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Abstract:

One of the most common orthopedic procedures nowadays is total joint replacement surgery.
However, numerous failure mechanisms limit the long-term success of the implant, where the
aseptic osteolysis is currently the most frequent of them. Among the main causes of this
pathology belong chronic inflammatory reaction caused by wear debris particles, which are
continually released from the endoprosthesis and increase in osteoclastogenesis and activity
of osteoclasts as its result. The aim of this study is to discover and compare the miRNA
expression profiles in two groups of patients with total knee endoprosthesis, which differ in
the purpose of reoperation. Patients in P1 group were reoperated due to aseptic osteolysis,
whereas patients in C/TEP group were reoperated because of various another reasons.
A new Next Generation Sequencing method was used to discover and compare the miRNA
expression profiles, which proved itself competent for this application. We identified 2593
types of various miRNAs and their precursors, from which 138 of them had statistically
significant difference in expression levels (p < 0,05) between groups C/TEP and P1. When
compared to the group C/TEP, we found in the group P1 elevated expression in 78 miRNAs

and decreased expression in 60 miRNAs. We also discovered another miRNAs in the group



P1, which had statistically significant differences in expression levels, but their function in the

processes of aseptic osteolysis is still unknown and they should be subjects of further studies

as a potential diagnostic markers or therapeutic targets.
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long non-coding RNA

Major Histocompatibility Complex
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1. Uvod

Pohyb je pro €lovéka zakladni a pfirozenou potfebou. Stabilita, ohebnost a pohyb jsou
nenahraditelné funkce, které jsou zajistény nasSim pohybovym aparatem — kostmi, svaly
a klouby. V pfipadé zhorSeni €i dokonce ztraty jejich funkce dochazi k prudkému poklesu
kvality Zivota. Pravé poruchy kloubl a kosti jsou dnes velice €astymi pfi¢inami akutnich
I chronickych zdravotnich tézkosti, kterym se vénuje souCasna medicina. Jejich incidence

stoupa a pfedpoklada se, Ze tento trend bude pokracovat i v budoucnosti.

Jednim z téchto ortopedickych problému je i asepticka osteolyza, ktera je Castou komplikaci

po implantaci umélé kloubni nahrady — totalni endoprotézy kloubu. Jedna se o aktivni
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resorpci kostni tkané nasledkem sterilniho zanétu, ktery je vyvolan mechanickym drazdénim

bunék prostfednictvim ¢astic vzniklych opotfebenim kloubni nahrady.

Jedna se o zavazny problém, protoZe tato komplikace obvykle v pomérné kratkém cCase
vyusti do chronicky bolestivého stavu a selhani kloubni nahrady nasledkem jejiho uvolnéni
z kosti &i jiné, souvisejici pFiciny. Kromé& zna&ného snizeni kvality Zivota pacienta nejen po
dobu reoperace a rekonvalescence je problémem i finan¢ni naroénost této operace —
naklady na jediny zakrok se obvykle pohybuji v rozmezi 60 — 130 tisic K€ a tedy predstavuiji

znacnou finanéni zatéz, pfi¢emz reoperace je zhruba 1,5 az 3x drazsi.

Nedavnym védeckym vyzkumem bylo zjisténo, Ze rlzni pacienti reaguji na pritomnost
a opotfebeni kloubni nahrady rGzné. Po aktivaci vrozené imunity u nékterych pacient(
zanétliva reakce pokracuje az do selhani kloubni nahrady, kdezto u jinych pacientl jejich
imunitni reakce dosahne jistého rovnovazného stavu, ktery nevyusti v akutni selhani. Je
logické se domnivat, Ze za rozdilnosti danych pozorovanych jevil stoji individualni genetické
predispozice jednotlivych pacientl, které maji vliv na jejich imunitni systém a tedy i na
odpovéd pacientd na chronické mechanické drazdéni tkani produkty opotfebeni kloubni
nahrady. Dana problematika je nejen vzhledem ksvé incidenci a financni naro¢nosti

pfedmétem intenzivniho vyzkumu, ke kterému by tato prace mohla pfispét.

