorescen¢ni barvivo oznaované jako reportér, je pfipojeno na konci sondy. Na dal$im konci
sondy je dalsi molekula, nazyvana zhasec, ktera absorbuje energii ze zdroje svétla pouzitého
k excitaci reportérového barviva. Nicméné béhem PCR Taq DNA polymeraza, ktera prodluzuje
primer na cilovém fetézci sondy, vytésituje a degraduje anelovanou sondu ptisobenim jeji 5°-
3’exonukledzové aktivity. Reportérové barvivo je tim uvolnéno ze svého molekularniho
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pfipojeni k zhageci a fluoreskuje. Cim vice produktii PCR bylo generovano, tim vice sond se
miize na tento produkt vazat. Cim vice se sonda vézala, tim vice reportérového barviva se
uvolnilo béhem amplifika¢niho procesu a tim vice se generoval signal. Fluorescencni signal
tedy piimo souvisi s mnozstvim vstupniho templatu (Tajadini et al. 2014).

At uz se pouzivaji sondy SYBR Green nebo TaqMan, vztah mezi intenzitou signalu a
mnozstvim templatu v RT-PCR reakci poskytuje spolehlivé prostiedky, jak kvantifikovat
nukleové kyseliny a testovat pfitomnost nebo nepfitomnost specifickych genovych sekvenci.

3.4.5.1 Faze real-time PCR

V gqRT-PCR je cilova DNA sekvence amplifikovana exponencialné. Jeden templat je
replikovan na dva produkty, dva na Ctyfi, ¢tyfi na osm atd. Exponencialni amplifikaci vSak
nelze udrzet navzdy. Obvykle v 35. cyklu (ale v zavislosti 1 na jinych faktorech) reakce zpomali
své tempo. Primery a ANTP jiZ nejsou v nadbytku, DNA polymeraza ztratila stupen své aktivity,
nedochéazi uz k Gplné denaturaci a produkty jsou St€peny nukleazovou aktivitou polymerazy.
Jakmile dojde k témto udalostem, reakce vstoupi do linearni faze, kde uz nedochazi ke
zdvojnasobeni templatu. Nakonec v urcitém cyklu, reakce vstupuje do tzv. platé faze, kde byla
amplifikace ukoncena (viz Obr. 26) (Wong & Medrano 2005).
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Obrazek 26 Vysledny graf qRT-PCR (Wong & Medrano 2005)

qRT-PCR se spoléha na schopnost pfistroje detekovat cyklus amplifikace, kde se
nahromadilo dost PCR produktu schopného generovat signal nad fluorescenénim Sumem na
pozadi signélu a na hranici detekce nastroje, kterd kolisd béhem casnych cyklt amplifikace.
Cislo cyklu qRT-PCR, na kterém lze oddélit signal od Sumu v pozadi, se ozna¢uje jako prahova
hodnota cyklu, nebo ve zkratce, hodnota Ct. V PCR se ptedpoklada, ze vSechny déje jsou si
rovné (74dna inhibice nebo anomalie). Cim vétsi je mnoZstvi vstupni nukleové kyseliny pouzité
jako vychozi templat, tim vétsi je mnozstvi produktu, ktery Ize vytvofit, a tim dfive mtize byt
detekovan (Wayne et al. 2009).
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S real-time PCR je to tak, ze: ¢im vétsi je mnozstvi pocateniho templatu, tim dfive je
dosazeno prahové hodnoty cyklu, a tim je hodnota Ct nizsi. To tvoti zaklad kvantifikace DNA.

Pro pfi 100% efektivni qRT-PCR by se mél produkt kazdy cyklus zdvojnésobit.
Podobné zména hodnoty Cr o jedna ptedstavuje zdvojnasobeni cilové molekuly. Zména Cr o
dva predstavuje Ctyfnasobné zvySeni mnozstvi produktu. Zména Cr o tii predstavuje
osminasobné zvySeni amplifikovaného cile atd. Matematicky lze zménu Cr (ACr) vyjadfit jako
2-A€T- Hodnota Cr je automaticky uréena softwarem nastroje real-time PCR, ale mize byt také
nastavena rucné, pficemz se urcuje prahova linie. Mezni hodnota, at’ uz je stanovena
automaticky nebo ru¢né¢, definuje hodnotu Cr podle toho, kde protind amplifikaéni kiivku.
Prahovy cyklus by m¢l byt uréen v takové exponencialni oblasti amplifika¢ni kiivky, kde jsou
slozky reakce v hojném, neomezeném mnozstvi (Wayne et al. 2009).

3.4.5.2 Moznosti kontroly

Typicky qRT-PCR experiment mize zahrnovat n¢kolik kontrol.

NTC= netemplatova kontrola je reakce, kterd nese vSechna cCinidla, primery a sondy
nezbytné pro reakci real-time PCR, s vyjimkou templatové DNA. NTC se pouziva ke zji$téni,
zda mize byt signal generovan v nepiitomnosti cilové nukleové kyseliny. Miize detekovat
kontaminaci a jakykoli typ interakci primert nebo sond, které mohou produkovat fluorescenéni
signal, ktery by mohl zmast vysledky (Bustin 2002).

Exogenni kontrola je dobie charakterizovana nukleovéa kyselina nebo syntetizovany
konstrukt RNA ¢i DNA, vloZeny do kazdé reakce ve znamé koncentraci. Mlze slouzit jako
interni pozitivni kontrola (IPC) k rozliSeni mezi inhibici PCR a skutecnou negativni reakci.
Pouziva se také k hledani problému nekonzistence, ke kterym muize dojit pfi piipravé master
mixu (Wong & Medrano 2005).

Endogenni kontrola je nukleova kyselina pfitomna v ptipravé cilového genu, kterd mize
byt také detekovana pomoci primerti a sondy v reakcich kvantitativni real-time PCR. Miize
slouzit jako aktivni reference pro normalizaci jakychkoli rozdild v mnozstvi celkového cile
mRNA pfidaného k qRT-PCR reakci (Wong & Medrano 2005).

qRT-PCR musi byt také normalizovana z hlediska intenzity signdlu. Normalizace,
korekce kolisani intenzity signalu mezi identickymi vzorky (pfedpoklad), se provadi na dvou
urovnich. Jedna pro korekci variace v koncentraci PCR reagentli a druhd pro kompenzaci
rozdild v mnozstvi izolované RNA ze vzorkl z riznych tkani (pfi pouziti qRT-PCR k méteni
genové exprese) (Vandesompele et al. 2002).

Mnoho qRT-PCR experimentti se provadi na mikrotitracnich destickéach, které maji 48
az 384 jamek, znichz kazda obsahuje vzorek a amplifikaéni Cinidla. Pipetovani tolika
komponentii miZe zplisobit variace v jamkéch, kdy v nékterych je vice ¢i méné ¢inidla. Rozdily
v koncentraci slozek mezi paralelnimi vzorky mohou vést k variabilit¢ vypoctenych hladin
zkoumanych gentl. Tuto variabilitu 1ze korigovat zahrnutim pasivni reference do smési PCR,
se kterou se porovnava signal generovany béhem amplifikace. Mezi takovou pasivni referenci
mizeme zafadit naptiklad barvivo oznafované jako ROX. Je oznacovano jako pasivni
reference, protoZe se neucastni jako nezbytnd soucast amplifikace, ani ji neinhibuje. Pouze sviti
cervené (Liu & Saint 2002).
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Miuzeme napiiklad provadét experiment genové exprese qRT-PCR a do jedné jamky
mikrotitracni desticky se umisti 200 ng celkové mRNA izolované z jaternich bunck a do jiné
se umisti pouze 100 ng celkové mRNA izolované ze svalovych bunék. I kdyz ve skutecnosti je
cilovy gen exprimovan v ekvivalentnich hladinach v obou typech bun€k, zdd se, ze gen
v jaternich bunikach byl exprimovan dvakrat vice nez v buiikach svalovych. Normalizace, ve
které je intenzita signalu referenéniho barviva rozdélena intenzitou signalu pasivniho
referencniho barviva, miiZze tento rozpor korigovat. Tim se ziska hodnota zvana jako Rn pro
normalizovany reportér (Wayne et al. 2009).

3.4.5.3 Detekce produktii qRT-PCR

Jsou znamé Ctyfi varianty detektorovych sond, z nichz vSechny jsou komplementarni
parem bazi k cilové sekvenci a fluoreskuji, kdyz je detekovana cilova sekvence. VSechny jsou
zavislé na excitaci primarniho fluoru ultrafialovym (UV) zafenim. Primérni fluor mize byt
uhasen blizkou druhou molekulou, kterd je po navazani na templat oddélena od primarniho
fluoru. Protoze sondy jsou zahrnuty v reakéni smési, jsou obecné blokovany na 3¢ konci, aby
se jim zabranilo ve funkci alternativnich primert pro PCR (Stephenson 2016).

Nejjednodussi sonda se nazyva molekularni majak. Sklada se zrelativné dlouhé
centralni sekce, ktera je schopna hybridizovat s amplikonem. Kratké sekvence na 3“a 5‘koncich
jsou komplementarni s cilovou sekvenci, ale ne navzajem. Fluor a zhaSe¢ jsou vazény na 3‘a
5¢ konce. V nepfitomnosti cilové sekvence drzi konce part bazi zhasec v tésné blizkosti fluoru,
takze dopadajici UV zafeni nezpiisobi zaddnou fluorescenci. Je-li pfitomna cilova sekvence,
centralni ¢ast se na ni vaze komplementarnim parovanim bazi, coz odd¢li flour a zhasec, a tak
mize dochazet k flourescenci. ProtoZe centralni sekvence je del$i nez segmenty na 3‘a
5‘koncich sondynje vazba k cili uptfednostiiovana, pokud jsou ptitomny amplikony. UV svétlo
excituje fluor a vysledna flourescence je imérna poctu piitomnych cilovych molekul (Tyagi &
Kramer 1996).

Dalsi piistup qRT-PCR detekei je pfenos energie fluorescencni rezonanci neboli FRET.
Jsou vyzadovany dvé sondy FRET. Jsou navrzeny tak, ze se vazi podél cilové sekvence. Jedna
obsahuje fluor na svém 3 konci, ktery excituje v dopadajicim UV zafeni, ale emituje na vlnové
délce, ktera neni detekovana pfistrojovym vybavenim. Druha sonda mé na svém 5° konci jiny
fluor, ktery miiZe byt excitovan na vinové délce emitované prvnim fluorem. K excitaci druhého
fluoru nedochazi, kdyZ jsou sondy v roztoku. Kdyz jsou navazany na amplikonu, pfi¢emz dva
fluory sousedi jeden s druhym, energie z prvniho fluoru je pfenaSena na druhy, ktery ji znovu
emituje na vlnové délce, ktera je jiz detekovatelnd piistroji. Mnozstvi fluorescence v kazdém
cyklu je umérné poctu pritomnych cilovych sekvenci (Bernard & Wittwer 2000).

Tteti sonda se obecné nazyva svym vlastnim nazvem TaqMan. Jeji funkce zavisi na
5¢ exonukledzové aktivit¢ Taq polymerdzy. Taq polymeraza vykazuje 5°-3‘exonukleazovou
aktivitu, kterd degraduje 5 konce sond. Lawyer et al. (1993) geneticky upravil Taq polymerazu
nazyvanou Stoffel fragment. Nema 5°-3“exonukledzovou aktivitu a mé del$i polocas rozpadu
(21 minut oproti 9 minutam) pti 97,5 °C (Tajadini et al. 2014).

Sonda TagMan je relativné kratka a obsahuje fluor i zhasec. Fluor je vzdy na konci 5°.
Zhase¢ muze byt vazan v jeho blizkosti, ale mirn€ dale po molekule nebo na 3 konci. Sonda
se vaze na komplementarni sekvenci amplikonu ve stejnou dobu jako amplifika¢ni primery.
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Polymeraza Taq syntetizuje podél fetézce, podtupuje od 5° do 3°, dokud se nedostane na
5¢ konec sondy. Potom pomoci své vlastni 5° exonukledzové aktivity polymeraza degraduje
sondu, odd¢€luje fluor od zhésece a umoznuje fluorescenci. Tato metoda se 1is$i od predchozich
dvou v tom, Ze separace fluoru a zhaSece je trvald. Protoze fluorescence nezavisi na soubézné
vazbé sondy k amplikonu, Ize ji méfit kdykoli v amplifikaénim cyklu (Stephenson 2016).
Scorpion sondy jsou skute¢né¢ zaclenény do amplikonu. Jsou podobné majakové sondé
s fluorem na 5° konci a zhdSec¢em blizko 3° konce, ale po proudu od zhasece je navic blokator,
ktery zastavi jakoukoli polymerdzu Tagq, kterd se pokousi kopirovat kolem sondy a za tim je
sekvence komplementarni ke 3 konci cilové sekvence. 3 ‘konec neni blokovan a 3 ‘konec sondy
s neporusenou smyckou se komplementarné vaze k templatu a Taq ji roz$ifuje ve sméru 3 ‘podél
amplikonu. KdyZ syntéza probéhne dostatecné daleko, sekvence smycky se otevie a otoci se
podél tvoticiho se fetézce. Tam jsou pary bazi, které posunuji 3‘konec dvoutetézcového
amplikonu. Parovani bazi oddé¢luje fluor a zhase¢ a svétlo mize byt emitovano. Polymeraza
Taq postupuje ve sméru 3 a vytvafi tplnou kopii templatu. V dal$im amplifikacnim cyklu je
sonda degradovana 5°-3° exonukledzovou aktivitou Taq polymerdzy (Whitcombe et al. 1999).

3.4.5.4 Méfeni genove exprese

Schopnost pfesné méfit genovou expresi je rozhodujici pro pochopeni toho, jak napf.
mohou vzniknout nemocné buiiky a jakym zplisobem reaguji na terapii. Jaké geny se vypnou a
jaké geny se zapnou v reakci na testovany 1€k k 1é¢bé nemoci nebo v reakci na virovou infekci.
Pouziti qRT-PCR pro kvantifikaci genové exprese ma fadu vyhod. Napiiklad jeji citlivost je
schopna detekovat pouze jednu kopii specifického transkriptu. Krom¢ toho ma qRT-PCR
schopnost produkovat data v Sirokém rozsahu (je schopna piesné detekovat malé i velké
mnozstvi pfepisu), nabizi moznost zpracovavat mnoho vzorki soucasné a miize rozliSovat mezi
transkripty, které maji velmi podobné sekvence (Stephenson 2016).

Reakce, které méti rozdily v genové expresi mezi geny, maji potencial pro vysokou miru
variability. Tato variabilita miiZe byt zpisobena pipetovaci chybou nebo zménou ucinnosti
amplifikace PCR nebo reverzni transkripcni reakce pouzité k prevodu mRNA na cDNA. Tento
zdanlivé maly krok mulze zavést vyznamnou variabilitu do procesu PCR s reverzni
transkriptazou. Uinnost syntézy cDNA miize byt zménéna sekundarni a tercialni strukturou
molekul RNA, degradaci RNA a povahou enzymu pouzitého pro reverzni transkripci (Stahlberg
et al. 2004).

Variabilita pochdzi z mnoha zdroji. V disledku toho vyzaduje qRT-PCR jako
prostiedek pro méteni genové exprese pouziti dalSich rizn€ navrzenych prvku.

Endogenni kontrola se pouziva jako aktivni reference pro normalizaci rozdila
v mnozstvi celkové RNA ptidané do qRT-PCR reakce. Nej€astéji pouzivanymi endogennimi
kontrolami jsou tzv. housekeeping geny, které jsou vzdy exprimovany na vice ¢i méné
konstantni Grovni pozadi, jak to buiika potfebuje k provadéni svych zakladnich zivotnich
procest. Ptikladem takovych gent je napiiklad gen ACTB pro B-aktin a gen pro GAPDH
(glyceraldehyd 3- fosfat dehydrogenaza) (Stephenson 2016).

V této diplomové praci byl pouzit k experimentu housekeepingovy gen RPL4 (60S
ribozomalni protein L4). Tento gen souvisi s ribozomy. Ribozomy jsou organely katalyzujici
syntézu proteintl. Skladaji se z malé 40S podjednotky a velké 60S podjednotky. Dohromady
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jsou tyto podjednotky slozeny ze 4 druhit RNA a pftiblizn€ 80 strukturné odlisSnych proteind.
Gen RPL4 koduje ribozomdlni protein, ktery je soucésti podjednotky 60S. Protein patii do
rodiny ribozomalnich proteini L4E (Su et al. 2019). Endogenni kontrolni gen by mél byt na
stejném vzorku nukleové kyseliny jako cilovy gen zajmu. Muze vSak byt amplifikovan
v oddélené jamce na stejné desce jako cil nebo miize byt amplifikovan pfimo spolu s cilem ve
stejné jamce v multiplexni reakci pomoci rliznych barevné znacenych sond (Stephenson 2016).

Me¢teni genové exprese pomoci qRT-PCR se nejcastéji provadi jako relativni test. To
znamena, ze se nemusime starat o to, kolik molekul mRNA je vyrobeno z konkrétniho genu,
jen chceme védet, jaka Uroven transkriptu je porovnavéana (relativni) s jinym genem. Tento
rozdil se obvykle vyjadiuje jako ndsobek rozdilu. Napftiklad relativni kvantifikace mize byt
pouzita pro stanoveni rozdilu exprese gent tepelného Soku v rakovinnych bunkach ve srovnani
s jejich expresi v normalnich zdravych buiikach. Pouziva se pro srovnani exprese specifického
genu v jednom typu tkdn€ ve srovnani s jeho expresi v jiném typu tkang, zejména pokud byly
tyto tkdn€ néjakym zplsobem oSetfeny lékem nebo jinym c¢inidlem (Stephenson 2016).

Existuje n¢kolik zplisobt, jak zméfit relativni kvantifikaci.

Naptiklad metoda relativni kvantifikace AA Cr. Metoda AA Cr, oznacovana také jako
srovnavaci metoda Cr, je prostiedkem k méteni relativni kvantifikace a byla poprvé popsana
Livakem & Schmittgenem (2001). Ur€uje relativni zménu v expresi genu mezi zkoumanym
cilovym genem a kalibratorem (referenénim genem). Ackoli je test urCen k méfeni mnozstvi
transkriptu (RNA) vytvofeného v konkrétni butice, v qRT-PCR reakci je ve skute¢nosti cDNA
vytvotena reverzni transkripci celkové RNA ziskané z bunék, jejichz genovéa exprese je
studovana (Stephenson 2016).

Rozdil mezi Cr cilového genu (target) a Cr endogenni kontroly (ec) se oznacuje jako
ACrt vzorku:

Cr, target — Cr, ec = ACt

Podobné A Cr kalibratoru se rovna Cr cilového genu ve vzorku neoSetfeném (calibrator
target) minus Ct endogenni kontroly ve vzorku neoSetieném (calibrator ec):

Cr, calibrator target — Cr, calibrator ec = ACr, calibrator

Termin AACr se pocita jako rozdil hodnot ACt cilového genu v oSetfeném vzorku a ACr
cilu v neoSetfeném kalibra¢nim vzorku:

AACt = ACr, target in treated sample - ACr, target in calibrator sample

Kalibrator, protoZe je neoSetfeny, by nemél mit v pribéhu experimentu zadnou zménu
své hodnoty AACrt. Jeho zména je tedy rovna nule. Protoze se 2° rovna jedné, exprese
kalibratorového genu je jednotnd. Pokud se k méfeni genové exprese pouzije metoda AACr,
jsou vysledky vyjadieny jako ndsobnd zména trovné exprese cilového genu normalizovana na
endogenni kontrolu vzhledem ke kalibratoru. Je dano rovnici:

Relativni zména = 2-44CT

Existuje mnoho dalSich metod ke zkoumdni exprese gend jako je napf. analyza
transkriptu pomoci prodlouzeného primeru, sekvenovani RNA, DNA microarray a subtraktivni
hybridizace. Tyto metody nebudu déle popisovat z diivodu limiti diplomové prace.
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3.5 Exprese genii pii oogenezi a zrani oocyti

Oocyt je jako jedna z nejvétSich bunék v téle samic¢i gametou pro reprodukci. Béhem
vytvareni oocytll a nasledného zrani a vyvoje podléha oocyt dynamickym procesiim, které
zahrnuji slozité regulaéni mechanismy v riznych stadiich. Primordialni zérode¢né bunky
(PGC) prochézi mitézou a vytvareji oogonie ve vaje¢niku plodu. Béhem procesti oogeneze se
oogonie d¢li a vstupuji do faze meidzy I a stavaji se primarnimi oocyty, které se zastavi ve fazi
profaze meidzy I (Li et al. 2019).

Po puberté primarni oocyt dokon¢i meidzu I a déli se na haploidni sekundarni oocyt a
vydéli se prvni polarni télisko. Pouze jeden sekundarni oocyt zraje a ovuluje. KdyZz tento
sekundarni oocyt vstoupi do meidzy II, je zastaven ve stadiu metafaze meidzy II (MII) az do
oplodnéni. Po oplozeni je proces meiézy ukoncen a je vylouceno druhé polarni télisko
(MacLennan et al. 2015).

Cely proces folikulogeneze a ovulace je tfizen folikuly stimulujicim hormonem (FSH) a
luteinizaénim hormonem (LH), které jsou vyluCovany zhypofyzy. Jsou kontrolované
estradiolem, progesteronem, inhibinem a dal§imi hormony, které jsou vétSinou produkované
vajeCniky (Shoham 2002). Komunikace mezi vajecniky a hypothalamicko-hypofyzarni
jednotkou je proto nezbytna pro perzistujici ovulaci.

Exprese a regulace geni béhem oogeneze pfispiva k materidlnimu zakladu samicich
gamet a k naslednému oplodnéni. Oogeneze je piisn¢ regulovdna, coz vede k produkci
funkénich oocytli. Oogeneze u savetl zahrnuje tii klicova obdobi: proliferaci a migraci PGC,
tvorbu folikuli, aktivaci a rast folikulti (Shibuya & Watanabe 2014).

Tyto udalosti vedou k produkci vyvojové kompetentnich oocytlh schopnych oplodnéni v
budoucnosti. Diferenciace a vyvoj PGC je charakterizovany dynamickou a pozoruhodnou
zménou v genové expresi, z nichZ vétSina zmén je regulovana fadou transkripcnich faktort.
Prace Markholta et al. (2012) ukazuje vice nez 6000 genil, které jsou vyznamné exprimovany.
Obousmérné interakce mezi zdrode¢nymi bunikami a okolnimi granul6znimi buitkami (GC)
jsou také nezbytné k vytvoteni ovaridlniho folikulu (Li et al. 2019).

Studie genové exprese a regulace jsou zasadni pro lepsi porozuméni mechanismil
udrzovani a aktivace folikuli, a tim usnadiuji reprodukéni biologii.

3.5.1 Genova exprese pri PGC migraci a proliferaci

PGC jsou prekurzory oocytd a jsou rozhodujici pro udrzeni druhu. V samicich
pohlavnich Zlazach se PGC diferencuji mitézou na oogonie. Podléhaji masivni proliferaci a
poté se stavaji primarnimi oocyty, které¢ se zastavuji v profazi prvniho meiotického dé€leni
(Elkouby 2017).

Do procesu migrace PGC je zapojena fada faktorti, véetn€ ¢lent rodiny transformujicich
se rastovych faktorti beta (TGFp) a transkripénich faktorti odvozenych ze zarode¢nych bunck
(Sanchez & Smitz 2012). Mezi transkripcni faktory, které hraji dlezitou roli v preziti, migraci
a proliferaci PGC patii SOX17, BLIMP1, PRDM14, OCT4, NANOG, FIGa, NANOS3 a
DNDI (Irie et al. 2015).

Neuplnym délenim cytoplazmy (netplnd cytokineze) béhem mitdézy tvoii oogonie
struktury, které se vyvinou v ovarialni folikuly (Baltus et al. 2006). Ristova faze oogeneze se
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zahajuje, kdyz oogonie dokon¢i mitotické déleni, spolu s jejich zvétsenim, za vzniku primarnich
oocytl a iniciace meidzy. Béhem 11-20 tydnli embryonélniho Zivota pfed narozenim je u lidi
zahdjeno prvni meiotické déleni v primérnich oocytech. Béhem tohoto procesu je nékolik
proteini vazajicich RNA, napiiklad DAZL a BOLL, zapojeno do rGznych stadii lidského
meiotického déleni (He et al. 2013).

PGC reaguji na signaly vylucované sousednimi somatickymi butikami prostfednictvim
interakci receptor / ligand, aby usnadnily jejich migraci do vyvijejicich se gonad. KITL (ligand
pro receptor KIT) uvolnény buiikami granuldzy, rozpoznava sviij receptor na oocytu, coz
vyvolava vyvoj gonad (Merkwitz et al. 2011).

3.5.2 Genova exprese pri formaci primordialniho folikulu

Po migraci a proliferaci PGC vstupuje oocyt do stadia diplotene béhem profaze meidzy
I a je zastaven v prodlouzené klidové fazi (Baltus et al. 2006).

U lidi dochazi k tvorbé primordialnich folikulti béhem druhého trimestru vyvoje plodu
a je dokonceno ptfed narozenim (Pepling 2006). Béhem tvorby primordidlnich folikull je
primarni oocyt obklopen buiikami ovaridlnich stromélnich bun¢k (pregranulosa), aby vytvotily
jednovrstvé primordialni folikuly. Signalizace STRAS8 (stimulovand genem 8 kyseliny
retinové), zavisla na stimulaci signalni kyseliny retinové, se podili na iniciaci meidzy v lidském
1 mysim vajecniku (Baltus et al. 2006). Studie na modelovych organismech ukazuji, Ze estrogen
a odpovidajici receptory jsou zapojeny do tvorby primordidlnich folikult. Faktory a signalni
drahy u lidi v§ak musi byt prozkoumany. Tvorba primordiélnich folikulii je spojena s apoptozou
velkého poctu oocytl. Rlizné pro— a antiapoptotické proteiny jsou vyznamné a zapojené pfi
uréovani osudu zarode¢nych bun¢k béhem tvorby primordidlnich folikulti (Findlay et al. 2015).

Tyto proteiny zahrnuji ¢leny rodiny BCL, BCL2 a BCLX a proapoptoticky protein
BAX. Bylo prokédzano, Ze nepfitomnost BCL2 nebo BCLX mé za nésledek snizeny pocet
primordialnich folikull, zatimco ztrata aktivity BAX nebo kaspazy 2 vede ke zvySeni zasob
primordialnich folikulG. Primordidlni folikuly pfitomné pii narozeni naznacuji, ze jsou
pfitomny zarode¢né bunky a jsou dostupné béhem reprodukéniho Zivota zen. Mutace nebo
dysfunkce kteréhokoli z genti zapojenych do migrace a pteziti PGC, regulace tvorby folikuld a
apoptdzy tedy miize vést ke snizeni fondu zarode¢nych bunék a nasledné ovlivnit reprodukéni
rozsah zeny (Sanchez & Smitz 2012).

3.5.3 Genova exprese pri aktivaci a vyvoji folikulu

Signalni interakce mezi oocyty a okolnimi granuléznimi bunkami zarucuje vysoce
komplexni a dynamickou aktivaci a vyvoj folikula. Pfed aktivaci ziistdvaji primordialni folikuly
necinné az do puberty a poté se aktivuji. Po aktivaci primordialnich folikull se oocyty zvétsi a
zplostélé bunky granuldzy se vyvinou do tvaru kvéadru a ptejdou do prolifera¢niho stavu (Li et
al. 2010).

Aktivace primordidlnich folikull je regulovana fadou genii. Signalizace PTEN / PI3K
byla identifikovana jako klicova pro ptechod z primordidlnich na primarni folikuly. Homolog
fosfatdzy a tensinu deletovany na chromozomu 10 (PTEN) vede k inaktivaci fosfatidylinositol
3 kindzy (PI3K), serin threoninové proteinové kindzy, kterd stimuluje bunécnou proliferaci a
potlacuje expresi proapoptotického faktoru O3 (FOXO03). Studie na mysich a lidskych ovariich
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ukazuji, Ze manipulace s cestou PTEN / PI3K inhibici PTEN a aktivaci PI3K indukuje aktivaci
primordialnich folikult (Li et al. 2010).

Dalsi signélni draha je zprostfedkovana signalni transdukci Tsc / mTORCI. Bylo také
prokazano mnoho dalSich zivotné dilezitych faktort, v€etné ligandu KIT a jeho receptoru,
neurotrofintl, transkripénich faktord Nobox a Sohlnl a ¢lent rodiny TGF BMP4, BMP7 a
antimiillerovského hormonu (AMH) (Sanchez & Smitz 2012).

Jak folikuly rostou, tvofi se zona pellucida na povrchu primarniho oocytu a kubické
somatické bunky ziskéavaji dal$i vrstvy, coz oznacuje postup do sekundéarni a antralni faze.
Pouze n€kolik oocytii postupuje maturaci v kazdém cyklu. V této fazi jsou potiebné faktory
zahrnujici GDF9, BMP15, TATA box-vazebny protein 2 (TBP2) a TATA box-vazebny protein
(TBP) asociovany faktor (TAF4B) (Gazdag et al. 2009). Rané vyvojové stadium ovarialnich
folikuld je nezavislé na folikulo-stimulaénim hormonu (FSH) a je kontrolovany mistné
sekretovanymi faktory, a poté prechazi na FSH-zavisly zptisob, kdyz dosdhne antralniho stadia.
Tésné pred ovulaci dokonéi primdrni oocyt prvni meiotické déleni, coz méa za nasledek
vytvofeni sekundarniho oocytu a vytlaceni prvniho polarniho téliska, malé¢ nefunk¢ni buiiky,
kterd se nésledné degeneruje. Druhé meiotické déleni zacind okamzité pii ovulaci a dokoncuje
se po oplodnéni, coz vede k vytvoreni haploidni ootidy s extruzi druhého polarniho teliska
(MacLennan et al. 2015).

Krom¢ gent exprimovanych v oocytu se ukdzalo, ze béhem folikulogeneze hraji
dilezitou roli transkripéni regulatory exprimované v okolnich buiikdch. Obousmérna
komunikace oocytu a bun¢k granulézy je jednim z kli¢ovych mechanismt ziskani vyvojové
kompetence oocytl. Aktivace signalizace NOTCH v granul6éznich bunkach (GC) pomoci
ligandli ze sousednich zarode¢nych bunck zdaraziuje roli signalizace NOTCH v proliferaci a
diferenciaci GC. Krom¢ toho se ukazalo, Ze ¢lenové rodiny TGF-P, faktory odvozené z oocytli
GDF9 a BMP15, se podileji na maturaci oocytt, proliferaci GC a biosyntéze cholesterolu (Su
et al. 2008). Kromé toho je KITLG a jeho receptor KIT exprimovan v GC a oocytech a hraje
klicovou roli pfi aktivaci primordidlnich folikult (Thomas & Vanderhyden 2006).

V poslednich desetiletich bylo dosazeno vyznamného pokroku pfi objasiovani
molekularnich mechanismii, kterymi se fidi genova exprese oogeneze. Vzhledem k
nepiistupnosti lidskych vaje¢nikti byly pfedchozi znalosti ziskany hlavné na zéklad¢ studii na
mySich. Kli¢ové role proteinii exprimovanych béhem oogeneze byly objasnény pomoci
knockoutovych ptistupi nebo cilenych deleci u mysi. Mnoho otdzek vsSak zlstava
nezodpovézeno. Hromadici se ditkkazy ukazaly, Zze lidské PGC maji jedine¢nou genovou
expresni sit’ odliSnou od mysi. O¢ekava se, Ze technologicky pokrok, pfedstavovany naptiklad
analyzami rozliSeni jednotlivych bunék, pfispéje ke spolecnému usili o posileni naseho
porozuméni o oogenezi u lidi (Li et al. 2019).

3.5.4 Genova exprese pri dozravani oocyti

Vajecnik savell obsahuje tisice primordidlnich folikull, které se tvoii béhem vyvoje
plodu nebo kratce po narozeni. Kazdy primordidlni folikul obsahuje jeden oocyt, ktery je
zadrZen v diplotene prvni meiotické profdze. Po narozeni jsou sav¢i oocyty zastaveny ve fazi
diakineze profaze I ve vajecniku, coz je zndmo jako stadium zarodecnych vacki (GV). Meidza
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pokracuje, jakmile se zarode¢ny vezikul rozpadne (GVBD) po stimulaci luteiniza¢nim
hormonem (LH) na zacatku puberty (Verlhac & Terret 2016).

Obnovena meidza I postupuje pres metafazi I (MI), kdyZ se homologni chromozomové
pary pohybuji spolecné¢ podél metafazové roviny, ndsleduje segregace homolognich
chromozom. Po vylouceni prvniho polarniho téliska se meioza II iniciuje bez replikace DNA.
Tento proces je podobny mitéze a zahrnuje rovnou segregaci sesterskych chromatid po
degradaci kohezinu. Vysledkem je, Ze pocet kopii DNA se snizi na polovinu (Sun & Kim 2012).

V poslednich letech umoznil vyvoj riznych analyz vyhodnoceni zmény genové exprese
v mysich a lidskych oocytech. V mikroc¢ipové analyze Cui et al. (2007) zkoumali 12 164 genil
v oocytech GV a MII u mysi. Jejich prace ukazala, ze pti srovnani GV stadia s MII staddiem v
mySich oocytech bylo v oocytech stadia GV upregulovano vice nez 1600 gent, zatimco u
oocytl stadia MII bylo upregulovano vice nez 1900 gend. Pfitomné geny v MII oocytech se
kromé toho mohou ucastnit na metabolismu aminokyselin, signalizace spojené s G proteinem,
replikace DNA a na expresi signalizacnich molekul.

mRNA syntetizované bchem rlstu oocytd pfispivaji (pfed aktivaci zygotického
genomu) v obdobi ¢asného embryonalniho vyvoje. Matetské mRNA v mySich oocytech jsou
neobvykle stabilni béhem riistové faze s primérnym polocasem piiblizné 10-14 dni ve
srovnani s hodinami nebo minutami v somatickych buiikdch (Ma et al. 2013).

Su et al. (2008) objasnili, ze dochazi ke zni€eni transkriptl béhem pifechodu GV na MII
a ze tento proces je spise selektivni. Kromé toho zjistili, ze dramaticky degradované transkripty
byly zapojeny ve fazi meiotického zastaveni ve stadiu GV, v oxidac¢ni fosforylaci, byly spojeny
s tvorbou energie a syntézou proteind a metabolismem, zatimco stabilni transkripty byly
zapojeny hlavné do signalnich drah, které byly dualezité pro udrzeni charakteristickych znakt
MII oocytl. ZvySena koncentrace cAMP, ktery je produkovan z ATP, udrzuje v oocytech
zastaveni meidzy. Proto byly transkripty spojené s oxidativni fosforylaci a produkci energie
downregulovany v MII oocytech, aby se ziskala meiotickd kompetence k dokonceni
meiotického déleni (Su et al. 2007).

Dale byla pozorovana podobnd zména transkriptomu pii maturaci lidskych oocytu.
Naptiklad byl porovnan genovy expresni vzorec lidskych oocytl ve GV a MI stadiich a
vysledky ukazaly, ze béhem téchto dvou nezralych stadii dochéazi k drobnym zménam. Naproti
tomu oocyty ve stadiu MII vykazovaly vyraznou nadmérnou expresi 444 genli a vyznamné
snizenou expresi 803 genli ve srovnani s nezralymi oocyty, coZ naznacuje, ze k dramatické
zméné exprese genl doslo v poslednim stadiu zrani oocytd. Ve stadiu MII se objevilo mnoho
reprezentativnich gent, které byly spojeny s klicovymi biologickymi procesy, jako je mitoticky
bunéény cyklus, replikace DNA a oplodnéni. Také se zjistilo, Ze v oocytech se uroven exprese
1514 gent zvysila nejméné trojnasobné, véetné Dazl, Ddx4 / Vasa a Dppa3 / Stella (Assou et
al. 2011).

Bylo také detekovano mnoho dobfe zndmych ¢lentt meidzy — naptiklad slozky faktoru
podporujiciho zrani (MPF), komplexu podporujiciho anafazi (APC / C) a kohesin. Jak se
o¢ekavalo, byly také pozorovany geny, které jsou povazovany za specificky exprimované v
oocytech, jako jsou ZP1, 2, 3 a 4, Gdf9, Bmp6, Fgfr2, Hdac9 a oocytove specificky H1 histon
HIFOO. Je zajimavé, ze bylo objeveno nékolik genti, o nichz bylo hlaSeno, Ze jsou
exprimovany v samcich zarode¢nych buiikach a byly také vysoce exprimované v oocytech.
Byly to naptiklad geny Aurkc, Sox30 a Spagl6 / PF20 (Giritharan et al. 2007).
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Kromé toho je znamo, Ze proteazom interaguje s chromatinem bé¢hem nékolika fazi
transkripce. N&které studie také pozorovaly, Ze geny souvisejici s proteazomy hraly vyznamnou
roli béhem zrani lidskych oocytli. Heterodimer BARDI-BRCAT1 byl povazovan za ubikvitin
ligdzu E3. Multiproteinovy ubikvitin ligdzovy komplex E3 obsahujici BARD1, BRCAI a
BRCAZ2 se Ucastnil zrani lidskych oocytl. Tyto proteiny hraji klicovou roli v regulaci postupu
bunécného cyklu, opravy DNA a transkripce genu (Giritharan et al. 2007).

Béhem obdobi zrani jsou oocyty zavislé na predpiipravenych zasobach RNA pro svij
proces zrani a piiblizn€ polovina transkriptl je znicena (Giritharan et al. 2007).

Expresni vzorec maturace oocytti byl identifikovan jako zvlasté citlivy na prostfedi. U
savcl bunééna adheze, bunécna homeostaza, interakce bunka-bunka a stabilita nebo translace

mRNA mohly vést k rizné expresi mRNA mezi oocyty zrajicimi in vivo a in vitro (Lee et al.
2008).

3.5.5 Regulace translace v oocytech

Béhem maturace oocytti bude fada mRNA prevedena na proteiny, které jsou specificky
vyzadovany pro funkci oocytl, zatimco dal$i sada mRNA bude translatovana pozdéji v
embryonalnim obdobi po oplozeni (Li et al. 2019).

Ukézalo se, ze béhem zrani oocytli bylo translatovano pfiblizn¢ 7600 mRNA. Tato
zji$téni probéhla pomoci mikro¢ipové analyzy RNA izolované z polyzomu oocytl ve stadiich
GV, Ml aMII (Chen et al. 2011). Translace n€kterych mRNA je nezbytna pro progresi maturace
a vyvoje oocytl.. Napftiklad protein Cyclin B1 syntetizovany z uloZzené mRNA tvoii komplex
nazvany MPF s preexistujici Cdc2 kindzou a okamzité aktivuje Cdc2. MPF fosforyluje stovky
substratl, aby spravné podporoval cykly meiotickych bunék, jakoz i cytoplazmatickou a
jadernou maturaci (Li et al. 2019).
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4 Material a metodika

4.1 Pouzité tkané

Zamgéstnanci Katedry veterinarnich disciplin FAPPZ CZU v Praze byli schopni ziskat
Cerstvé vzorky tkédni z jatek a vzorky oocytli z prasnic plemene Bilé uslechtilé. Tkanové vzorky
byly ziskény z plic, jater, délohy, srdce, sleziny a vajecniku, mély velikost pfiblizné 2x2 cm a
byly vlozeny do falkonli o objemu 50 ml. Vzorky byly déle ulozeny na suchy led po dobu
pfepravy a poté okamzité vlozeny do mraziciho zafizeni o teploté -80 °C, kde byly uchovany
do doby jejich dalsi tipravy. Byly ziskany rizné tkan¢ od tii prasnic. Tkan z délohy byla ziskédna
pouze z jedné prasnice, a proto nebyla vyuzita k hlavnimu experimentu qRT-PCR.