2. Cil diplomové prace

Cilem této diplomové prace bylo zjistit a porovnat expresni profily vybranych miRNA
u dvou skupin pacientll s totalni endoprotézou kolenniho kloubu, liSicich se dlvodem
reoperace za vyuziti technologie Next Generation Sequencing. Pacienti ve skupiné P1 byli
nuceni podstoupit reoperaci z divodu aseptického uvolnéni kloubni nahrady nasledkem
aseptické osteolyzy, kdezto pacienti ze skupiny C/TEP podstoupili reoperaci z jinych divodu
nez je aseptické uvolnéni. Diky tomu, Ze metody Next Generation Sequencing umozniuji
nahled na cely transkriptom kratkych RNA v studované tkani, soucasti tohoto cile byla
i mozna identifikace novych miRNA jakozto potencialnich diagnostickych markerd ¢&i
terapeutickych cill na zakladé statisticky vyznamné odliSné miry exprese, které by se mohly

podilet na procesu aseptické osteolyzy.
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Kloub

Kloub je strukturalné a funk¢éné definovan jako misto, kterym jsou spojeny dvé kosti za

ucelem umoznéni pohybu &asti téla. Zplsob, jakym jsou kosti navzajem spojeny, urCuje

rozdéleni podle struktury, kdeZto rozdéleni podle funkce je uréeno na zakladé typu pohybu

umoznéného danym kloubem. V praxi se obé& rozdéleni vyznamné pfekryvaji. Kloubni plosky

se v8eobecné povazuiji za maly kloub, obzvlast pfi posuzovani kloubt zeber. " et & 2005),

3.1.1 Typy kloubu

Klasifikace podle struktury déli klouby na tfi skupiny podle typu pojivové tkané, ktera

spojuje sousedni kosti:

Vazivovy kloub — kosti jsou spojeny hustou, vazivovou tkani, ktera je bohata na
kolagen.

Chrupavkovity kloub — kosti jsou spojeny pomoci chrupavky.

Synovialni kloub — kosti nejsou spojeny pfimo, ale maji mezi sebou synovialni kavitu,
ktera je vystlana synovialni tkani, které produkuje synovialni tekutinu (synovium —
kloubni vystelka, maz). Kosti drzi spolu pomoci husté, nepravidelné vazivové tkané,

i (Tortora,

kloubniho pouzdra, které uzavira kloub a je obvykle spojeno se Slacham
Derrickson, 2009)

Podle funkce muaze kloub byt:

Synartréza — dovoluje minimalni nebo Zadny pohyb. Mezi tento typ kloubl patfi
napfiklad lebecni Svy.

Amfiartr6za — malo pohyblivy kloub. VétSina téchto kloubl je chrupavkovitych a do
této skupiny patfi napfiklad meziobratlové ploténky.

Diartr6za — volné pohyblivy kloub. VSechny diartrotické klouby jsou synovialni klouby

a tato oznaeni si jsou rovnocenna.¢hak 200
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3.2. Patologie kloubu

Klouby patfi mezi vysoce zatézované Casti lidského téla a jejich extenzivni opotfebeni
neni zfidkavé. Jako i jiné tkané lidského téla, mohou byt napadeny bakteriemi, patologicky
zacileny imunitnim systémem nebo trvale poSkozeny od narozeni disledkem geneticky

podminéné vyvojové vady.©araner 1994

3.2.1 Osteoartritida

Osteoartritida, znama také pod nazvy artroza Ci osteoartroza, je nejcastéji se vyskytujici
onemocnéni kloubt, které zptsobuje postupnou degradaci chrupavky a kosti v kloubech.™*
etal. 2012) Toto onemocnéni se projevuje bolesti a kfehkosti kloubd, snizenou pohyblivosti
a v nékterych pfipadech vyrony. Pfi€ina této nemoci neni zatim pfesné urena, pfedpoklada
se vliv vicerych faktord, jako napfiklad geneticka pfedispozice, vék, Zivotni styl, nadvaha,
mira zatéze postizeného kloubu ¢i nasledek urazu. Vlivem zvySeného plsobeni
prozanétlivych cytokint (IL-1, IL-6, TNFa aj.) je inhibovana obnova chrupavky a dochazi ke
zvySeni exprese genu pro destrukéni enzymy ze skupiny metaloproteinaz (napfiklad
stromelysin, kolagenaza, plasmin), které odbouravaji makromolekularni sit extracelularni
matrix (mezibunéfné hmoty chrupavky). V pocatecnich stadiich je tento d&j kompenzovan
zvySenou tvorbou agrekanu s vyS$Sim obsahem chondroitin sulfatu. Po vyCerpani
kompenzaéniho mechanizmu se destrukce chrupavky klinicky projevi bolestivosti a zanétem,
ktery postihuje okolni tkané jako napfiklad kloubni pouzdro a subchondralni kost (pfilehlou
k chrupavce). Postizena kost reaguje na vzniklou situaci svoji pfestavbou, ¢asem se na ni
objevi vyrustky zvané osteofyty, které dany stav dale komplikuji. Postupem onemocnéni se
bolest stava nesnesitelnou a pro vyrazngjsi zlepSeni kvality Zivota pacienta se obvykle

vyuziva voperovani umélé kloubni nahrady. (Pougados etal. 1996)

3.2.2 Revmatoidni artritida

DalSi Casté onemocnéni kloubl je autoimunitni revmatoidni artritida, chronicka,
systémova, zanétlivd porucha, kterd nejvic postihuje synovidlni klouby a muze vést az

k uplné ztraté jejich funkce.®aun 2weina 201D pastihnyje hlavné stardi pacienty. PFiginy
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revmatoidni artritidy nejsou kompletné znamy, ale pfedpoklada se, Ze minimalné polovina
rizika je genetického ptvodu.(Scot Welle. Huizinga, 2010) | tohoto onemocnéni byla zjisténa silna
korelace s typem MHC antigenu HLA-DR4 (DR0401 a 0404) a geny PTPN22 a PADI4.6oener
etal. 20100 pokud je pacient nositelem genu PTPN22, jeho riziko je dvojnésobné oproti
praméru. Vlastnictvi genu PADI4 zvySuje riziko revmatoidni artritidy jen u lidi asijského
ptivoduy.Flenee etal. 2000 Mazi nejvyznamnéj$i negenetické riziko patfi koufeni, revmatoidni
artritida se vyskytuje tfikrat Gast&ji u kufakd v porovnani s nekuraky. Gugvama etal. 2009)
Epidemiologické studie potvrdily mozny vliv Epstein-Barr viru a lidského Herpes viru 6 na
toto onemocnénij. Alvareztafuente etal, 2005 R 8im spoleénym znakem u pacient(l s revmatoidni
artritidou je nedostatek vitaminu D, ale je$té nebyl prokazan jeho konkrétni vliv na prevenci

nebo priib&éh onemocnén;. (Ve Baker 2011)

3.2.3 Dalsi onemocnéni kloubu

Mezi dalSi pomérné Casté onemocnéni kloubud patfi i ankylozujici spondylitida
(Bechtérevova choroba), ktera se projevuje chronickym zanétem pfedevdim patefnich
obratld a mlze postihovat az 1% populace, pficemz Castéji postihuje muze nez zeny. Jeji
pficina rovnéz neni presné identifikovana. Byla vSak zjiSténa souvislost mezi vyskytem

nemoci a pfitomnosti antigenu HLA-B27.>" 1978)