Vzorky byly rozfezany na mensi kousky o hmotnosti cca 30 mg, vlozeny do
homogenizacnich zkumavek Precellys (Bertin Instruments) o objemu 1,5 ml a okamzité
pfeneseny do tekutého dusiku z dGvodu ochrany RNA pted degradaci. Vzorky byly nasledné
pouzity v procesu izolace RNA.

Vsechny pouzité¢ zkumavky byly RNase Free a povrchy laboratoie a pouzité nastroje byly
oSetfeny pifipravkem RNase ZAP TM od firmy Sigma.

Dale byly pfipraveny dva vzorky oocytli ve fazi zdrodecného vacku GV. V prvnim
vzorku bylo 50 oocytii (50 OV) a ve druhém 20 oocytii (20 OV). Pro experiment jsou pouzivany
oocyty z vajeCnikli prasnic v rizném stadiu pohlavniho cyklu. Vaje¢niky jsou odebirany na
jatkach ptimo z odporaZenych zvifat. Poté jsou ihned pievazeny do laboratote ve fyziologickém
roztoku (0,9% chlorid sodny) o teploté 39°C.

V laboratofi jsou vajecniky zpracovavany do dvou hodin od poraZzeni zvifete. Z
vajecnikl se ziskavaji oocyty aspiraci folikularni tekutiny pomoci jehly 20G. Aspirovany jsou
folikuly o priméru 2—5 mm. Nésledné se pod binokularni lupou z folikularni tekutiny vybiraji
oocyty pomoci tenké sklenéné kapilary.

Pro experimenty jsou vyuzivany oocyty s neporusSenou cytoplazmou a s kompaktnim
kumulem. Manipulace s oocyty probiha v modifikovaném médiu M199 (USOL Praha, Ceské
republika), obsahujicim hydrogenuhlicitan sodny (0,039 ml 7% roztoku na 1 ml média), laktat
vapenaty (0,6 mg/ml), pyruvat sodny (0,25 mg/ml), gentamicin (0,025 mg/ml), HEPES (1,5
mg/ml), 10 % bovinniho séra (Gibco BRL, Life Technologies) a 13,4 IU eCG/ml (P.G. 600,
Intervet, Boxmeer, Holand). Poté jsou oocyty promyty v PBS s 1 % PVA a pteneseny do
homogenizaéni zkumavky Precellys (Bertin Instruments) a pouzity v dalSim postupu izolace
RNA.

Tabulka 1 Oznaceni tkani

Biologicky replikat a Plice Jatra Déloha Srdce Slezina | Vajecnik
Prasnice 1 1 Ara 1BRro 1Cra 1Dra 1ERra 1Fra
Prasnice 2 2ARa 2BRra Nebylo k dispozici 2DRa 2ERa 2FRra
Prasnice 3 3Ara 3Bra Nebylo k dispozici 3Dra 3ERra 3Fra
Bologicky replikat B Plice Jatra Déloha Srdce Slezina | Vajecnik
Prasnice 1 1 ARB 1BrB 1CrB 1DRrB 1ERB 1FRrB
Prasnice 2 2ARB 2BRrS Nebylo k dispozici 2DRB 2ERB 2FRrB
Prasnice 3 3ARB 3BRrB Nebylo k dispozici 3DrB 3ERrB 3FrB

65




Tabulka 2 Oznaceni vzorkii oocytit

| Oocyty 20 0V 50 OV

4.2 1Izolace celkové RNA

K izolaci totalni RNA byl pouzit kit firmy Sigma, Aldrich Gen Elute™ Mammalian
Total RNA Miniprep. Byl dodrZen nésledujici postup:

1.
2.

(9]

*®

10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.

Byl ptedehrat termoblok Bio TDB-120 (Biosan) na 55 °C (Obr.27)

Byly pfipraveny homogeniza¢ni zkumavky Precellys (Bertin Instruments) s 25-40 mg
tkan¢

Do zkumavek bylo rychle pfidano 300 ul Lysis Solution/2-ME a vzorek se
homogenizoval 180 sekund v homogenizatoru Minilys (Bertin Instruments) (viz Obr.
27)

Bylo pfidano 590 pl H2O (RNase-free) a 5 pl Proteinase K

Vzorek byl promichén a inkuboval se pii 55 °C v termobloku (viz Obr. 27)

700 pl vzorku bylo pfeneseno do zkumavky s filtrem a centrifugoval se rychlosti 12 000
RPM po dobu 2 minut

Zopakoval se krok 6 a filtraty se spojily

Dale se ptidalo 450 ul Ethanolu a diikladné se vzorek promichal ve vortexu

Byla pouzita vazebna kolonka, do které se napipetuje 700 pl lyzatu/ethanol a vzorek se
centrifuguje pfi rychlosti 12 000 RPM po dobu 15 sekund

Protekla kapalina byla vylita a bylo pfidan zbytek lyzatu/ethanol na vazebnou kolonku
a probéhla centrifugace pfi rychlosti 12 000 RPM po dobu 15 sekund

Protekla kapalina byla vylita

Na kolonku se napipetovalo 250 ul Wash Solution I a probéhla centrifugace pti rychlosti
12 000 RPM po dobu 15 sekund, kapalina byla znovu vylita

Ptidalo se 80 pl (10 pul DNasa + 70 pl pufr DNasa) na filtr a vzorek se nechal v klidu
stat 15 minut pii pokojové teploté

Na kolonku se nasledné napipetovalo 250 ul Wash Solution I a vzorek se centrifugoval
pfi rychlosti 12 000 RPM po dobu 15 sekund, zkumavka se vyménila

Na kolonku bylo napipetovano 500 ul Wash Solution II a vzorek byl centrifugovan pfi
rychlosti 12 000 RPM po dobu 2 minut do sucha

Dale doslo k pfendani filtru do nové 2 ml zkumavky

Bylo napipetovano ke vzorku 50 pl Elution Solution a probéhla centrifugace pii
rychlosti 12 000 RPM po dobu 1 minuty

Konec¢ny produkt byl ziskdn ve zkumavce
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Obrazek 27 Homogenizator Minilys firmy Bertin Instruments a termoblok Bio TDB-120 firmy Biosan
4.3 Koncentrace a absorbance izolované RNA

Byla provedena spektrofotometrickd analyza ke stanoveni koncentrace a absorbance
izolované totalni RNA. Analyza byla provedena pomoci pfistroje NanoPhotometer (Implen),
ktery zjistil kvantitu pomoci UV spektrofotometru (viz Obr. 28). Pfistroj byl kalibrovan 3ul
pufru Elution Solution a nasledné¢ byly postupné piidavany vzorky na &teci misto
spektrofotometru také v mnozstvi 3 pl.

Piistroj zjistil koncentraci a zhodnotil parametry A260/A280 a A260/230. Tyto dvé
hodnoty urcuji uroven Cistoty nukleovych kyselin. Hodnoty u RNA by se mély pohybovat
kolem 2.

Hodnota A260/A280 urcuje miru znecisténi proteiny. Hodnota A260/A230 je pouzita
jako sekundéarni mira cistoty nukleovych kyselin. Tato hodnota urCuje pfitomnost jinych
kontaminantt, které absorbuji zafeni pii 230nm, napiiklad EDTA, fenoly nebo karbohydraty.
Pokud jsou hodnoty vyssi nez 2, doslo k ur¢itému znecisténi nukleovych kyselin.

Obrazek 28 NanoPhotometer
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4.4 Prepis RNA na cDNA

Reverzni transkripce je syntéza komplementarni deoxyribonukleové kyseliny DNA
z jednotetézcového templatu ribonukleové kyseliny RNA. Tento proces je katalyzovan
enzymem reverzni transkriptdzou (RNA-dependentni DNA polymeraza), ktery je replikaénim
enzymem retrovirti. Kromé své RNA-dependentni DNA polymerazové aktivity ma
také slabou DNA-dependentni DNA polymerdzovou aktivitu, kterd postrada 3¢ —
5¢ exonukleazovou aktivitu a RN4za H aktivitu, ktera degraduje RNA templat z hybridnich
fetézcl RNA / DNA, jak probihé syntéza DNA.

V ptitomnosti vSech ¢tyf deoxynukleotidd (ANTP: dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a za
dobie definovanych podminek reverzni transkriptdza nasedd na primer komplementarni
k RNA, aby vytvotila komplementarni DNA (cDNA).

K ptepisu byl pouzit kit Trancriptor First Strand cDNA Synthesis od firmy Roche a byl
pouzit univerzalni polyA primer.

K ptepisu jsme potiebovali 12 pl izolované RNA, 1 p primeru a 7 p Master mixu.
Master mix obsahuje 4 pl RT pufru (Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer), 0,5
ul protektoru (Protector RNase Inhibitor), 2 pl smési ANTP a 0,5 pl reverzni transkriptazy
(Transcriptor Reverse Transcriptase).

K RNA byl pfidan primer a vzorek denaturoval pii teploté 65°C. Primer tak naseda
pouze na mRNA a eliminuji se tak ostatni RNA molekuly. Nésledn¢ byla smés ochlazena. Byl
pfidan Master mix a vzorky byly inkubovany v termocykleru DNA Engine (Biorad) (viz Obr.
29) po dobu 60 minut pii 50°C.

Takto ziskand cDNA byla ulozena pfi teploté -20°C. Pro qRT-PCR byla koncentrace
vysledné cDNA vysoka a vzorky musely byt nafedény tak, aby v 1ul roztoku bylo takové
mnozstvi cDNA, které odpovidé produktu reverzni transkripce vzniklého z 0,75ng celkové
RNA.

Obrazek 29 Termocykler DNA Engine firmy Biorad
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4.5 Navrhovani a optimalizace primeri

Primery byly navrzeny pomoci programu Primer3 (Rozen & Skaletsky 2000). Pro
navrzeni primert byla pouzita sekvence transkriptu HMOXI-202 ENSSSCG00000039745,
scaffold AEMKO02000361.1, uvedené v mezinarodni databazi Ensembl. Bylo navrzeno 11
primerit pro gen HMOXI A-K. Soucasné€ s navrzenim primerd genu HMOXI A-K byly
navrzeny primerové pary pro dalsi tii housekeepingové geny RPL4, ACTB a TBP.

Vzhledem k tomu, Ze gen TBP vykazoval mirnou nespecifickou amplifikaci a gen ACTB
se vyrazné odliSoval eficienci, jsou v tabulce 3 uvedeny jen primery pro housekeepingovy gen
RPL4, ktery byl pouzit ve vlastnich analyzéch.

Specificnost nasedani primerii v ramci genomu Sus scrofa byla hodnocena pomoci
programu Primer BLAST (viz Obr. 30-41), ktery je soucasti mezinarodni databdze NCBI. Bylo
zjisténo, v jaké Casti referen¢niho genomu nasedaji a jak velky by mély tvoftit produkt. Pozice
primerti byly vyhledany v referenéni sekvenci reprezentativniho genomu Sus scrofa 11.1
NW_018084968 (GCF_000003025.6), plemene Duroc, izoldtu TJ Tabasco. Timto
vyhledavanim bylo ovéfeno, Ze neexistuje jiné misto v genomu, kde by primery mohly nasedat
a ze tedy existuje jen jedno specifické misto nasedani.

Primery HMOXI F a HMOXI 1 nebyly 100% komplementarni k vychozi sekvenci. Je to
dané pouziti jiného plemena a zména bazi je u primerti na 5’ konci, tudiz tato zména by neméla
mit vliv na nasedéani primerti.

Z tabulky 3 je patrné, zZe hodnota tm byla u vSech navrzenych primerii vyssi nez 60°C.
Primery byly navrhovany zdmérné s takto vysokou hodnotou tm proto, aby u vSech
primerovych part bylo dosazeno specifické amplifikace pfi anelacni teploté 64 °C.

Tabulka 3 Navrzené primerové pary pomoci Primer3 (vyznaceni v sekvenci v priloze 1I.)

Primer len tm gc% seq PS Oblast nasedani
A Forward | 18 | 67,29 | 72,22 ACCCCGTCGCGAGCTGTC 188 Exon 1
AReverse | 24 | 64,21 | 45,83 CTCGCCCTTCTGAAAGTTCTTCAT Exon 2
B Forward | 24 | 64,41 | 50,00 GATGGCGTCCTTGTACCACATCTA 187 Exon 3
BReverse | 19 | 62,81 | 63,16 CTTGGTGGCCTGCGTGTAG Exon 3
C Forward | 23 | 64,16 | 43,48 ATGTGAATGCAACCCTGTGAATG 188 Exon 6
CReverse | 24 | 64,01 | 45,83 GGAAAGATGCCACAGACTCCTTTT Exon 6
D Forward | 24 | 64,70 | 50,00 ATGGGTCCTGACACTCAGCTTTCT 219 Exon 6
DReverse | 21 | 64,15 | 57,14 TTCCAGCAAGAGGGAGAGACG Exon 6
E Forward | 21 | 64,08 | 61,90 AGAGAGGGACAAGGGGTCCAG 219 Exon 6
EReverse | 24 | 64,24 | 45,83 | ACGGAAACACGAGACACAACATCT Exon 6
F Forward | 24 | 63,01 | 50,00 GTCCTCAAGAAGATCGCTCAGAAG 206 Exon 4
FReverse | 24 | 64,10 | 45,83 | AACAGCTGAATGTTGAGCAGGAAG Exon 5/6
G Forward | 23 | 65,08 | 52,17 ATTTGTCAGAGGCCCTGAAGGAG 180 Exon 2
GReverse | 24 | 63,03 | 45,83 GGTTCTCCTTGTTGTGCTCAATCT Exon 3
H Forward | 20 | 64,03 | 65,00 CAGGAGGCCATCCCCTACAC 211 Exon 3
HReverse | 23 | 64,15 | 47,83 CGACATTGGGGAAAGTGAAGAAG Exon 4
I Forward | 24 | 66,06 | 50,00 ATTCAGCTGTTTGAGGAGGTGCAG 204 Exon 5/6

IReverse | 23 | 64,07 | 52,17 CACCAGAAAGCTGAGTGTCAGGA Exon 6
JForward | 24 | 63,76 | 54,17 CCAGACTGTCTCCAAGGATCAGAG 181 Exon 1
JReverse | 24 | 64,07 | 41,67 TGGCTCATGATAAGGCTGTTGTTT Exon 1
K Forward | 24 | 63,90 | 45,83 ATTGCCATGAACTGTGGTGTAGGT 198 Exon 1
KReverse | 24 | 64,09 | 45,83 | GGGAGCCTAAATGACAAAACGAAC Exon 1

RPL4 F 24 | 63,44 | 41,67 | ACTGAAAGCCAAATCAGGTGAGAA 199 Exon 11

RPL4 R 24 | 64,10 | 45,83 CTTTTCTTCTGTGGTGGGCTTCTT Exon 11
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(len: délka primeru, tm: teplota tani, gc%: procento G a C bazi v primeru, seq: sekvence primeru ve sméru 5 ‘-3, PS:

ocekavana velikost vytvareného produktu)

Sequence (5'->3') Length Tm GC%  Self complementarity
Forward primer ACCCCGTCGCGAGCTGTC 18 64.73 7222 6.00
Reverse primer CTCGCCCTTCTGAAAGTTCTTCAT 24 61.10 4583 5.00

Products on target templates
>NW_018084968.1 Sus scrofa isolate TJ Tabasco breed Duroc unplaced genomic scaffold, Sscrofa11.1 Contig1878

product length = 1522
Forward primer 1 ACCCCGTCGCGAGCTGTC 18
Template 1954837 ..iiieiiienenanannn 1954854

Reverse primer 1 CTCGCCCTTCTGAAAGTTCTTCAT 24
Template 1956358 ...ieiiieccncncaceaoaann 1956335

Obrazek 30 BLAST vyhodnocent dvojice primerii A

Sequence (5'->3') Length Tm GC%  Self complementarity
Forward primer GATGGCGTCCTTGTACCACATCTA 24 62.24 50.00 6.00
Reverse primer CTTGGTGGCCTGCGTGTAG 19 61.03 63.16 4.00

Products on target templates
>NW_018084968.1 Sus scrofa isolate TJ Tabasco breed Duroc unplaced genomic scaffold, Sscrofa11.1 Contig1878

product length = 187
Forward primer 1 GATGGCGTCCTTGTACCACATCTA 24
Template 1959427 ..iiciicceccesctcisconnns 1959450

Reverse primer 1 CTTGGTGGCCTGCGTGTAG 19
Template 1959613 ....iiiieiennenaann 1959595

Obrazek 31 BLAST vyhodnoceni dvojice primerii B

Sequence (5'->3') Length Tm GC%  Self complementarity
Forward primer ATGTGAATGCAACCCTGTGAATG 23 60.06 4348 4.00
Reverse primer GGAAAGATGCCACAGACTCCTTTT 24 61.29 4583 4.00

Products on target templates
>NW_018084968.1 Sus scrofa isolate TJ Tabasco breed Duroc unplaced genomic scaffold, Sscrofa11.1 Contig1878

product length = 188
Forward primer 1 ATGTGAATGCAACCCTGTGAATG 23
Template 1963220 ...ciieicenccenccnanann 1963242

Reverse primer 1 GGAAAGATGCCACAGACTCCTTTT 24
Template 1963407 ..iiieetircncncenonanonen 1963384

Obrazek 32 BLAST vyhodnoceni dvojice primerii C

Sequence (5'->3') Length Tm GC%  Self complementarity
Forward primer ATGGGTCCTGACACTCAGCTTTCT 24 63.63 50.00 5.00
Reverse primer TTCCAGCAAGAGGGAGAGACG 21 61.50 57.14 3.00

Products on target templates
>NW_018084968.1 Sus scrofa isolate TJ Tabasco breed Duroc unplaced genomic scaffold, Sscrofa11.1 Contig1878

product length = 219
Forward primer 1 ATGGGTCCTGACACTCAGCTTTCT 24
Template 1963165 .cevcevccccccnsccsncnnann 1963188

Reverse primer 1 TTCCAGCAAGAGGGAGAGACG 21
Template 1963383 ...iiiiiiiiieinaanaaan 1963363

Obrazek 33 BLAST vyhodnoceni dvojice primerii D

Sequence (5'->3') Length Tm GC%  Self complementarity
Forward primer AGAGAGGGACAAGGGGTCCAG 21 62.67 6190 4.00
Reverse primer ACGGAAACACGAGACACAACATCT 24 62.76 4583 3.00

Products on target templates
>NW_018084968.1 Sus scrofa isolate TJ Tabasco breed Duroc unplaced genomic scaffold, Sscrofa11.1 Contig1878

product length = 219
Forward primer 1 AGAGAGGGACAAGGGGTCCAG 21
Template 1963444 ....iiiiieienannanans 1963464

Reverse primer 1 ACGGAAACACGAGACACAACATCT 24
Template 1963662 ...ceiiiiencnnccnanenaann 1963639

Obrazek 34 BLAST vyhodnoceni dvojice primerii E
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Sequence (5'->3") Length Tm GC%  Self complementarity
Forward primer GTCCTCAAGAAGATCGCTCAGAAG 24 60.97 50.00 4.00
Reverse primer AACAGCTGAATGTTGAGCAGGAAG 24 61.82 4583 6.00
Products on target pl

>NW_018084968.1 Sus scrofa isolate TJ Tabasco breed Duroc unplaced genomic scaffold, Sscrofa11.1 Contig1878

product length = 206
Forward primer 1 GTCCTCAAGAAGATCGCTCAGAAG 24
Template 1959712 .iceceercecccsccnncnnnns 1959735