V neposledni fadé jsou klouby postihovany i infekénimi chorobami, jako napfiklad hnisava
artritida, Lymska boreliéza &i nasledek TBC u déti, (St Mader, 2002) pazi metabolické poruchy
postihujici klouby patfi dna (Krystalové artropatie) jako nasledek hyperurikemie, zfidkavejsi
chondrokalcin6za (pseudodna), kdy se v kloubech usazuji depozice krystalt kalciovych soli,
pfevazné pyrofosfatu hydroxyapatitu a ochronéza, pfi které se kyselina homogentissova

a jeji derivaty usazuji v podobé& &erného pigmentu do kloubnich chrupavek, vaz( a $lach."
1969)

3.3. Uméla kloubni nahrada

Kloubni protézy jsou mechanické, zdravotnické aparaty sestrojené pro celkovou nebo
¢asteCnou nahradu synovialnich kloubd, které byly poSkozeny urazem, degenerativnim
onemocnénim nebo vrozenou vadou, navrzeny za Uc€elem obnovy jejich puvodni funkce.
Dnes jsou na trhu umélé kloubni nahrady pro vSechny synovialni klouby v lidském téle.
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Celosvétové jsou nejCastéji transplantovany klouby kolenni (zhruba 1 500 000 ro¢né)
a ky&elni (zhruba 1 000 000 rogng). ®urz etal. 201D \Meang &asto jsou nahrazovany klouby

ramenni, kotnikové, loketni, zapéstni a klouby prstu.

Dnesni populace starne a zlstava déle fyzicky aktivni, implantaty pro kloubni artroplastiky
proto musi snést vysSi zatéz po delSi dobu, coz klade zvySené naroky na pouzité materialy
I na technologie vyroby. Obvyklé materidly vyuzivané pro vyrobu kloubnich protéz jsou
kovové slitiny medicinalni kvality, biokeramika nebo polyetylen rizné hustoty. V soucasnosti
je nejvic vyuzivanym druhem polyetylenu ultravysokomolekularni polyetylen (UHMWPE).
Nejcastéji pouzivané kovy pro vyrobu umeélych kloubnich nahrad jsou titan, kobalt, chrom,

vanad, molybden a chirurgicka ocel. (Semitseh. Willert, 1980)

3.3.1 Moznosti fixace kloubni protézy

Soucasti kloubni protézy mohou byt pfipevnény piimo do kosti (bez kostniho cementu)
nebo s pomoci specialniho kostniho cementu na bazi akrylatl, aplikovaného mezi
predpfipravenou kost a soucCast protézy. Ob& moznosti maji své specifické vyhody
i nevyhody. Zvoleni konkrétniho zplsobu fixace je na chirurgovi provadéjicim operaci, ktery
se rozhoduje na zakladé vicerych parametru, jako jsou vék pacienta, oCekavana urover jeho
aktivity nebo kvality kostni tkané. PFi fixaci bez pouziti kostniho cementu se vyuzivaji
komponenty, které pfesné pasuji do kosti, které tvofi kloub. Tato technika si vyZaduje
maximum chirurgické preciznosti v pfipravé mista v kostech pro dostateCnou stabilitu
implantatu, ktera je zakladni podminkou pro dosazeni uspésné integrace implantatu s kosti
pacienta. Uspé&sna integrace se projevi vytvofenim nové kostni tkan& kolem celé
komponenty, jako i na jejim porovitém povrchu. Tato moznost se vyuziva predevSim
u relativné mladych pacientl s biologicky aktivni kostni strukturou, ktera je dostatecné

schopna poskytnout podminky vhodné k integraci implantatu. e 1993

U cementovanych kloubnich nahrad je fixace dosazena vyplnénim prostoru mezi protézou
a kosti kostnim cementem na bazi akrylatd. Tato technika zaruCuje okamzitou stabilitu
implantovanych komponentl a jejich dokonalé usazeni v kosti, bez ohledu na snizenou
kvalitu kostni tkané&, napfiklad vlivem osteoporézy. Nevyhodou kostniho cementu je
exotermicka polymerizaéni reakce, a tedy riziko nekrézy bunék pacienta, které jsou
s kostnim cementem v kontaktu, coz vyrazné zvySuje riziko zanétlivé reakce. Také se muze
vytvofit alergicka reakce na nékterou ze sloZek kostniho cementu. Fixace s pomoci kostniho

cementu se vyuziva hlavné u starSich pacientl, u kterych se prfedpoklada snizena kvalita
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kostni tkané a také u pacient(l, jejichz struktura kosti je nevhodna pro bezcementni fixaci. ™"
et.al., 2013)