Reverse primer 1 AACAGCTGAATGTTGAGCAGGAAG 24
Template 1959917 CT..Cuvvvrvnnnnnnnnnnnns 1959894

Obrazek 35 BLAST vyhodnoceni dvojice primerii F

Sequence (5'->3') Length Tm GC%  Self complementarity
Forward primer ATTTGTCAGAGGCCCTGAAGGAG 23 6221 5217 8.00
Reverse primer GGTTCTCCTTGTTGTGCTCAATCT 24 61.28 4583 6.00

Products on target templates
>NW_018084968.1 Sus scrofa isolate TJ Tabasco breed Duroc unplaced genomic scaffold, Sscrofa11.1 Contig1878

product length = 3222
Forward primer 1 ATTTGTCAGAGGCCCTGAAGGAG 23
Template 1956270 ceieecenccnccncnnsannnn 1956292

Reverse primer 1 GGTTCTCCTTGTTGTGCTCAATCT 24
Template 1959491 ..cccceccccccrcscccsenes 1959468

Obrazek 36 BLAST vyhodnoceni dvojice primerit G

Sequence (5'->3") Length Tm GC%  Self complementarity
Forward primer CAGGAGGCCATCCCCTACAC 20 61.70 65.00 6.00
Reverse primer CGACATTGGGGAAAGTGAAGAAG 23 59.81 47.83 3.00

Aot

Pr on target pl
>NW_018084968.1 Sus scrofa isolate TJ Tabasco breed Duroc unplaced genomic scaffold, Sscrofa11.1 Contig1878

product length = 213
Forward primer 1 CAGGAGGCCATCCCCTACAC 20
Template 1959581 ..i.i.iiiiiiiannianann 1959600

Reverse primer 1 CGACATTGGGGAAAGTGAAGAAG 23
Template 1959793 ccceccccvcccccscsccnnos 1959771

Obrazek 37 BLAST vyhodnoceni dvojice primerii H

Sequence (5'->3") Length Tm GC%  Self complementarity
Forward primer ATTCAGCTGTTTGAGGAGGTGCAG 24 63.38 50.00 6.00
Reverse primer CACCAGAAAGCTGAGTGTCAGGA 23 62.37 5217 5.00

Prod on target
>NW_018084968.1 Sus scrofa isolate TJ Tabasco breed Duroc unplaced genomic scaffold, Sscrofa11.1 Contig1878

product length = 865
Forward primer 1 ATTCAGCTGTTTGAGGAGGTGCAG 24
Template 1962328 T.Guvvrvvrennnnnnnnnnnns 1962351

Reverse primer 1 CACCAGAAAGCTGAGTGTCAGGA 23
Template 1963192 ..ecieccesctcctccncnnn 1963170

Obrazek 38 BLAST vyhodnocent dvojice primerii 1

Sequence (5'->3") Length Tm GC%  Self complementarity
Forward primer CCAGACTGTCTCCAAGGATCAGAG 24 6195 5417 7.00
Reverse primer TGGCTCATGATAAGGCTGTTGTTT 24 61.05 41.67 6.00

Products on target templates
>NW_018084968.1 Sus scrofa isolate TJ Tabasco breed Duroc unplaced genomic scaffold, Sscrofa11.1 Contig1878

product length = 181
Forward primer 1 CCAGACTGTCTCCAAGGATCAGAG 24
Template 1953062 ..eiiiiietietiiaiananann 1953085

Reverse primer 1 TGGCTCATGATAAGGCTGTTGTTT 24
Template 1953242 ...iiiiccccetcetcescnnne 1953219

Obrazek 39 BLAST vyhodnocent dvojice primerii J
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Sequence (5'->3") Length Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer ATTGCCATGAACTGTGGTGTAGGT 24 62.58 4583 4.00 0.00
Reverse primer GGGAGCCTAAATGACAAAACGAAC 24 60.62 4583 3.00 0.00

Products on target templates
>NW_018084968.1 Sus scrofa isolate TJ Tabasco breed Duroc unplaced genomic scaffold, Sscrofa11.1 Contig1878

product length = 198
Forward primer 1 ATTGCCATGAACTGTGGTGTAGGT 24
Template 1953703 ..ieeiiertccnccnnsncnnans 1953726

Reverse primer 1 GGGAGCCTAAATGACAAAACGAAC 24
Template 1953900 ..viiiettenttnnnnnanaans 1953877

Obrazek 40 BLAST vyhodnoceni dvojice primerii K

Sequence (5'->3') Length Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer ACTGAAAGCCAAATCAGGTGAGAA 24 60.69 41.67 4.00 0.00
Reverse primer CTTTTCTTCTGTGGTGGGCTTCTT 24 61.47 4583 2.00 0.00

Products on target templates
>NC_010443.5 Sus scrofa isolate TJ Tabasco breed Duroc chromosome 1, Sscrofa11.1

product length = 199
Forward primer 1 ACTGAAAGCCAAATCAGGTGAGAA 24
Template 164476571 .t.veiiiettcnnrnanaaannnn 164476548

Reverse primer 1 CTTTTCTTCTGTGGTGGGCTTCTT 24
Template 164476373 ..iieiieriertnrstnnnnnnn 164476396

Obrazek 41 BLAST vyhodnoceni dvojice primerii pro RPL4
4.6 Amplifikace vybranych oblasti cDNA genu HMOX1

Byla provedena amplifikace v termocykleru LightCycler Nano Instrument (Roche) (viz
Obr.42). Vzorky byly pfipraveny pomoci kitu FastStart Essential DNA Green Master (Roche).

Komponenty tohoto kitu jsou FastStart SYBR Green Master, 2x koncentrovany master
mix obsahujici FastStart Taq DNA polymerazu, reak¢ni pufr, nukleotidy (dATP, dCTP, dGTP,
dUTP) a SYBR Green L.

Vzorky byly pipetovany do stripti. Kazdy obsahoval 6 pl premixu (5 pul Master mix, 0,5
ul forward primer, 0,5 pl reverse primer) a 4 ul cDNA, kterd u tkéni byla nafedéna na piislusnou
hodnotu 0,75ng/1ul a v ptipadé¢ oocytd byly pouzity vzdy dvé koncentrace. U vzorkl s 50
oocyty byla koncentrace 2,85 ng/1ul a 1,43 ng/1ul a u vzorku s 20 oocyty byla koncentrace 0,8
ng/lul a 0,4 ng/1ul. Spolu se vzorky byl amplifikovan i housekeepingovy gen RPL4 a jako
negativni kontrola byla pouzita PCR H>O.

U v8ech primeri byla vyhodnocena eficience reakce a na zakladé vysledk byl pro vlastni
analyzu pouzit primerovy par HMOXI C. Byl pouzit pro porovnani expresi v jednotlivych
tkanich a pro statistické vyhodnoceni.

Primerovy par A soucasné kontroloval Cistotu izolované RNA. Protoze jsou primery
AF/AR navrzené ptes intron genu HMOX1, tak v piipadé DNA kontaminace by se tvofil dlouhy

produkt.
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Tabulka 4 Kroky amplifikace gRT-PCR

LightCycler® Nano Instrument Protocol

The following procedure is optimized for use with the LightCycler® Nano Instrument.

Detection Format Reaction Volume [pl]
Settings: Intercalating Dye, 20
Normal Quality
Pogams
Temp. [°C] Ramp [°C/s] Hold [s] Acquire Cycles
Pre-Incubation 95 4 600@ - -
3-Step 95 5 200@ . -
Amplification 60 4 2003 - -
primer
dependent®
72 4 2007635 Yes 45
Melting 95 4 10 - -
65 4 60 - -
95 0.1 1 Yes -

Aktivace polymerdzy probiha pfi teploté 95 °C pii zméné teploty 4 °C/s po dobu 10
minut. Nasleduje 45 cyklova amplifikace ve tfech krocich. Prvni krok probihd 20 sekund pfi
teploté 95 °C a zméné teploty 5 °C/s. Druhy krok zavisi na anelacni teploté primerd. V nasem
ptfipadé byla anelacni teplota 64 °C pii zméné teploty 4 °C/s po dobu 20 sekund. Tteti krok
probihal pfi teploté 72 °C pti zméne¢ teploty 4 °C/s po dobu 20 sekund.

Obrazek 42 LightCycler® Nano

73



4.7 Sekvenacni analyza amplifikovanych qRT-PCR produkti

Po amplifikaci vzorku v qRT-PCR byly vytvofeny vzorky pro detekci na gelové
elektroforéze. Jeden vzorek obsahoval 10 pl qRT-PCR produktu, 8 ul H2O a 2l nanaseciho
barviva. Nasledn¢ byl nanesen do kolonek 1,5 % agar6zového gelu s ptidanym ethidium
bromidem. Gel byl vloZen do systému horizontdlni elektroforézy. Elektroforéza probihala 40
minut pfi napéti 120 V.

4.7.1 Purifikace PCR produkti

Je potieba prodistit vzorek od gelu, primert a nezac¢lenénych nukleotidt. K tomu byl pouzit

komer¢ni kit MiniElute PCR Purification Kit (Qiagen).

1. Pomoci cistého skalpelu byla vyfiznuta ¢ast gelu obsahujici DNA fragment. Tento
fragment byl vyfiznut tak, aby obsahoval co nejmensi obsah gelu.

2. Cast gelu byla zvazena a vloZzena do 1,5 ml zkumavky.

3. Do zkumavky se ptidalo 1:1 mnozstvi Binding Buffer a smés se inkubovala pii 50°C.
Doba byla zavisla na rychlosti rozpousténi gelu. Gel musel byt zcela rozpustén.

4. Nasledné bylo napipetovano 800 pl rozpusténého gelového roztoku do zkumavky
s kolonkou a vzorek se centrifugoval 1 minutu pii 12 000 RPM. Protekla tekutina byla
vylita a kolonka se vlozila zpét do zkumavky.

5. Bylo pfiddano 100 pl Binding Buffer na kolonku a opakovala se centrifugace a vyliti
tekutiny jako v kroku 4.

6. Nasledné bylo na kolonku napipetovano 700 ul Wash Buffer. Vzorek byl centrifugovan
po dobu 1 minuty pfi 12 000 RPM. Protekla tekutina byla vylita.

7. Vzorek byl znovu centrifugovan 1 minutu pii 12 000 RPM, abychom ziskali Cisty
vzorek bez Wash Buffer.

8. Bylo pfidano 25 pul H>O (pH= 8,1) na kolonku k uvolnéni DNA. Vzorek se nechal stat
pti pokojové teploté po dobu 2 minut a ndsledné probéhla centrifugace vzorku 1 min pii
12 000 RPM.

9. Po odebrani vazaci kolonky zbyva ve zkumavce izolovana DNA.

Takto ziskand DNA byla kvantifikovana pomoci NanoPhorometer podle stejného postupu
jako pii izolaci RNA. Pfistroj byl vSak kalibrovan 3 ul H.O

4.7.2 Priprava sekvenacni reakce

Sekvenace byla provedena pomoci kitu BigDye Terminatior v3.1 Cycle Sequencing Kit
od firmy Applied Biosystems.

Byly pouzity nésledujici komponenty: PCR produkt o objemu 7,5 pl a koncentraci 6,5
mg/ul, primer F (R) o objemu 3,2 pl a koncentraci 3,2 pikomolu x 20 ul!, sekvenéni pufr o
objemu 4ul a Terminator Ready Reaction mic o objemu 2ul a koncentraci 2pul x 20ul!.
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4.7.3 Cisténi produktii sekvena&ni reakce

1) Ke vzorku bylo ptidano 2ul roztoku glykogenu, 2ul 3M octanu sodného a 50ul 96 %
etanolu.

2) Vzorek byl promichén a 15 minut v klidu pfi pokojové teploté.

3) Centrifugace vzorku 15 minut pii 13 200 RPM. Poté byl na dné¢ ponechan vysradzeny
produkt a piebytec¢nd tekutina odpipetovana.

4) Po ptidani dalSich 250 pl 70 % ethanolu byl vzorek centrifugovan 15 minut pifi 13 200
RPM a piebytecna tekutina odpipetovana. Tento krok se jesté jednou zopakoval.

5) Ptipravil se termoblok vyhtaty na 50 °C a vzorek v ném byl vysousen po dobu 30 minut.

6) Ke vzorku bylo pfidano 15ul Hi-Di formamidu a probéhla denaturace v termocykleru
C1000 (BioRad) pii 95 °C po dobu 5 minut.

7) Vzorek byl ochlazen na teplotu 4 °C a vlozen do systému kapilarni elektroforézy.

8) Kapilarni elektroforéza byla provedena pomoci genetického analyzatoru ABI PRISM
310 Genetic Analyser od firmy Applied Biosystems. Parametry sekvenacni analyzy
v kapilarni elektroforéze byly néasledujici: délka kapilary byla 50 cm, modul SeqPOP6
(1ml) E, virtudlni filtr E, doba nastiiku 30 sekund, napéti néstriku 2,5 kV, teplota pfi
separaci byla 50 °C, napéti separacell,3 kV, doba separace 120 minut.

4.8 Testovani specificnosti amplifikace pomoci analyzy teploty tani Tm

Pokud se v experimentu pouziva SYBR Green barvivo, dé se kontrolovat, zda vznikaji ¢i
nevznikaji nespecifické produkty a kontroluje se tim specifi¢nost amplifikace. Teplota tani je
takova teplota, kdy jsou vS§echny molekuly cDNA jednovldknové a barvivo SYBR Green neni
nikde navazano.

K analyze teploty tani byl pouzit software termocykleru LightCycler Nano od firmy
Roche. Testovany byly vSechny primery a tkan¢ u prasnice ¢islo 1. Amplikony byly zahtaty na
60 °C po dobu 1 minuty pfi rychlosti zmény teploty 4 °C/s. Tato doba sta¢i na rozvoliéni
vlasenkovitych struktur vytvatfenych sekundarné pti nizsi teploté. Z teploty 60 °C se vzorky
pomalu zahtivaji (0,1 °C/s) na teplotu 95°C. Dalsich 20 sekund se teplota 95 °C udrzuje a
nasledné teplota znovu klesé na 40°C.

Vysledkem této analyzy je tzv. melting curve. Zobrazena v grafu by méla byt pouze jedna
hlavni amplituda. Pokud se objevi vice vrcholl tak vznikaji i nespecifické produkty (viz Graf

1).
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Graf'1 Grafy zobrazujici mozné vysledky Tm analyzy. Prvni graf z leva zobrazuje idealni pripad jedné kiivky, kterd rika, Ze
se tvori jen jeden specificky produkt. Druhy graf zobrazuje dveé krivky, z nichz jedna zobrazuje nespecificky produkt (Dwight
etal 2011)
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4.9 Zohlednéni efficience primert

v

Aby byla qRT-PCR pfesnéjsi, je nutné zohlednit efficienci vlastni reakce. Eficience PCR
je definovana jako pocet cilovych molekul, které jsou kopirovany v jednom cyklu PCR. Pouze
v idedlnim piipad¢ probihd reakce PCR dokonale, a vkazdém cyklu se pocet molekul
zdvojnasobi a reakce ma vzor 2, kde n je podet cykli. Uéinnost reakce je viak ve skute¢nosti
jina, vétSinou snizend a v piipad€ nepiitomnosti interferujicich latek v matrici vzorku by se
méla cilova DNA amplifikovat alesponi s 90% G¢innosti.

Utinnost reakce je dulezitym faktorem pii kvantifikaci, jelikoz pii efektivité 100 % je
mnozstvi molekul DNA vzniklych z jedné molekuly po deseti cyklech 2!°, vysledkem je tedy
1024 molekul. Pti efektivité¢ 90 % je pocet molekul DNA vzniklych po deseti cyklech z jedné
molekuly 1,919, a vysledné mnozstvi je jen 613 molekul. Rozdil mezi témito hodnotami je tak
vyznamny.

4.10 Statistické zpracovani vysledki

Pro statistickou analyzu byly jako stupni data pouzity hodnoty Ratio ACq, které urcuji
rozdil mezi relativni expresi studovaného genu HMOXI a housekeepingového genu RPL4.
Ratio ACq bylo pouzito jako zévisle proménna a hodnoty poctu prasat, tkdni a replikatt byly
pouzity jako nezavisle proménné. Ptame se tak, zda li variabilita Ratio ACq je zptisobena typem
tkang, prasnici nebo replikaty.

V prvni ¢asti statistického hodnoceni bylo provedeno ovéfeni homogenity rozptylt
vybranych parametri. Byla zvolena hladina vyznamnosti a=0,05 a proveden Levenelv test
homogenity rozptylu pro vice ndhodnych vybéri.

Dale byla testovana normalita rozdéleni vybranych hodnot pomoci Kolmogorovo-
Smirnovo testu a Shaperovo-Wilkovo testu. Vysledna data jsou zobrazena ve formé histogramu
a P-grafu.

Ke statistickému Setfeni byl pouzit pocitacovy program Dell Statistica version 13. V ném
byla provedena analyza GLM-ANOVA hlavnich efekti. Podrobnéjs$i vyhodnoceni (post-hoc)
analyzy GLM byla provedena omoci Tukeyova HSD testu. Byly vytvofeny homogenni
skupiny.

Podrobnéjsi vyhodnoceni bylo provedeno rovnéz na hladiné vyznamnosti a=0,05.
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5 Vysledky

5.1 Koncentrace a absorbance izolované RNA

V nésledujicich tabulkach €. 5-10 mizeme vidét vysledné hodnoty analyzy pomoci UV
spektrofotometru. Hodnoty A260/280 a A260/230 se pohybuji kolem hodnoty 2. Vzhledem
k témto hodnotdm lze predpokladat, Ze Cistota izolované RNA byla dostate¢na pro vyuziti

v dalsich krocich vyzkumu.

K izolaci totdlni RNA byl pouzit Kit Gen Elute™ Mammalian Total RNA Miniprep.

Hodnoty koncentrace byly vysoké a tento kit byl vyhodnocen jako vhodny pro izolaci.

Tabulka 5 Vysledné hodnoty koncentrace a absorbance Prasnice 1 Biologicky replikat A

Prasnice 1 Biologicky replikat o | Koncentrace RNA ng/ul | A260/280 | A260/230
1 Ara (plice) 116 2,03 2,24
1BRra (jatra) 254 1,89 2,21

1CRro (déloha) 114 1,99 2,09
1Dra (srdce) 51 1,80 1,98

1ERra (slezina) 78 1,97 1,87

1Fra (vajecnik) 111 2,00 2,15

Tabulka 6 Vysledné hodnoty koncentrace a absorbance Prasnice 2 Biologicky replikat A

Prasnice 2 Biologicky replikat o | Koncentrace RNA ng/ul | A260/280 | A260/230
2Ara (plice) 67 2,03 1,09
2BRra (jatra) 195 1,93 1,09

2CRra (déloha) - - -

2Dra (srdce) 39 3 0,08
2ERra (slezina) 83 2,02 1,88

2Fra (vajecnik) 61 2,02 2,16

Tabulka 7 Vysledné hodnoty koncentrace a absorbance Prasnice 3 Biologicky replikat A

Prasnice 3 Biologicky replikat o | Koncentrace RNA ng/ul | A260/280 | A260/230
3Ara (plice) 128 2,07 2,05
3Bra (jatra) 157 1,98 1,89
3CRra (déloha) - - -

3Dra (srdce) 42 1,93 1,99
3ERa (slezina) 61,20 2,05 2,00

3Fro (vajecnik) 105 2,02 2,16

Tabulka 8 Vysledné hodnoty koncentrace a absorbance Prasnice 1 Biologicky replikat B

Prasnice 1 Biologicky replikat B | Koncentrace RNA ng/ul | A260/280 | A260/230
1ARrB (plice) 131 1,91 1,96
1BRrB (jatra) 210 1,97 2,00
1CrB (dé&loha) 197 1,86 1,93
1DRrB (srdce) 47 1,95 1,81
1ERB (slezina) 85 2,01 1,78
1FrB (vajecnik) 118 1,96 1,91
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Tabulka 9 Vysledné hodnoty koncentrace a absorbance Prasnice 2 Biologicky replikat B

Prasnice 2 Biologicky replikat B | Koncentrace RNA ng/ul | A260/280 | A260/230
2ARrB (plice) 81 1,86 1,90
2BRrB (jatra) 213 1,88 1,89
2CRB (déloha) - - -

2DRrB (srdce) 46 1,93 2,05

2ERB (slezina) 67 2,04 2,04

2Fr8 (vajecnik) 141 1,86 1,98

Tabulka 10 Vysledné hodnoty koncentrace a absorbance Prasnice 3 Biologicky replikat B

Prasnice 3 Biologicky replikat B | Koncentrace RNA ng/ul | A260/280 | A260/230
3ARrB (plice) 104 1,99 2,04
3BRr8 (jatra) 163 1,78 1,89
3CRr8B (déloha) - - -

3DrB (srdce) 58 2,07 1,96

3ERrB (slezina) 88 1,89 1,97

3FRrB (vajecnik) 93 1,85 2,08

5.2 Testovani navrZzenych primeri

Testovany byly vSechny typy navrzenych primert genu HMOXI A-K a primery tii
housekeepongovych genti TBP, ACTB a RPL4 na vSech tkanich prasnice €. 1. Do vysledkt byly
vybrany dva elektroforeogramy, které nejlépe charakterizovaly pribéh elektroforézy, tkan A a

B. Ostatni elektroforeogramy mély podobny pribéh.

Podle elektroforetickych vysledki na elektroforeogramech 43 a 44 byly vybrany
nejvhodnéjsi primery k samotné qRT-PCR. Kromé primerd HMOXI DF/DR tvoftily vSechny
ostatni pary ptislusné produkty. U n€kterych tkani se tvofily nespecifické amplikony, naptiklad
u tkdné€ B prasnice ¢islo 1, pfi pouziti primeru HMOXI GF/GR. Takto jsme vyhodnotili, ktery

par primert bude nejvhodnéjsi k dal§imu pouziti.

Vybran byl z vizudlnich parametri par primerd HMOXI1 CF/CR a RPL4 AF/AR, které
ani v jedné tkani netvoftily nespecificky produkt a byly vidét jasné zietelné prouzky (bendy)

dané velikosti.

78




ACTB AF/AR
RPL4 AF/AR

HMOXI KF/KR
HMOXI JF/JR

HMOXI TIF/IR

HMOXI HF/HR
HMOXI GF/GR
HMOXI FF/FR
HMOXI EF/ER
HMOXI DF/DR
HMOXI CF/CR
HMOXI BF/BR
HMOXI AF/AR

~
<
=
<
a,
S

S — Thermo Scientific™ GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder
Obrazek 43 Elektroforéza 20 ng PCR produktit na 3% agarozovém gelu v IxTBE pufiru, tkan A u prasnice cislo 1

TBP AF/AR
ACTB AF/AR
RPL4 AF/AR
HMOXI KF/KR
HMOXI JFIJR
HMOXI TF/IR
HMOXI HF/HR
HMOXI GF/GR
HMOXI FF/FR
HMOXI1 EF/ER
HMOXI DF/DR
HMOXI CF/CR
HMOXI BF/BR
HMOXI AF/AR

S — Thermo Scientific™ GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder
Obrazek 44 Elektroforéza 20ng PCR produktit na 3% agarozovém gelu v IXTBE pufiu, tkan B u prasnice cislo 1

5.3 ReSeni problému s parem primera HMOX1 DF/DR

V ptedeslém vysledku bylo zjisténo, ze par primerd HMOXI DF/DR neamplifikoval pfi
PCR reakci. Bylo tedy zkoumano, z jakého diivodu tento problém nastal.

Byla vytvotena kombinace spravné pracujiciho paru primerdt HMOXI CF/CR s parem
primertt HMOXI1 DF/DR. Vznikly tak tyto kombinace: HMOXI CF/DR a HMOXI DF/CR.
Dvojice primert HMOXI DF/CR v celogenomové DNA v cDNA jednotlivych tkdni u prasnice
¢. 1 amplifikovala pfislusny produkt o velikosti 219, zatimco primerovy par HMOXI CF/DR
ne.

Byla tedy zkoumdna sekvence reversového primeru HMOXI DR. Po sekvenacni
analyze byly objeveny bodové mutace v této oblasti genu HMOX].

Byl osekvenovan produkt vznikly amplifikaci cDNA pomoci péaru primerda HMOXI
DF/CR. Tento produkt byl v oblasti paru primerd HMOXI DF/CR homologni k originalni
sekvenci HMOX1-202 ENSSSCG00000039745 z databaze Ensembl. Bylo zjisténo, ze se v zde
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nachazeji dvé bodové mutace (Y=C-T, K=T-G), ptficemz SNP Y je v oblasti nasedani
reversového primeru HMOXI1 DR. Proto nemohl tento reversovy primer fungovat.
Vysledky této analyzy jsou zobrazeny niZe na obrazcich 45 a 46.

HMOXI DF/CR genomicki DNA
HMOXI CF/CR genomicka DNA

HMOXI DF/CR tkan F
HMOXI DF/CR tkan E
HMOXI DF/CR tkati D
HMOXI DF/CR tkan C
HMOXI DF/CR tkan B
HMOXI DF/CR tkan A
HMOXI CF/CR tkan F
HMOXI CF/CR tkan E
HMOXI CF/CR tkati D
HMOXI CF/CR tkan C
HMOXI CF/CR tkan B
HMOXI CF/CR tkati A

200 bp WO G s e W s 200 bp

S — Therme. Scientific™ GeneRuler, 100bp Plus DNA Ladder.

Obrazek 45 Elektroforéza genomové DNA a tkani A-F prasnice 1 na 3 % agarozovem gelu v IxTBE pufiu, primery HMOX1
CF/CR a HMOXI DF/CR

RN RN R R N R N RN N I N I I

90 100 110 120 130 140
HMOX1-202 ENSSSCG00000039745, scaffold AEMR02000361.1 TGGCTCCTGGGGGCCGTGAACTCTGCCTGGAGAGGGATGGTCTCTTGACTGGLT
HMOX1 DF+CR_CONSENSUS ettt

RN N N N N N N N I I R ]

140 150 160 170 180 190
HMOX1-202 ENSSSCG00000039745, scaffold AEMK02000361.1 GCTTCCTTGTTGGGCATTTGGGEGTCGEGEEEAGECTCTGAGEECCCCTGCCCT
HMOX1 DE+CR consensus T S
e e e e e e e e e e
190 200 210 220 230 240

CCTCTCCCTGCGTCTCTCCCTCTTGCTGGARRRAAGGAGTCTGTGGCATCTTTC

HMOX1-202 ENSSSCG00000039745, scaffold AEMR0200036l.1 ¥

HMOX1 DF+CR consensus

Obrazek 46 Porovnani sekvence amplifikovaného uiseku HMOXI (primerovy par DF/CR) se sekvenci HMOX1-202
ENSSSCG00000039745
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5.4 Elektroforeticky test v§ech tkani s vybranymi primery HMOXI1 CF/CR
a RPL4 AF/AR

Timto testem jsme ovéfili, zda podminky, které jsme nastavili, jsou vhodné k pfesné a
intenzivni amplifikaci za tvorby specifického produktu, bez sekundéarnich amplikond. Test
probéhl jak u genu HMOX1, tak u housekeepingového genu RPL4. Kazdy biologicky replikat
(tkéan) byl rozde€len na 3 technické triplikaty viz Obr. 47 a 48.

RPL4 AF/AR tkan C
RPL4 AF/AR tkan C
RPL4 AF/AR tkan B
RPL4 AF/AR tkan B
RPL4 AF/AR tkan B
RPL4 AF/AR tkan A
RPL4 AF/AR tkan A
RPL4 AF/AR tkan A
HMOXI CF/CR tkan C
HMOXI CF/CR tkan C
HMOXI CF/CR tkan C
HMOXI CF/CR tkan B
HMOXI CF/CR tkan B
HMOXI CF/CR tkan B
HMOXI CF/CR tkan A
HMOXI CF/CR tkan A
HMOXI CF/CR tkan A

S
5
5
&
<
=
<
3
2

ZOObB--------@p—_———————

S — Thermo Scientific™ GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder

Obrazek 47 Elektroforéza tkani A, B, C (3 replikaty), pouziti primerit HMOXI1 CF/CR a RPL4 AF/AR, 2,5 % agardzovy gel v
1x TBE pufiu, 60 minut

RPL4 AF/AR tkan F
RPL4 AF/AR tkan F
RPL4 AF/AR tkan F
RPL4 AF/AR tkan E
RPL4 AF/AR tkan E
RPL4 AF/AR tkan E
RPL4 AF/AR tkan D
RPL4 AF/AR tkan D
RPL4 AF/AR tkan D
HMOXI CF/CR tkan F
HMOXI CF/CR tkan F
HMOXI CF/CR tkani F
HMOXI CF/CR tkan E
HMOXI CF/CR tkan E
HMOXI CF/CR tkan E
HMOX]I CF/CR tkan D
HMOXI CF/CR tkan D
HMOX]I CF/CR tkan D

——

2001’1’-———-—-—--2@“-—————

S — Thermo ScientificTM GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder

Obrazek 48 Elektroforéza tkani D, E, F (3 replikaty), pouziti primerit HMOXI CF/CR a RPL4 AF/AR, 2,5 % agarozovy gel v
1x TBE pufiru, 60 minut
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5.5 Vyhodnoceni qRT-PCR

Pro relativni kvantifikaci a stanoveni parametru ACq byl pouzit program LightCycleru®
Nano Roche. Program vypocital parametry ACq. Byla vytvofena tabulka v programu excel
s vypocitanymi hodnotami, které byly nasledné vyuzity pro statistické hodnoceni (Tab.11).

Jako ptiklad uvadim vystup z tohoto programu, ktery mizeme vidét na Obr. 49. Zde
zelené sloupce oznacuji miru exprese v jednotlivych tkanich. Obr. 50 zobrazuje dva odlisné
exponencialni nartisty mnozstvi DNA u amplifikace pomoci primert RPL4 AF/AR a primert
HMOXI CF/CR. Hodnota Cq genu RPL4 je 21 a hodnota Cq genu HMOX1 29. Tyto hodnoty
prokazuji, ze gen RPL4 jako housekeeping gen se exprimuje ve vEétSim mnoZzstvi nez gen
HMOXI.

Relative Quantity Chart

Obrazek 49 Vystup programu LightCycler® Nano Roche ktery vvhodnocuje hodnoty ACq

0.04
0.04 ‘
0 03; .
. 0.02
E 0.02
0.02
0.01
50E-4-] - ; ’—|
. {
prasnice 1/A prasnice 1/8 prasnice 1/C prasnice 1/D prasnice 1/E
Sorting order: | Group by samples | ¥| Chart Type: “r".ulo v
Sample Target ECorr.Cqg ACYH A | Ratio Ratio Min. Ratio Max. AACYH MNorm. Ratio M.R. Min. MN.R. Max
prasnice 1/&4 RPL4AF+AR  17.11+0 H
prasnice 1/8 RPL4 AF+AR  17.66 + 0.01
prasnice 1/C  RPL4AF+AR  16.36+ 0.01
prasnice 1/0  RPL4 AF+AR 1761 £ 0.01
prasnice 1/E  RPL4 AF+AR  17.31+0.01
H20 HMOX1 CF+...

| @
1 =
. 0.75-
D N
(TH A
@
> i
2 05 RPL4 HMOX1
0.25-
O+Frrrrrrr T T T [T T
- 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Obrazek 50 Priitbeh gRT-PCR genu HMOX1 a housekeepingového genu RPL4
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5.5.1 Efficience reakce pomoci standardni kiivky

Sklon standardni kiivky se bézn¢ pouziva k odhadu Gc¢innosti amplifikace qRT-PCR. Je
pripravena fedici fada templatu a pro kazdé fedéni se ziska hodnota Cq.

Standardni kfivka se zobrazuje graficky a pokud je sklon kfivky -3,32, PCR pracuje se
100% ucinnosti. Tato efektivita béhem exponencialni faze vytvari 10x vice PCR produktu
kazdych 3,32 cyklu (log210=3,32). Sklony negativnéjsi nez -3,32 oznacuji reakce, které jsou
méné nez 100% ucinné. Sklon pozitivnéjsi nez -3,32 miZe naznacovat problémy s kvalitou
vzorku nebo pipetovanim. Vysledné kiivky genu HMOXI a RPL4 miizeme vidét na grafech €.
2 a 3, pticemz sklon kiivky genu HMOX1 je -4,23 a sklon kiivky genu RPL4 je -4,33.

Efektivita reakce u genu HMOXI je E=1,724 a u housekeepingového genu RPL4
E=1,701. Aby byla metoda relativni kvantifikace platnd, musi byt G¢innost amplifikace
cilového genu a endogenni kontroly pfiblizn€ stejna.

Vypocet pro odhad u¢innosti (E) RT-PCR je E = (10¢1/8lpe) _1) x 100.

Graf 2 Standardni kiivka amplifikace cDNA genu HMOX1 (primerovy par CF/CR)
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Graf'3 Standardni kiivka amplifikace cDNA genu RPL4 (primerovy par AF/AR)
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@2 [

22
214
20
3 ]
19 a
18] g
17- g
B T U T T T
0.75 1 1.25 15 1.75 2
Log1o(a)

Co=-4.33 logae(o) + 25.5, r*=0.9922, Error=0.172, E=1.701 (Int)



5.5.2 Specifita amplifikace pomoci vyhodnoceni kfivek tani

Metoda qRT-PCR analyzuje mimo jiné i specifitu amplifikace pomoci kfivky tani a
stanoveni hodnot Tm. Analyza byla provedena u vSech typl tkani a pari primerd. Na
nasledujicich obrazcich 51 a 52 jsou zobrazeny dva typy vyslednych ktivek. Tyto kiivky jsou
vystupem pocitacového programu LightCycler® Nano (Roche).

Byly ziskany dva druhy ktivek. Takové, které mély jeden ostry pik, a tudiz se tvoril jeden
specificky produkt. Druhym typem bylo zobrazeni dvou pikil. Tento vysledek znamenal, ze par
primert tvofil nespecificky produkt.

Tato analyza byla vyuzita pro vybér vhodného primeru pro vyslednou analyzu. Tento par
primertt byl HMOXI CF/CR, ktery tvofil kiivku tani s jednim pikem a hodnota E se nejvice
ptiblizovala hodnoté E housekeepingového genu.

Target: | PIG-HMOX-CZU CF+CR 3 0.4+ R
Peak Area Temp. 1 Temp. 2 Threshald 0.35] b
Peak1 82.499 9223 0.037
0.3 E]
0.25-
=
]
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0.1 /-
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U SR S - T
— 3 \
0 T T T T T T
( 60 65 70 75 80 85 20
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Obrazek 51 Krivky tani a hodnota Tm u amplikonu HMOX1 CF/CR tkané A, prasnice cislo 1

Target: | PIG-HMOX-CZU EF+ER v ®
Peak Area Temp. 1 Temp. 2 Threshold Ak S
Peak 1 74.464 93391 0.016 03]
025 8
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Obrazek 52 Krivky tani a hodnota Tm u amplikonu HMOX1 EF/ER tkané F, prasnice cislo 1
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5.6 Ovéreni specificnosti amplifikace sekvenovanim

Specifi¢nost amplifikace byla ovéfena pomoci sekvenacni analyzy. Pro sekvenovani byl
pouzit vzorek z amplifikace cDNA pomoci primeru HMOXI JF/JR a tkan¢ E z prasnice 1 a
biologického replikatu a. Na obrazku c¢islo 53 je zobrazena origindlni sekvence Casti genu
HMOX] z databaze Ensembl, kterd se piekryva s produktem amplifikace. K tomuto porovnani
byl pouzit program BioEdit version 7.2.5.

PCR produkt je 100 % identicky se sekvenci uvedené v databdzi Ensembl a amplifikace
tak probé¢hla specificky.

HMOX1-202 ENSSSCG00000039745, scaffold AEMK02000361.1 CCAGACTGTCTICCAAGGRATCAGAGACCCCTATATATGIGIGGCTGGGRAGGG
HMOX1 JF+JR CONSensus  eaasasaaasaasaaaa s s aa s s aas e e a e

50 60 70 80 90 100
HMOX1-202 ENSSS5CG00000039745, scaffold AEMK02000361.1 goGTTETCTCARCCACTGCGGTCCCCAGTGEAGACTCCATGCCTGACGEGCCE:
HMOX1 JF+JR consensus T | ) - o

[P g
130 140

HMOX1-202 ENSSSCG00000039745,
HMOX1 JF+JR consensus

HMOX1-202 ENSSSCG00000039745,
HMOX1 JF+JR consensus

Obrazek 53 Porovnani sekvence amplifikovaného vseku HMOXI (primerovy par JF/JR) se sekvenci HMOX1-202
ENSSSCG00000039745

5.7 Pritomnost mRNA genu HMOXI v oocytech a Fedéni cDNA oocytu

Bylo testovano, zda se gen HMOX1 vyskytuje v oocytech ve tazi GV a zda je qRT-PCR
dostatecné citliva k detekci riznych koncentraci cDNA.

Pro experiment qRT-PCR byly vyuzity dva vzorky o poc¢tu 50 a 20 oocytil a koncentraci
Cs0=5,7 ng/ul a Cx=1,6 ng/ul. Nésledn¢ byla provedena gelova elektroforéza, kterd je
zobrazena na Obr. 54. Déle byly plivodni koncentrace nafedény v poméru 1:1 a 3:1 a pfitomnost
amplifikované cDNA byla detekovana pomoci gelové elektroforézy, zobrazené na Obr. 55.

Z téchto vysledk je ztejmé, ze ze vzorkl oocytl bylo ziskané a detekovatelné mnozstvi
cDNA, ktera se uspé$n¢ amplifikovala pomoci qRT-PCR jak v nenafedéné, tak v nafedéné
form¢. Tato metoda je tedy dostatecné citlivd pro detekci nizSich koncentraci vstupniho
templatu.
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RPL4 AF/AR 20 OV
RPL4 AF/AR 20 OV
RPL4 AF/AR 20 OV
RPL4 AF/AR 50 OV
RPL4 AF/AR 50 OV
RPL4 AF/AR 50 OV
HMOXI CF/CR 20 OV
HMOX1 CF/CR 20 OV
HMOXI CF/CR 20 OV
HMOXI CF/CR 50 OV
HMOX1 CF/CR 50 OV
HMOXI CF/CR 50 OV

200 bp

S - Therma Scientific, ™ GeneRuler. 100 bp, Plus DNA Ladder
Obrazek 54 Test pritomnosti genu HMOX]I v neredénych oocytech (c50=5,7 ng/1ul; c20=1,6 ng/1ul)

HMOX1 CF/CR OV20 1:1
HMOX1 CF/CR 0V20 3:1
HMOX1 CF/CR OV50 1:1
HMOX1 CF/CR OV50 3:1

RPL4 AF/AR OV20 1:1
RPL4 AF/AR OV20 3:1
RPL4 AF/AR OV50 1:1
RPL4 AF/AR OV50 3:1

2000 bp
— mn e e

S — Therme. Scientific™ GeneRuler. 100 bp, Plus DNA Ladder.