3.4. Asepticka periprosteticka osteolyza

Asepticka periprosteticka osteolyza je jednou =z hlavnich pfi€in reviznich operaci
u pacientl s umélou kloubni nahradou. Pokud neni v€as odhalena a lé¢ena, osteolyza maze
vyustit v aseptické uvolnéni kloubniho implantatu z kosti. Riziko periprostetické osteolyzy
u konkrétniho pacienta je ur€eno vicerymi faktory, jako jsou vék, pohlavi, télesna hmotnost i
genetické predispozice. Ackoliv postupny vyvoj materiald a dizajnu implantatd snizil vyskyt
této komplikace, zadny v souCasnosti znamy dizajn nedokaze napodobit charakteristiky
pavodniho kloubu do té miry, aby se opotfebenim neuvolfiovaly otérové d&astice.
Predpoklada se, Ze zanétliva reakce imunitniho systému pacienta na tyto Castice a nasledné

komplikace jsou hlavnimi pFiéinami aseptické osteolyzy. Adoust Taylor, Bressloff, 2014)

Periprostetickou osteolyzu je velice naro¢né odhalit pomoci bézného rentgenového
snimkovani, proto je pro spolehlivou diagnostifikaci potfeba pouzit pokrocilé zobrazovaci
metody, jakymi jsou napfiklad vySetfeni ultrazvukem, pocitaova tomografie, magneticka
rezonance nebo pozitronova emisni tomografie.S°@ etal- 200 Earmakologicka ¢&i biologicka
intervence se jevi jako vhodna moznost Iékafského zasahu, ale zatim se na trhu nenachazi
zadny preparat, ktery by zajiStoval prevenci nebo inhibici periprostetické osteolyzy, ackoliv
jsou takovéto preparaty intenzivné vyvijeny.(T@me. Shanbhag, Rubash, 2000) \/7hjadem ke klesajicim
rizikim se muze zdat, Ze incidence periprostetické osteolyzy klesa diky pokrokiim v oblasti
dizajnu implantatd a zvysSujicim se znalostem o biologickych procesech pfi osteolyze, ale
prudky narust celkového poctu totalnich artroplastik v poslednich dvou dekadach vyrazné

zvysuje potfebu lepsich moZnosti detekce a lé&by periprostetické osteolyzy. ®eck Mingworth, Saleh,

2012)

3.4.1 Vliv otérovych ¢astic na periprostetickou osteolyzu

Otérové Castice uvolnéné smykovym tfenim z totalni endoprotézy maji vyznamnou ulohu
u periprostetické osteolyzy. Jejich velikost se mize pohybovat od jednotlivych atomu( Ci
molekul po Castice vétSi nez 10 ym. Uvolhuji se kontinualné pouzivanim kloubu a byly