Obrazek 55 Elektroforeogram naredenych vzorkii oocytii (c50=2,85 ng/lul; c50=1,43 ng/l1ul; c20=0,8 ng/1ul; c20=0,4
ng/lul)
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5.8 Statistické Setfeni

5.8.1 Vstupni hodnoty Ratio ACq pro statistické analyzy

Tabulka 11 Vstupni hodnoty Ratio ACq

Prasnice Tkan Replikat Ratio
1 1 A alfa 0,03
2 1 B alfa 0,018
3 1 D alfa 0,007
4 1 E alfa 0,039
5 1 F alfa 0,015
6 2 A alfa 0,035
7 2 B alfa 0,025
8 2 D alfa 0,011
9 2 E alfa 0,049
10 2 F alfa 0,021
11 3 A alfa 0,032
12 3 B alfa 0,02
13 3 D alfa 0,005
14 3 E alfa 0,041
15 3 F alfa 0,021
16 1 A beta 0,028
17 1 B beta 0,021
18 1 D beta 0,006
19 1 E beta 0,04
20 1 F beta 0,014
21 2 A beta 0,032
22 2 B beta 0,03
23 2 D beta 0,013
24 2 E beta 0,046
25 2 F beta 0,022
26 3 A beta 0,034
27 3 B beta 0,022
28 3 D beta 0,008
29 3 E beta 0,043
30 3 F beta 0,014

5.8.2 Test normality a test homogenity rozptylu

Kolmogorovo-Smirnovo test (d=0,1197; p> 0,20) i Shaperovo-Wilkuv test (w=0,96492;
p=0,41093) potvrdily, Ze hodnoty ACq vykazuji normalni rozdéleni. Toto rozdéleni miizeme
vidét na grafu Cislo 4. A rovnéz P-graf svéd¢i o normalité rozdé€leni. Z grafu 5 je patrné, Ze body
P-grafu jsou umistény pfevazné na prolozené piimce.
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Graf 4 Histogram hodnoceni normality rozdéleni

1

10

Pocet pozorovani

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
X <= hranice kategorie

Graf 5 Normalita rozdéleni na zdkladé P-grafu

Ocekavana normalni hodnota

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
Hodnota

Levenetv test prokdzal homogenitu rozptylu pro vSechny hodnocené efekty (efekt
prasnice P=0,949413; efekt tkan P=0,50615; efekt replikat P=0,994196).
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5.8.3 GLM-Anova vysledky jednorozmérnych testii vyznamnosti

V tabulce 12 jsou uvedené vysledky statistické¢ho testu Anova, kde Cervenou barvou
jsou zvyraznény efekty (tkan a prasnice), které ukazovaly statisticky vyznamny vliv na
variabilitu hodnot ACq na hladin¢ vyznamnosti a=0,05.

Pokud je hodnota p vétsi nez 0,05, pak fidici faktor je statisticky vyznamny.

Tabulka 12 Vysledek testu GLM-Anova

sC Stupné PC F p
(volnosti)
Abs. ¢len | 0,018352 1 0,018352 | 4298,229 0,000000
Prasnice | 0,000226 2 0,000113 | 26,450 0,000001
Tkan 0,004230 4 0,001057 | 247,648 0,000000
Replikat | 0,000001 1 0,000001 0,125 0,727132
Chyba 0,00094 22 0,000004

Vzhledem k tomu, Ze Anova prokdzala jako statisticky vyznamny efekt tkan a prasnice,
byla provedena post-hoc analyza (Tukeytv HSD test, a=0,05), ktery vytvoftil pét homogennich
skupin pro efekt tkan a dvé homogenni skupiny pro efekt prasnice. Tyto vysledky jsou
zobrazeny v tabulce €. 13 a 14. Kazda tkan vytvaii svoji homogenni skupinu, tudiz mezi vSemi
tkanémi existuji statisticky vyznamné rozdily. Prasnice ¢islo 1 a 3 lezi ve spole¢né homogenni
skuping, tudiZ mezi nimi nejsou statisticky vyznamné rozdily. Statisticky vyznamny rozdil je
mezi dvojici prasnic €. 1 a 3 a prasnici 2, kterd lezi samostatné¢ v homogenni skuping.

Tabulka 13 Tukeyiiv HSD test pro tkané

Tkan Ratio 1 2 3 4 5
(Prdmer)
0,008333
0,017833
0,022667
0,031833

0,043000

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

m|>»|w| M| O

*kkk

Tabulka 14 Tukeyirv HSD test pro prasnice

Prasnice Ratio 1 2
(Pramer)
0,021800 bl
3 0,024000 ol
2 0,028400 e

Dale byly porovnany rozdily hodnot medidni ACq mezi tkanémi, prasnicemi a
replikaty. Byly vygenerovany tfi grafy 6, 7, 8. V téchto grafech vertikaly oznacuji 0,95 intervaly
spolehlivosti.
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Graf 6 Krabicovy graf znazornujici vysledky Anova, tridiciho efektu prasnice, které jsou statisticky vyznamnym zdrojem
variability (P=0,0000)
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Graf'7 Krabicovy graf znazornujici vysledek Anova tridiciho efektu tkané, které jsou statisticky vyznamnym zdrojem
variability (P=0,0000)
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Graf 8 Krabicovy graf znazornujici vysledek Anova tridiciho efektu replikat, které nejsou statisticky vyznamnym zdrojem
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6 Diskuze

6.1 Vzorky tkani a oocyty

Gen HMOXI je exprimovan v mnoha typech tkéani téla, napt. ve slezin¢ (Fraser et al.
2011), v mozku (Chen 2014) nebo v ledvinach (Sikorski et al. 2004).

Pro tuto diplomovou praci byly ziskany takové druhy tkéni, které bylo mozné odebrat na
jatkach z Cerstvé porazenych zvifat. Vybér byl tak presné dany podle povoleni a zakazl na
ptislusnych jatkach. Byly vSak ziskany takové tkang, u kterych lze sledovat rozdily v expresi
genu HMOX] a také tkan, u které je predpokladana nejvyssi exprese genu HMOX] — slezina
(Fraser et al. 2011). Dale byly ziskany ¢asti plic, jater, délohy, srdce a vajecniki. Pro statistické
ucely byly vzorky ziskany od tfi riiznych prasnic plemene bilé uslechtilé. Toto plemeno je
typické masné plemeno v Ceské republice. Dali &asto chovand masna plemena u nas jsou
landrase, duroc a hampshire. Tyto plemena jsou aktivné Slechténa a pouzivand v hospodarstvi
podle SCHPCM - Svazu chovatell prasat.

Ne od vSech prasnic byla ziskdna tkan z délohy. Tato tkan byla alesponi vyuzita
k vyhodnoceni exprese genu, ale ne ke statistickému hodnoceni. Bohuzel je Skoda, Ze tato tkan
nebyla ziskdna, protoZe je popsano mnoho roli hem oxygenézy, ktera ma vliv na nemalo funkci
v déloze (Zenclussen et al. 2014).

Vzhledem k tomu, ze HMOXI reguluje mnoho funkci spojenych s vyvojem oocytl,
ovulaci, oplodnénim a udrzenim zlutého tcliska (Zenclussen et al. 2011), byla zkouména
pfitomnost a koncentrace tohoto genu v oocytech. Tyto oocyty byly pfipraveny danym
postupem na Katedfe veterinarnich dsciplin FAPPZ CZU v Praze. Je mozné pouzit i jiné
& Vrana (2007). Protokoly jsou podobné a lisi se vétSinou jen pouzitd média. Vzhledem k velké
citlivosti oocytli bych vSak rdda doporucila dalsi vyzkum, ktery by se zaméfil na vystaveni
oocytll riznym mediim a vlivu téchto médii na obsah transkriptu genu HMOX] a tGroven
exprese genu po aktivaci oocytu.

6.2 Izolace RNA a hodnoceni jeji kvality

Pied samotnou izolaci musely byt tkdn¢ vhodné uloZeny a zpracovany. Vhodnym
zpusobem, jak zabranit degradaci RNA je tkané vlozit do tekutého dusiku a nésledn¢ s nimy
pracovat v prostfedi oSetieném prostfedkem pro degradaci ribonukleaz a dlouhodobé ulozit
v teplotach -80 °C (Brown et al. 2018). Pro oSetfeni povrchti a néstrojii pfi zpracovani byl pouzit
produkt firmy Sigma, RNase ZAP TM. Tento produkt se ukazal byt vhodnym pro ochranu
RNA, jelikoz byly ziskany jeji vysoké koncentrace. Lze pouzit i jiné slouceniny jako PAXgene
nebo RNAlater (Williams 2010).

K izolaci RNA mnoho firem vytvafi rizné kity. Pro malé vzorky tkani se pouziva kit
RNAqueous-Micro (Ambion) nebo RNAeasy (Qiagen) (Peirson & Butler 2007). VSechny typy
kitd maji podobny postup. V naSem ptipadé byl k izolaci pouzit kit Aldrich Gen Elute ™
Mammalian Total RNA Miniprep od firmy Sigma.

Kvalita a kvantita byla zjiS§téna pomoci UV spektrofotometru. Hodnoty A260/280 a
A260/230 byly blizké hodnoté 2,0, coz nazna¢ovalo vhodnou cistotu a koncentraci. Hodnoty
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absorbance koresponduji také s Koetsierem & Cantorem (2019) u kterych v experimentu
hodnoceni absorbanci vysly hodnoty A260/280 ~ 1,7-2,1 a hodnoty A260/230 ~ 1,93-2,07. Po
izolaci mély vSechny vzorky vhodné koncentrace RNA pro nésledny ptepis do cDNA. Tim se
potvrdila vhodnost vybraného kitu a postupu pii zpracovani vzorkl, ktery se ukézal jako
vhodny pro izolaci RNA. Tento kit mé navic jednoduchy postup a je cenové piijatelnéjsi nez
kity od jinych firem.

6.3 Reverzni transkripce

Pro syntézu cDNA lze pouzit mnoho ruznych kiti obsahujicich enzym reverzni
transkriptazu. Pouziva se High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems) nebo MessageBOOSTER ™ ¢DNA Synthesis Kit (Lucigen) (Meis & Khanna
2009). Pii vybéru kit rozhoduje kromé kvality i cena. V dnesni dobé¢ existuje velké mnozstvi
komer¢nich kith, které pracuji na podobnych postupech. Lisi se naptiklad v pouziti druhti
reverznich transkriptdz. Napiiklad firma ThermoFisher Scientific pouziva SuperScript IV a
NMLV reverzni transkriptazy a firma Roche Transcript RT, kterd je exprimovana
v rekombinantni Escherichia coli.

V této diplomové praci byl pro syntézu cDNA pouzit kit Trancriptor First Strand cDNA
Synthesis od firmy Roche. Byl vybran kvili jeho optimalizaci pro naslednou qRT-PCR
v pristroji LightCycler® Nano.

Pro nésledujici kvantitativni real-time PCR byl pouZit kit FastStart Essential DNA Green
Master, také of firmy Roche a termocykler LightCycler® Nano firmy Roche. Tato metoda
vyuziva jako zdroj fluorescence SYBR Green barvivo. Tento fluorescencni substrat je nejcastéji
vyuzivéan pii qRT-PCR. Tento typ barviva se uspesné vyuzil mnoha studiich, naptiklad ve studii
Reicharda et al. (2007) pii indukei genu HMOXI pomoci transkripéniho faktoru Nrf2, nebo ve
studii Pottetiho et al. (2016), ktery popisuje expresi genu HMOXI po interakci Nrf2 a AKT
v lednvinach.

6.4 Primery

K navrzeni primeri byl pouzit program Primer3 (Rozen & Skaletsky 2000). Tento
program vyhodnotil a navrhl 11 (A-K) part primerti pro gen HMOX]I a 3 pary primerQ pro
housekeepingové geny TBP, ACTB a RPL4. Tento program vyuZil pro vyhledani vhodnych
primertt pro gen HMOXI i Cao et al. (2015). K jeho experimentu bylo vSak vybrano jiné
hospodaiské zvite (ovce) a vybrané primery tak byly odlisné. Program Primer3 také vyuzil Fest
et al. (2015), ktery zkoumal expresi genu HMOX] u ¢lovéka.

V nasem piipd¢ k navrzeni primer byla pouZzita sekvence transkriptu HMOX1-202
prasete plemene Duroc. Transkript HMOX-201 nebyl pouzit, protoze se produkt translace
nelisil, ale v transkriptu HMOX1-202 se vyskytovala delsi 5’UTR oblast. Byly tedy navrzené
primery J a K i do této oblasti, aby se potvrdila ¢i vyvratila pfitomnost 5’UTR oblasti
v transkribované mRNA. Oba tyto primery v této oblasti amplifikovaly, a tak se da
predpokladat, Ze transkript genu HMOXI obsahuje dlouhou 5’UTR oblast. V databazi Ensembl
je tak kratky transkript zafazen nespravng.
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Elektroforeticky byly testovany vSechny pary primerti u vSech ziskanych vzorkt tkani.
Kromé primerového paru HMOXI DF/DR vSechny pary primert tvofily pfisluSny produkt.

Jako jediny par, ktery neamplifikoval ani v jednom druhu tkané byl HMOXI DF/DR.
Po vytvofeni kombinace primerit HMOXI CF/DR a HMOX1 DF/CR a sekvenaci produktu bylo
zjisténo, Ze v oblasti nasedani reversového primeru HMOXI DR se vyskytuje bodova mutace
(SNP) a z tohoto divodu nemohl primer spravné pracovat.

Primer vSak nebyl navrzen Spatné. Vzhledem k tomu, ze primery byly navrzeny dle
sekvence plemena Duroc a k testovani pouzity u plemene Bilé uslechtilé, dalo se ocekavat, ze
mezi plemeny budou v genomu malé zmény ve form& SNP.

Po testech amplifikace pomoci kiivek tani, eficience a sekvenace se vybral vhodny primer
pro qRT-PCR. Byl pouzit primerovy par HMOX]I CF(5¢-
ATGTGAATGCAACCCTGTGAATG-3);CR(5'-GGAAAGATGCCACAGACTCCTTTT-
3%), ktery prokéazal nejlepsi amplifikacni vysledky pfi testovani primerd. PouZity program
LightCycler® Nano automaticky vyhodnocuje eficienci jednotlivych primerovych part genu
HMOXI a housekeepingového genu RPL4. Hodnota byla kalkulovana ze sklonu standardni
kiivky a v idelalnim ptipad¢ by méla mit hodnotu 2 (Wong & Medrano 2005).

V nasem piipadé byla eficience primerd kolem hodnoty 1,7. Znamena to, Zze byla
efektivita amplifikace snizena. Tento jev je vSak obvykly. Hodnota 1,7 je blizko hodnot¢ 2, a
tak pfili§ nesnizuje presnost kvantifikace.

Néami vybrany primer byl pomoci programu Primer3 navrzen a déale uspé$né pouzit i
v praci Belhaj et al. (2013). Bohuzel neni zde uvedeno, na jakém plemeni prasete experiment
probéhl a zda byly pfed experimentem navrzeny i jiné primery.

6.5 qRT-PCR a hodnoceni Ratio ACq

Vyhodnoceni exprese HMOXI genu bylo provedeno pomoci hodnoty Ratio ACq. Pro
vyhodnoceni byl pouzit housekeepingovy gen RPL4 (ribozomalni protein L4) par primertd AF
(5‘ACTGAAAGCCAAATCAGGTGAGAA3*);AR(S‘CTTTTCTTCTGTGGTGGGCTTCTT
-3%). Pouziva se nejcastéji spolu s jinymi a ¢asto pouzivanymi hosekeepingovymi geny jako
GNB2L1 (guanin nukleotid vazajici protein), GAPHD (glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenéza), ACTB (aktin B) nebo B2M (B2-mikroglobulin) (Tanaka et al. 2011; Jia et al.
2012; Caracausi et al. 2017).

Z hodnoceni Ratio ACq u jednotlivych vzorki byl prokazan statisticky vyznamny rozdil
v expresi genu u jednotlivych tkdni a prasnic. Vime, Ze pouzita zvifata byla stejného pohlavi,
plemene a hmotnosti. Pokud bychom hodnotily pouze tyto parametry, prasnice by se od sebe
statisticky neliSily. Nicméné nevime, zjakych farem byly prasnice svaZzeny, jaky byl
management v chovu, za jakych podminek byly pfivezeny na jatka, v jakém celkovém
zdravotnim stavu se nachdzely a jakym dal§im stresovym podminkam byly vystaveny a jak
reagoval jejich individualni télesny systém na tyto vlivy. Existuje mnoho rtiznych faktorti, které
mohou ovlivnit télesné procesy a stres je vykonny podnét, ktery v organizmu zptisobuje mnoho
zmén. Velice dobie je napiiklad popsan vliv tepelného stresu na expresi nékterych gent,
vazanych na rast a kvalitu masa (Ma et al. 2019). Je proto naro¢né piesné zjistit, z jakého
diivodu se v tomto experimentu prasnice ¢islo 2 lisila v expresi genu HMOX]I od dalSich dvou
prasnic, které si byly statisticky podobné.
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Vzorky tkani byly po ziskani vystaveny shodnym podminkam, a tak bylo mozné pfesné
urcit tkané s vy$si a niz8i expresi. Bylo potvrzeno, Ze nejvyssi exprese genu HMOXI mé slezina,
jako druhé v potadi jsou plice a nasleduji jatra, vajecnik, srdce a s nejmensi hodnotou déloha.

Neni piekvapenim, ze pravé ve sleziné dochézelo k nejvyssim hodnotam exprese genu
HMOXI. Slezina je misto, ve kterém obvykle dochézi k odstranéni erytrocytti. Fagocyty zde
pohlcuji a ni¢i starnouci nebo poskozené cervené krvinky. Kritickym stadiem pfi odstrafiovani
erytrocytl je rozpad hemoglobinu a katabolismus uvolnéného hemu pomoci hem oxygenazy.
Gen HMOXI hraje ve slezin¢ rozhodujici roli v recyklaci Zeleza a reguluje schopnost
makrofagu sleziny tolerovat toxicky hem uvoliiovany béhem clearance erytrocytt (Fraser et al.
2015).

Plice se vyvinuly, aby slouzily k extrakci kysliku ze vzduchu a k odtranéni plynného
odpadu z téla. Je potieba obrovské mnozstvi kysliku k udrzeni zakladni energetické hladiny
potfebné pro preziti (Alvarado & Arce 2016). Plice jsou nepietrzit¢ vystaveny vnéjSimu
prostiedi a jsou nachylné na poSkozeni toxiny z prostfedi nebo na kontakt s cetnymi mikroby,
véetné patogentl. Pro zvladnuti téchto vnéjsich podnéti musi byt plice schopny vycistit rizné
Castice, provad¢ét imunitni / zanétlivé reakce, regulovat bunéény obrat a usnadnit spravnou
opravu po poskozeni, aniz by naruSily absorpci kysliku (Miller & Spence 2017). Hem
oxygenaza-1 spolu s kataldzou a superoxiddismutazou (SOD) jsou primarnimi antioxidanty
v plicich (Tanaka et al. 2011). Je proto mozné, ze zvySena exprese HMOX1I v plicich je spojena
se zvySenym stresem prasnic pred porazkou. Studie, které popisuji funkci hem oxygenazy
v plicich se vsak soustiedi na expresi tohoto genu v plicich u ¢lovéka, které jsou poskozené ¢i
prochdzi onemocnénim, ale také se mnoho studii zabyva spojenim genu HMOXI do rakoviny
plic (Podkalicka et al. 2018; Chen et al. 2019).

Exprese HMOXI byla detekovana v jatrech. Gen je exprimovan v nizkych az
nedetekovatelnych hladinach v hepatocytech a je exprimovan hlavné v Kupfferovych buiikach
za bazélnich podminek. HMOX1 v8ak podléha rychlé transkripcni aktivaci jak v Kupfferovych
bunkach, tak v hepatocytech v reakci na Skodlivé podnéty (Origassa & Camara 2013). Ale
v jatrech v mensi mite také dochazi k degradaci hemu (Miillebner et al. 2015). Stanoveni tlohy,
protoze se ukézalo, Ze jeho indukce brani zanétu stfeva a jater zpisobené etanolem a také v
prevenci oxida¢niho poSkozeni hepatocytl (Brockmann et al. 2005; Immenschuh et al. 2010;
Arredondo et al. 2011). Vzhkedem k tomu, Ze v jatrech dochazi k degradaci hemu, je to mozné
vysvétleni zvysené exprese genu HMOX] na rozdil od dalSich tkéni.

Tkan z vaje¢niku také prokazala zvySenou hodnotu exprese genu HMOX]I. Lze to vysvétlit
tim, ze HMOX1 ma zde své specialni funkce, které¢ maji vliv na ovulaci a udrzeni Zlutého téliska
(Zenclussen et al. 2011). Pfitomnost hem oxygenazy ve vajecniku také mlize mit urcity vliv na
produkci ovaridlnich steriodd pfes stimulacni ucinky endogenniho CO (Alexandreanu &
Lawson 2003).

HO-1 je enzym nezbytny pro normalni funkci srdce. V normélnich podminkach se
exprimuje v bazalnim mnozstvi, ale HMOX1I je exprimovan v kardiomyocytech pod oxida¢nim
stresem a exprese reaguje na oxidativni signdly vytvoiené patologickymi jevy, jako je napt. IR
(ischemicko-reperfuzni poskozeni). Lokalni HO-1 je dostate¢ny k zajisténi ochrany proti IR
poskozeni modulaci intracelularnich wudalosti a nadmérné exprimovany HMOXI
v kardiomyocytech je shopny se vypotradat s nadmérnym hemem uvolnénym béhem bunééné
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smrti a muze tak tlumit prozanétlivé procesy (Soares et al. 2004; Otterbein et al. 2016). HO-1
a jeho produkty mohou také poskytnout ochranu ptfed cévnim poSkozenim a zénétem a
vyznamné pfispivaji k neoangiogenezi a neovaskularizaci (Duckers et al. 2001; Lin et al. 2013;
Calay & Mason 2014; Florczyk et al. 2014).

Exprese v déloze byla vyhodnocena jako nejnizsi. AvSak tento zavér nemusi byt piesny
vzhledem k tomu, Ze se tato tkan ziskala pouze z jednoho jedince a neexistuje vhodné srovnani.
Nicméné HO-1 v déloze plsobi pfi nékolika kli¢ovych udalostech. Pozitivné ovliviiuje
implantaci, placentaci a zajist'uje rist a pteZziti plodu (Zenclussen et al. 2014; Ozen et al. 2015;
Zenclussen et al. 2015; Némecek et al. 2017).

Sebeochrana je zédkladni zésadou, kterou projevuji vSechny organismy a je nejvice
rozpoznatelnd, kdyZ je organismus konfrontovans riznymi hrozbami pfeziti. Tento koncept
také plati na nejzédkladnéj$i bunétné urovni, kde builka koordinuje fadu reakci, které se
vyvinuly, aby zajistily nejlep$i Sanci na obranu a pteziti. Schopnost bunék a tkani vytvaret
adaptivni reakci na stres, ktera je vkonecném dusledku zodpovédnd za ochranu pied
poskozenim a obnoveni homeostazy, je silnou vnitini strategii, ktera zavisi na indukci né€kolika
prospeésnych obrannych systémi. Mezi nimi hraje bilkovina hem oxygenaza vyznamnou roli.
Byla rozpoznéna v riznych organech a tkanich, jakoz i v riiznych patologickych stavech (Alam
et al. 2000; Jozkowicz et al. 2003; Alam & Cook 2005; True et al. 2007; Loboda et al. 2008;
Dunn et al. 2004).

Hlavni funkci HO-1 je degradovat hem a generovat oxid uhelnaty, Zelezo, které je uloZeno
ve feritinu a biliverdin. Tyto produkty vykazuji signalizacni a cytoprotektivni aktivity, které
zmirnuji apoptdzu, zanét a vykazuji antioxida¢ni a imunomodulacni funcke. Je pozoruhodné,
ze tak Siroky rozsah a vyznamny soubor pozitivnich U¢inkti mize byt spojen s jedinou
enzymatickou reakci a Ze tyto vlastnosti byly postupné odhaleny, pocinaje mylnym
ptedpokladem, Ze metabolity hem oxygenazy jsou v podstaté pouze odpadni produkty (Kappas
et al. 1958; Coburu et al. 1966; Tenhunen et al. 1968; Tenhunen et al. 1969).

Kromé produktli odvozenych od HO-1 je ulohou tohoto enzymu pusobit proti oxida¢nimu
posozeni tkan€ vyvolané volnym hemem. To je zvlaste dulezité, kdyz dojde k poskozeni bunck
a buniky najednou uvolni velké mnozstvi hemu. Jednim vyjimeénym problémem, ktery ziistava
nevyfeSeny v oblasti hem oxygenazy je zdroj hemu, ktery podporuje jeho enzymatickou
aktivitu a generuje zakladni cytoprotektivni produkty. Je znamo, Ze zdsoba intracelularniho
hemu je ptisné regulovana pfesnou rovnovahou mezi mirami biosyntézy, katabolismu a exportu
hemu (Otterbein et al. 2016). Nebyly vSak provedeny zadné studie, které by urCily zdroj hemu
pouzivaného hem oxygenazou bud’ béhem fyziologickych podminek nebo kdyz je HO-1
indukovén v chorobnych stavech.

Ptijatelné je pro vSechny védce pracujici v této oblasti, Ze za normalnich podminek je hem
ziskavan z obratu proteinu, ke kterému dochazi béhem typického opotiebeni buiky. Je vSak
stale nezodpovézeno mnoho otdzek tykajicich se problematiky funkce hem oxygenézy, jejiho
substratu hemu a produkti katabolismu hemu. Je zfejmé, Ze je nutné vyvinout nové
experimentalni pfistupy, které budou schopné detailn¢ ovéfit vsechny funkce genu HMOXI a
jeho produktu, hem oxygendzy.
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7 Zavér

Literarni ptehled diplomové prace byl zaméfen na charakteristiku prasete domaciho, jeho
domestikaci a strukturu genomu. Déle byl detailné popsan gen HMOX1I, v¢etné zplusobu jeho
regulace a charakterizovan protein hem oxygenaza, ktery je finalnim produktem piepisu tohoto
genu.

Jsou zde popsany zakladni metody vyuzivané ke stanoveni exprese genu a detailnéji
popsana metoda vyuZzivana v této diplomové praci, qRT-PCR. V experimentalni ¢asti byly
pouzité tkané prasete domaciho a plemene Bilé uslechtilé, které se nejcastéji chova pro masné
ucely a ztohoto pohledu je toto plemeno vhodné pro ziskdni rGznych tkéni, a to pfimo u
porazenych zvifat na jatkach. Soucasné lze ziskat i vajecniky v optimalnim stupni vyvoje
vhodnym pro izolaci oocytt.

Vlastni zavéry diplomové prace mohu formulovat jako odpovédi na védecké hypotézy,
které byly formulovany na zacatku feSeni experimentu:

Béhem teseni diplomové prace byl navrzen molekularni marker vhodny pro stanoveni relativni
exprese genu HMOXI, ktery je zalozeny na porovndni kvantity amplikonu lokalizovaného
v exonu 6 cDNA s kvantitou amplikonu referencniho genu RPL4. Vlastni postup detekce
relativni exprese je zaloZen na zabudovani molekularniho barviva SYBR Green pii amplifikaci.
Experimentalné bylo potvrzeno, Ze navrZzend metoda extrakce celkové RNA, jeji prepis do
cDNA a nasledna qRT-PCR byla dostatecné citlivé a reprodukovatelna. A to i pfes skutecnost,
ze gen HMOX] je charakteristicky bazéalni expresi. Prvni védecka hypotéza byla tedy potvrzena.

Statisticka analyza (vicefaktorova ANOVA) potvrdila, Ze efekty ovliviiyjici variabilitu hodnot
ACq je efekt tkan¢ a prasnice. Tento statisticky vyznamny vysledek potvrdil platnost druhé
veédecké hypotézy, kterd predpokladda riznou troven exprese genu v odlisnych tkanich. Tato
hypotéza ptedpokladala, Ze k nejvy$si expresi by mélo dochdzet v misté degradace
metaloporfyrinli — ve slezing. Provedené experimenty tuto hypotézu jednoznacné potvrdily, u
vSech analyzovanych jedinct i biologickych replikati slezina piedstavovala tkan s nejvyssi
urovni exprese genu HMOX]. Statisticka analyza nepotvrdila statisticky vyznamny vliv efektu
biologicky replikat. Tyto vysledky svéd¢i o tom, ze metoda je velice dobfe replikovatelna a
soucasné rozdily v expresi mezi prasnicemi mohly byt zplisobeny konkrétnim fyziologickym
stavem tkani jednotlivych prasnic pifi pordzce, popiipadé v prubéhu odbéru a skladovani
vzorkd.

Tteti hypotéza predpokladala pfitomnost mRNA pro gen HMOX1 v oocytech, které jsou obecné
povazovany za transkripéné neaktivni. Navrzena metoda relativni kvantifikace mRNA genu
HMOXI se ukézala byt citliva a byla schopna jednozna¢né detekovat tuto mRNA ve vzorcich
odpovidajicich 20 a 50 oocytim. Logicky bylo vyssi relativni mnozstvi této mRNA detekovano
v izolatu ziskaném z 50 oocytl. Tteti hypotéza byla tudiz potvrzena.

Experimentalni ¢ast diplomové prace byla pilotni studii exprese genu HMOX1 u prasete,
provedend na Katedie genetiky a §lechténi na FAPPZ CZU v Praze.
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Vzhledem ktomu, Ze dochdzi k neustdlému vyvoji novych molekuldrnich metod
vhodnych pro studium exprese genti, bych rdda doporucila pro dal$i experimenty vyuzit
napiiklad platformu kapickové digitalni PCR, popiipadé kombinovat detekéni metodu a
hybridizaci se specifickou vnitini sondou. Pravé kapickova digitalni PCR je schopna
kvantifikovat pfitomnost izolované mRNA na urovni absolutni kvantifikace, kdy se pocet
molekul mRNA vyrazné€ ptfesnéji kvantifikuje.

Domnivam se rovnéz, ze z hlediska popula¢ni genetiky by bylo vhodné aplikovat mnou
optimalizovany metodicky protokol na vétSi pocet jedincl, dalSi plemena nebo oocyty
izolované a kultivované jinymi zptisoby ¢i vystavenymi modelovym stresovym faktorim.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

ALAS
AP
ATP
BR
BV
Co-A
cDNA
DNA
dNTP
ERK
EtBr
GTP
HO
HSF
HSP
HSR
IL

LPS
MAPK
MHC
NADPH
NOS
PCR
qRT-PCR
QTL

RNA
ROS
Tm
UTR
uv

syntaza kyseliny 5°- aminolevulinové
aktivacni protein

adenosintrifosfat

bilirubin

biliverdin

koenzym A

komplementarni deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleosid trifosfat

extracelularni kinazy

ethidium bromid

guanosin- 5°- trifosfat

hem oxygenaza

faktory tepelného stresu

proteiny tepelného stresu

reakce na tepelny stres

interleukin

lipopolysacharid

mitogenem aktivované proteinové kinazy
hlavni histokompatibilni komplex
nikotinamid adenin dinukleotidfosfat
syntaza oxidu dusnatého

polymerazova fetézova reakce
kvantitativni polymerazova fetézova reakce v readlném cCase
kvantitativni lokusové znaky

responzivni elementy

ribonukleova kyselina

reaktivni druhy kysliku

teplota tani

nepiekladand oblast

ultrafialové
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10 Samostatné prilohy

10.1 Sekvence genu HMOXI s vyznacenou pozici primerovych pari A-K

TTTTTTTTTTTTTTTTGGTCTTTTTTTTAGGGCCGCACTTTATGGCATATGGAAGGTCCCAGGCTAGTGGTTGAATCGGAGCT
GTAGACCTGGAATTTCTGAAGGGACAGGCTCTTGATCAGCTCATGAGARGCATTTAGACCTTCATACTCTTATTCTCTAAACT
CCTGGAGGACAGACTGGCCCCCTTGTAAGAGAGTGGGTGGTGTGGGGGTCAGGAGTAGGGGCTCTGGCTTCARAGCGCCGTGG
TTTGAATCTTGGCTCTGCTCTCACTAGCTGTGTGACTTGGGGAARACTACTTAACCTCTCTGTGCCTTTGTGTGGACAARATG
GAGATGAGAAARAGACGGGGCTGTTGTACGARATTTTGCACCCAGGARATGTTCAATAATGTTTGGTTTGGATCGARATTTGT
AACTGTAGCTTGATTTCGGCCCTTTCTGGCAGCGAAACAATATTATCATTATCGTGTTAACCAGAAAGAGATTTGTGACGTCT
ACTCATTCATTCATTCATTCCTTTATTCAGTATTGGTCGTTCTAGGCTCTGGATATCTACCARACAGAGCCCCTGGCCTCCTG
GGAACTTACATTCTAAGGGCAGCTCTGTCTAGCCATCCTTTCTACAAAGTTCTGGGCAGCTCTTTTTAGAAACGCAGCAGCTC
CAGTTCTACCTCTGACCTCTGTGACTCCTGTGAACAAGTAARATGCCACCTGCTGTAGAACAGGCCTTCTAGGTACAACCTTGG
AGGTGACTTCTGGGCTGTAGTGGGAAGAGCCATGTTCCTTTGGCTTGGCTTGCCCTCTGCATTCTTTCTCTCTCTCTCTCTTT
TTTTTTTTTTTGGCTTTTTAGGGCCGCACCTCCGGCACGCTGCTTCATTCTARGAAATAACATCTCACCTTGAACTTTTGAAG
TCTTTTGTGCCAGACTGCCTGGGTTCAAACCCTTATCTTCACCCCTGGCTCTGTTTCCTCACTTGTAACATGGGAACGATGAC
AGCACCACCCTTAAGGAGGTATTATGAGGACCACATGAGTTAACACATATAACATACCTGTAATACAGGATGGGGTCTGGCCC
ACAGCAAGTGCTCAGTGAATAGGAGCTATTAGAATTGTTATCATTTTTCACGGAAGCAGAGGGGGGATATAAGTTTTACACCG
AGAGCTARACTCCTTGGCCTCGTCCTTCTARAGTCCCTCTAAGGATGCTCAGCARCCCCCAAGTCTCTGGATGGATTTGGTGA
GACTTGGGTAAGTGATCCTGGAAGAGGATGGATCACGGGCTCCGACCTTGGGCTGGATGGACACGCCGACCGCCTGGAGCTGC
CTGGTGT TCH NGO INITIINEINE . CCCCTATATATGTGTGGCTGGGAAGGGTTGTCTCAACCACTGCGGTCCC
CAGTGGAGACTCCATGCCTGACGGGCCGTCCTCAAGCCTGAGTGCACATTCCTTCAGAAGTGGGCACTCGATACCTTGGTTCC
NN XTI NS ST NTNE SO 2 GTCACCTTTTTTGAT TAATCGAGAATCCAGAATTTCAGCATTGGARAGGGGCTTTAA
GAATCATCCAGTCTGGGAGTTCCCGTCGCGGCTCAGTGGTTAACGAATCCGACTAGGARCCATGAGGTTGCGGGTTCGATCCC
TGGCCTTGCTCAGTGGGTTAAGGATCCGGCGTTGCTGTGAGCTGTGGTGTAGGTTGCAGACGCGGCTCGGATCCCGTGTTGCT
GTGGCTCTGGCGTAGGCCGGTGGCTACAGCTCCAATTAGACCCCTAGCCTGGGAACCTCCAAGTGCCGCAGGTGTGGCCCAAG
AAAATGGCAARAAAAACAAARAAACAARACAAAACAAAAGAATCATCCAGTCTGGGAGTTGCCATCATGGCTCGGCAGTTAAC
AAACCCGACTAGTATCCCTGAGGATACAGGTTCCATCCCTGGCCTCGCTCAGTGGATTAAGGATCCAGT NNEUNTNAGE
IeleaeRNelel C 2 A AGATGTGGCTCAGATCCTGAGTTGCTGTGGC TGTGGCGCAGGCCAGCAGCGGCAGCTCCTATTCAGTCCC
CAGCCTGGGACCTTCCATATGCCAGGGGTGCGGCTCTARAAAGACARARAAAAAAAAARAAAAAARAAATCCGGCCT/EHRGEN
SIS NeleSiNeIels| T~ G TAGTAACCTGCTTTCTCCTAGTCCTGAGTGGTCAGCCTCACGGAGAATTAATTCGATACTT
GATCAGAGGGCCAGCTCTGCTCAGGCCCAGAGCAGGCACCGAGGATGAGCTGTATCAGATCTAATGAGCTCCGGAAGAGCATC
CTATGCAGGGAAGCTGGGGAGTCGTCTTGGATAACCAGCATCTCTGTCCAGCTGGGGACAAGAGGGCCTGGAGGAGGCAGGCA
GGGACCTGGACTCCTCCTGGGTGTCAGGTCCCAATGTCCTGCTTTATGTGTGACCTTGGGCAAGCCCCTGCACTCTCCCCAGR
GCCTCAGTTTCCCTGCCTGTAAAATGGTACTGCTCTACCCCACAGTTGTTGGGATGGACCTTGAACGCAGTACAGTCTCTAGC
ACATAGTAGGTGCTCAAGTAAAAAGAAGAAAAAGAAACCCTAAAAGGACATTAAAGATAGTGCGAGCGCACGGGCTGCCAGCT
GAGGGTCCAGGAAGGAGGGTCCCAGAACGGGGGAGACGACTGCAGGCAGGGTTTGGGGTGCAGAAGTCCCTGAGGTCGCCCCA
GCCTCCCGCTCAGAGAAGCGCTGCCTCCCAGCTCTGTGGCACCATTCAGATCCGTGGGGGTGCTCAAGTCCCATCGCTGGGTG
GGAGGCTCTGGGAGGGACAAAATCACACTACTTACTGCTCAGATGCCTARAAGTATCTTTTGTTTTGCTTTTAGTGTCCTGTTT
TAAACAGCTCTGTTTTCCAAGGGTCATATGACCGCTCCTCCTCCACCCCCGCAGGCCAGGGGCGGGTGGGGCGCGGGCCGCCE
TGGGTGTTGCAACGTCGGCCCACAAAGTGGGAGATCAGCTGTCGGGCGGCGGCCACGTGACCCGCCCCGGGAATARATGGACC
GCGCGGCCAGCGCTCGGCACCGTCGGCCTCCCGCCTCCTCGACCCCGTCGCGAGCTGTCGGAGCAGCCAGCCCCGGAGCCCTC
CCCGAGCGCCGCGCCGCCGCAGCATGGAGCACTCACAGCCCAACAG

GCAAGCGTGGGGCAGCCGCTGCCCTCCCGCCGCCGAGCTCCCGAGGCTGAGCCGGGAAGCAGGAAGCGACCTCGCTGAGLCGGL
CAGTCACTTGGGCTTTGGCGTGCGGAGGCGCTGGGTTCCGATCTTGCCCCGTGGGGTGGTTGGACGGGATGAAAGGCGATTTT
ACAGCCTGGCGCCCTGGCTCAGGATGGGCGACCCGGCGGGAATGTTACTATGCGATCCAGCTTAGTTTGGGGCTTTGGACGTG
TGAGTGTGTTTGGAGGTGGCCGTGGGCGTAATCCGGGATCCTGGGGCTGCCTGAGCCTGGATGAGAGAGCCTGGGCTTTCTAC
TAGGGCCGCCTCCTGGCCACATCCACCTCTCTCGCTAGCTGCTGAATGCCTGAATGCCTGTCGGAGTTCGGGTCCCCATTTGC
TGATGAGGATGGCACACACAGTTGAGGGAGGCAGGAAGGCCTCCGTTTTCTGGCTAACTGGGATTTGCACCCTGGTCTGTCTA
ATGTCAAGTCTGGCTCCTTCTCTTCTTCCAAGAATTTGATCACAGTAGAGCAGGGGATGGGGTTCCTGGAAGGGGTGCTGCTG
GAGGGAAAGGAGAAATGACATTTCTGTGGGAGGTGGATAGGGACAAATGGCAGAAATACTCCCAGAAAGGGCTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTGAGTAAAGCTAACTTTACTTAGGCTTTTAAACTCAAACACTTGTGATGAGCCTAACTTTAAAAAGGATCATGAGA
TTTATACCTGAAACTTCAACACAGGTAGAGAATTAAATCATGGGTCTAAGTGCCAATCAAAGCAATTACAGTGTTGAATATGA
GTGTTCACCCTGCCCCCTGCTGCTGCTTCCTGGGCTGTGCTGCCTCCTTCTCTCCTCCACTGTGAATAACCGGTACCAGGATT
TTCCTAGTTTTGTTGGTTTTTTTTTTGTTTTTTTTTTTTGTTTTTTCCTTGCCCCGCCTGTGGCCCGTTAAAGTTCCAGGGCC
AGGAATCTAACCCGCACAACAGCAGCAACCTGAGTCACAGCAGTGACAACCCTGGATCCTTAACCTGCTGAGCCACCAGGGAA
CTCCCCAGGATTTCTCTCTTGGTTTGGGGGACCTTATTACATAGTATTTTAATAGCCGACAAGTGCAGATGGGCTTGCACCTT
AAGGCAGTTGAAGGAGGCTGTGTATTAGGTGGGAGTCTGGATTTCAGCAGAGGAGCCTGATGCAAGCCGAAATCTCTTGAAGG
GCTGTGGACAGTACCCTCAGAAGCACCAGCGTTGGGAAGAACCCTGCTCATAGCCACCCCCTTGCTCACTGCCCTCCCCCCCT
CTACAG

CGTGCCCCAGGHYYNNEINOINEINE[e[eleOUNErVNEleINE - CCACCAAGGAGGTGCACGTCCAGGCTGAGAATGCCGAGTTCATGAAGA
ACTTTCAGAAGGGCGAGGTCACCCGAGAAGGCTTTAAG



GTATGTGTCGTGGTGGTTCCAGCCGTGACGGAGGGTAATATGATGGATGTGGGTGTGAGGCTAAGGCTGGTGGTTTAAGTGGG
GAGGGGAACCAGGAATGCTGAGGGGCCAGATGAGCATATTTGAGGGCATCATTTTACAGATCATGCCATTGAGGCACAGAGAG
GGAAGGTGACTTACCCAAGGTAACACAGCAAATTCACAGCCGTCTATGGGGTGTTCTGGAGGGCCTGGGGCAGTAGTGCCATT
AACTGACCACCCAGTCCGTACTTGGCATTTTACACACTTGGTTTCTAATCTGTGCCTCAACCTTGGTAGGGAAGATGAGGAAG
GAAAGGCTCAGAGAAGTTAAGTAACTAACAGAAGGTCACACGGCGAGTAAGTAAACGAGGAAGGCCAAACACAAACCAAGGCA
GAGCTTGTGCTTCTGACCTAATTCTCTGCCTCTGAAGGCAAATGGCGCGTATGGGTTCATCCATTTCCTAAGAGTAAGACTGT
GGGCACCTCGTGTGACCGCTCGAAGGTACCTTGTCCTGATTCGTGAAATGAGATTTGCCACCTGCAGGGTTTTCTTAAGTGTC
CACTCTATGGGAGGCACTGGTTTTGCAATTTCTCAGCACAGTTGTGAAATTCATGCAAATGGAAGAAACGCACATGACCAAGA
ACCAGGCAGGTGCAGGGCGTGAGAAAAGGCTTGTTCCGGTTGCACGGTGGGGGTGGGAGCGGTAGTCCACCACGCCTGACACC
CCCGCCTTTGGCTCAGTGGACCCTTCCCCACACTTCCAACATGAGAGGCCCCTCAGTGAAGGGAGATCGAATGTGCCATTTTA
GGGAGTTGGGGCCCCGGGCTATGTCTGATGGGTGCTGGGTCTAGTCCTTGCTCCCCCATTCCCCACCCCACCCTCACCTAAAG
CTTCCCAGTTGCAGCGGTGTGGCTGGGGGCAGTGGGAGTGGGGCATTGGCTGCTGGAGTGCCCCATCTCCAGCCGCTATAGAC
TTTGACTCTCACTTCTCAGCCCCTGAGTTCAAAGTCAGCACAAAGATCCATGAGAGGACACAGGGCTTGCTCAGACTATGCTG
ATGGAGGCAGCATGCGTGACATCTCAGCCTCTGATATGAGTGCTCTGTGCCCGGCTGCACCCAGCGCTTTGCCTGTGGCCCTG
CTCGACCCGCACACCAGCCCCATTGAAGCATGTGGTCAGCTGACCCTTCTTTGCAGGGCGGGGACCCAAGGCTTGAGACCTCA
CATGGCCCACTCAGACCACACATGGCCCACCGAGGGCCCGTGGCTTGCCTACGGTCACAGAGCTGAGGCCTGGCCGAGCCGAG
TCAGAACCAGGTCGGTCACGGTCGAAAGCCCAGGCTGCCTGGCGGTCCACCCCGGTGATAAATGGGGCTGCGATGACGGTTTA
TGGCCCAGAAATCACCTGGAAACCTCAGCCAGAACATCTAAACTTTGTCCTCCTTCGAACTGCAGAATTAATGTGTAACGGGA
GTTCCCTAAGCCAAAGGGCCCTGGGCCTGCCCCCCTGCCCACCTTCCGAGGTGGTGGGGTTCAGCGGGGGCCTCTGGGAAGGA
GGATCGCACCCCGCAGACGGCCACCCAGAGGTCAGAGGCTGGGGATGCCTGGCATCTCCTTTCACTGGGTTTCTGCCTTGCTC
CTGGGCTCGGCTCCCCTTTCATTTCTTACCAGCTGTGTGACCTCCATGGCTCATACCCTCTCTGAGCCTCACTTTCATTTTCT
GTACAAGGGGGATAGTGATTCCCTTGTGGGCCTTTCCCAGGGATTAAGTGAGGCTGCATGGCCTTGGGTCCAGGGTGATAACA
ACAGTTTCAGGCTCAGAAAGCTCATCATGGGATTTTTCTCCTGTGACCCTCCCTCTGGCTGCCATGGGGGGAGGTTTGGAGGG
GCAAGTAGGAGGTGGGAGCCCAGCCTGGGAGGTGAGGAGGGTGTCTCTGAAGGCAGTAGTGCAGAGGGGGCTGAATGAGGGGT
TTTTGTTTTTTTAATAATGGCTGCACCTGCGGCCGATGGAACCTTCCGGGCCAGAGACTGAATCCAAGCCGCAGCCGCAGCAA
CGCTGGATCCTTTAAGGCACTTTGCGGGGCCAGGGATTGAACCCGTACCTCTGCAGCAACCTGAGCCACTGCAAGCAATCAGA
TTCTTAACCCACTGGGGCCCAGTGAGAGCTCCCTGGATGTTGGGGGGGGGCATTCTTTTTAAAAAATTTTTTTTATTATAGTT
GATTTACAATGTTCTGTCAATTTCTGCTGTACAGCAAAGTGACCCAGTTAAACATACATATATGTGGGTGTATATATGTATGT
GTATGTATATATATGCATACATTCTTTTCTTCTTATCTTTAATCATGTTCTATCACAGTGAGCGGATATAGTTCCCTGTGAAC
TCATTGCTTATCCCTTCTAAATGTGATAGTTTGCATCCACTAACCCCAAACTCCCTGTCCATCCCACTCCAGCCCTACCTCCC
CCTTGGCCACCCCAAGTCTGTTCTCTATGTCTGTGAGTCTGTTTCTGTTCTGAAGATAGGTTCATTGGTGCCAGATTTTAGAG
TGCAGATAGAAGTGGTATCGTATGGTACTTGTCTTTTTTTTTCTGACTTAACCTCACTTAGGATGGGAATCTCCAGTTCCGTC
CATCATGCTGCAAATGGCATTATTGTGTTCTTTTTCTTTTTTTATTTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCTTTCGAGGGCCGT
ACCCACAGCATATGGAGGTTCCCAGGCTAGGGGGTGAATCAGAACTTCAGCCCTTGGCCTACGCCACAGCCATGCCAGATCCA
AATTGCCTTTGTGACCTACCCCACAGCTCACAGCAATGCTGGATCCTTAACCCACTGAGAGAGGCCAGGGATTGAACCTGCGT
CTTCATGGATATGTCAGATTCATTTCCACTGAGCCACGACAGGAAGGCCTCTTTTGTTCTTTTTTAAAGGCTGCATAGTATTC
CACTGTGTCTCTGTCCCACATCTTCTCATACCGACCTGCTCACTCTGGTTGCAG

CcTGCTENICEOEIEIASEAANENA C GATGCCCTGGAGGAGCNINININSIXT VXTI VXITNTINSIS - GGTC TACACACC
CCTCTACTTCCCGGAAGAGCTGCACCGCCGGGCCGCCCTGGAGCAGGACATGGCCTTCTGGTATGGGCCCCGCT CHYNGINEE
CCATCCCCTACAC CGCTACGTGCGGCGACTGCAGCAGGTGGGGCGCTTCGAGCCCGAGCTGCTGGTGGCC
CACGCCTACACCCGCTAC

AT

GGTGACCTGTCTGGGGGCCAGGTCCTCAAGAAGATCGCTCAGAAGGCCCTGGACCTGCCCAGCTCCGGGGAGGGCCTGGC
SN RNCCeer:VNiEI e CCAACGCCACCAAGTTCAAGCAGCTGTACCGCTCCCGAATGAACACTCTGGAGATGACCCCCG
AGGTCAAGCAGAGGGTCCTCGAAGAAGCCAAGACCGCLTTCCTCCTCAACATTCAC

GTGAGGGTCTGGGCGCCCAGCCGCTGCTCCAGGAATATTCCTCGTAGAGCAGGGGAGGGGACCGAGGGTCACGGGTAAAGGCT
TAGGGGTCTGTGCTGTGGTTCTGCCACTTACCGGCTGGGTGATCGTGGGCAGATGCCCTAATCGCCCTTTGCTTCAGTTTCCC
CACGTGCAAAATGGGGATGGAATGCTTCCTACCTCGGGGTTGTCGTGAGGGTTAAGAGAGTTTGAAATAACAGAGTCCCCATG
GCAGCCCCTCTAACATGAGCTACTGTTCCTACGGGGCGTGCGTGTCACCGCTGCAGCACTCTGTGACAACATACAAGTTGTCT
GAGCGCTTGTGCGCAGCCAGGTTGGCACGGCCGAGGTCACGGGTGCCGCAGACATGGCCTCTGGGCCTCTCAGCCCAGCCAGC
GGCAGGAGGCATCCTTCTACAAGCACCCCAGATCCCGGGGGCTGTGTGGGCTTCGAGCCAGGCCCTGCCTTGAAGGATGACTT
CCTGGGCAGGGGCAGGGGCAGGAGGGTTCCCAGTGGCGGTGAGGTTCCTTCTAACCCAAAAGTTGTAGAACCCCGTCTCCCCT
CCTCCCACCTGGAGGCCCTGTGAGGACAGCCTCCTTATGCCCAGCCTGGGGCCTCAGAAGAGACTGGTCAGGACTCTTTTTTT
TTTTTTTTTTAATTTGAGTTTTTTTTTTTATTATAGTTGATTTACAGTGTTCTGTCAATTTCTGCTGTACAGCAAAGTGGCCC
AGTTACACATACATGTATACATTTTTTTTTCTCATGTTATCTTTCATCATGTTCCAGCACAAGTGATTAGACACAGTTGCCTG
TGCTATAAAGCAGAATCTCATGGTTTATCCACTCCAAATGCTACAGTTTGCATTGACTAACCCCAAACTCCCAGTCCATCCCA
GTCCCTCCCCCTCCCTCTTGGCAGCCACAGTTCTGTTCTCCATGTCCATGAATCTGTTTCTTTTCTATAGATAGGTGCATTTA
TGCCATATTTTAGATTCCAGGTATAAGTGATATCATATGGTATTTATGCCATATTTTAGATTCCAGGTATAAGTGATATCATA
TGGTATTTATCTTTCTCTTTCTGCCTTACTTAGTATGATAATCTCTACTTCCTTCCGTGCTGCTGGAAATGGCATTATTTTGT
TCTTTTTTATGGCTGAGTACTATTCCACTGTATCTCTGTTCCGCATCTTCTTCATCCATTCATCTGTCAATGGACATGTAGGT
TGTTTCCATGTCTTGGCTATTGGGAAGAGTGCTGCAGTGAACATAGGGGTGCCTGTATCTTCTTCTTTTTTCTTTTTTTAATT
ATTTAAAACATTTTAAAAACCATAGTTGGTTTACAATAGTCGGTCCATTTCTGCTGTGCAAGCAAAGTGACCCAGCTGTATAT
GTATCTATTTTTTTTCCCCACGTTATCCTCCACTATACCCACAAGTGGCTGGGTATAGTTCCCTGTGCCCTATCTTTTTCTTT
TTTTTTTAAGCTATTTCTTGGGCCTCTCCCACGGCATATGGAGGTTCCCAGGCTAGGGGTCTAATCGGAGCTGTAGCCACCGG

II



CCTACGCCAGAGCCACAGCAATGCCAGATCCTTAACCCACTGAGCAAGGGCAGGGACCGAACCCGCAACCTCATGGTTCCTAG
TCGGATTCGTTAACCACTGCGCCACGACGGGAACTCCTGCCCTATCTTTTTCAATGAACGTTTTGTCTGGTTACATGCCCAGG
AGTGGGATTGCTGGATCATATGGTAGTTCTATATTCAGTTCTCTCAGGTACCTCCATACGGTTCCCGCAGTGGTTGTAGCCCG
TTTATACTCCCACCAACCGTGTAGGAGGTCGGAGCACTTGTTAATGGAGGGGTGCCCTTCCCTTGCATTCCCCTAAAAAAAAA
AAAAATCACCCACGAAATCTGGTCCTCCAGAAAAATCTGACTGTCAGAGAGGTGTTGTAGGAAGAGTGAGAGGCTCGGAGCCT
GCGCCCCTTTGGAGGCTGGCTCTCGCCCCCTGACCTCTGGGTTAGCCTGGGCCCCGGGGCTTCATCTCTGGGAGCTGCAGCTT
CCTCATCTGTAAAGGCTGGCTAACGAACATAGCATCACACACTCACCAAGGGCGAATCTCACCAAGAGAGGTGAGTGAGGACG
GCGGGCTGCAGAGTGTATACACTAGGGGACCACTCATGAAACAGCACCTGGCAGGGGGACCCAGGACGGCTCTTATTGGGGAG
CATCTGGGGAGGAGCAGGCAGGCGAGTCAGATGGACTTGTGCCATCTGGTGACAGGCACACGGATGTCAGTAGTTCCTCTACG
ATTTTTTTTGTTCTAATGTTTTATCACCCAGCCTTAAGCCTACCTTCAGCCAGCCTGGCACCACCTCTCACGGGGACATACCG
CTTTTGTCTTGCAG

@TGTTTGAGGAGGTGCAGGAGCTGCTGACCCAGGACACTAAGGACCAGAGACCCTCGCAGGCATCCGACGTCCGCAAGAGGGC
CGGCAGCCGGGTGCAAG

GTGAGGGCCTCCAGGGGGTGCTGTTTCCCCCGGGCTCCGTGGGAGGGCACATGGCCCAGGTGGCTGGCTCCAGTATCTCTGGA
CTCTTCTGTTCCCGTGTGTTAAATGAGCAGTTGTTTGGGGGCAGGCAGAGGGCCTGGGGCCAGCCTTCAGGGGATGACTTTAG
GCAAGCCTCAGTCTCCCCGACTCTAGAATCAGGGAAGTGGAGGAGTGAAGCTCAGACACCTGCTTAGCAGCCACCCCAGGCCT
TTGCTCCTGGTCCCACCCTTGCCCACCCACCCTGCGGCTTTCTCAGGTGTGCCAACACCACCTGGACCCCTCTGCTGGCAAGA
CTGAGGCCAGGAGTGTTGAAATGTGGCCGGTCCTGATGGGATTGGCTCCTGGTGGGGGTGAGGGGACTGCCTGTACACACCAG
TTTTCAAAGCGTGGCTCCCCTGGGCACCCCTGGAGGGTACTTCCTCACAGTGTGTCTGAAAATGGAAGAATGGACAGCTTGGA
GCAGTAGTAAGCTCACTGTCTTTGGAGGTATCCAAGCATTGGCTAGAGGGCTGCTCGTGGGCATGGAGCTGGGACTGTCGCAG
ACACTGCTGCGGCCCCTCTGCTTTATTTTTCTGTGGCCTCTGGCCTCCCAGTGTTGACGTTGTCCCCTTTTCTCTTTCAG

ACTCCACTCCCGTGACAACCCCCAGGGGGAAGCCGCAGCTCAGCGTCCTCTCCCAGGTGCCGCTCGTCCH
GGTGGCAACGGTCGCCATGGGGCTTTATGCC AICTCANTGCANCCCTERGARTE AACCGTGCTGGCTCCTG
GGGGCCGTGAACTCTGCCTGGAGAGGGATGGTCTCTTGACTGGCTTCCTTGTTGGGCATTTGGGGGTCGGGGGAGGCTCTGAG
cceeccrecccrerecc TG A CCACTCT
EIGECATETTICECAACCAAGAGCACGTGCAGCCAGTGCCCTGAACT TC SISO /. T G GCCCCCTCG
CACCCTCCCCGTCCCGTTCCTGCAGCAGAGCCCAGAGGATGGAGCCAGCCAGAAGCCACAGCTGTTTCTGAGCCTCCARACAC
CGCGGGTCCGCGGTCTCCCTTTTGACGTGCCTTGACTGCCTTCCTGTGGGCCGTGGCAATTTTTATAGAACTGTGCAA
CTTGTTTTTGTTGGAGCCACTCTTCGTTCCCG
GCTCAGCCTGAACTGTGGTATTTTGTTGTGTTCTGTTTTTATAGCAAGGTGGG

GTGAGGGGTGGGGAGGGAGCTGTTTTAACAG

CACTGTGGCCTTGGTCACTAACTTTTATGTGAAGTAATAAAGTACATGGCCTG

(UTR oblasti, exony, introny)

III



Primery A:

Primery B:

Primery C:

Primery D:

Primery E:

Primery F:

Primery G:

Primery H:

Primery I:

Primery J:

Primery K:

ACCCCGTCGCGAGCTGTC F
CTCGCCCTTCTGAAAGTTCTTCAT R

F
R

ATGTGAATGCAACCCTGTGAATG F
GGAAAGATGCCACAGACTCCTTTT R

F
R
F

R

GTCCTCAAGAAGATCGCTCAGAAG F
AACAGCTGAATGTTGAGCAGGAAG R

ATTTGTCAGAGGCCCTGAAGGAGHEH
GGTTCTCCTTGTTGTGCTCAATCTES
CAGGAGGCCATCCCCTACACHY
CGACATTGGGGAAAGTGAAGAAGHES

ATTCAGCTGTTTGAGGAGGTGCAQ F
CACCAGAAAGCTGAGTGTCAGGA|R

CCAGACTGTCTCCAAGGATCAGAGE
TGGCTCATGATAAGGCTGTTGTT T

ATTGCCATGAACTGTGGTGTAGGT g
GGGAGCCTAAATGACAAAACGAACHESN

1Y%