nalezeny i mimo mista vzniku, napfiklad i na Spi€ce stehenniho implantatu, ktery je usazen
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hluboko ve stehenni kosti. Pfi kazdém kroku maze byt vyprodukovano az 150 000 otérovych
Castic a za predpokladu, ze Clovék ujde zhruba milién krok( ro€né, celkové maze byt roc¢né
vyprodukovano az 1,5 x 10 &astic, coZ predstavuje znadnou zatéZ pro organizmus.®*"™
2000 Mechanizmy a faktory, zpUsobujici & podilejici se na migraci &astic z mista vzniku do
periprostetické tkané, jesté nejsou kompletné znamy. Napfiklad otérové Castice mohou byt
transportovany kloubnimi tekutinami pfes meziploSné mezery. Je také pravdépodobné, Ze
pravidelné zmény tlaku kapalin v kloubu, jako i mikropohyby samotného implantatu vznikajici
cyklickym zatizenim napfiklad pfi chdzi, mohou pfispivat k migraci otérovych c¢astic
a nasledné k osteolyze. Na potvrzeni této hypotézy byly vyuzity pocitaové simulace
dynamiky kapalin v prostfedi mezi stehenni kosti a stehennim implantatem s fixaci bez
kostniho cementu. Bylo zjisténo, Ze otéroveé Castice jsou distribuovany po celé délce mezery
mezi stehenni kosti a stehennim implantatem. NejvysSi koncentrace Castic byla na hornim
a dolnim konci této mezery, pfi€emz distribuci umoznovaly spiSe zmény tlaku kapalin uvnitf

této mezery, neZ jeji samotny mikropohyb. Adoust Taylor, Bressloff, 2014)

Nejpodstatnéjsim vlivem otérovych ¢&astic je indukce chronické zanétlivé reakce
v periprostetické tkani, ktera vede k urychleni destrukce periprostetické kostni hmoty
a kinhibici jeji regenerace. Ty nejmensi C&astice jsou rychle rozpustény v kloubnich
tekutinach a velmi éasto se shlukuji se sérovymi proteiny. Castice do velikosti 300 nm
v priimé&ru mohou byt pinocytovany, coZ nevyusti v aktivaci imunitnich bunék. Castice do
velikosti 10 ym mohou byt fagocytovany, coz uz vede k aktivaci imunitnich bunék, ke které
vSak mulze dojit i bez fagocytézy, obzvlast pokud jsou Castice navazany na sérové
proteiny. " etal 2003) Takovéto komplexy proteint a otérovych &astic interaguiji s receptory
vrozené imunity na povrchu vSech bunék, které nasledné spousti signalizaéni kaskadu
zanétu, ktera je dale stimulovana autokrinnimi a parakrinnimi procesy, které jsou dusledkem
uvolnéni prozanétlivych faktorl, stimulaci toll-like receptorl a pfislusnych signalizacnich
kaskad.(Tamaki etal. 2009 palyd jsou v okoli kloubu pFitomny komplexy otérovych &astic
s endotoxiny, zanétliva reakce je je$t& mnohem intenzivngjsi.(Greenfield. Bechtold, 2008) paatiynj
mira vlivu otérovych &astic, endotoxinli, mechanickych sil a ostatnich faktor( na osteolyzu je
kontroverzni, takze nejlepSim feSenim je povaZovat tyto faktory za spoluplsobici a ne za
jednotlivé pﬁéiny.(Aspenberg, van der Vis, 1998)

Specificka biologicka reakce organizmu je zavisla na typu, mnozZstvi a charakteristice
otérovych Castic, jako i na individualni genetické vybavé daného pacienta. Na zvifecich
modelech bylo zjiSténo, Ze biologicka reakce na otérové Castice je i systémova a nikoliv jen

lok&lni.(Goodman,  Gibon,  Yao,  2013) P

stimulaci otérovymi Casticemi bunky zlinie
monocyti/makrofagu, polymorfonuklearni leukocyty, fibroblasty a ostatni bunky zvySuji

transkripci prozanétlivych latek, véetné cytokinl, chemokind, reaktivnich forem kysliku
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a dusiku, prostaglandin, metaloproteinaz, lysozomalnich enzym( a ostatnich mediatorQ
zanéty, (Carelas, Jacobs, 2010) Tytq zangtlivé mediatory jsou pod pfimou transkripéni kontrolou
NF-kB, nuklearniho faktoru interleukinu 6, TNFa a jinych.(Makashima etal., 1999)  Sagtice
z organickych polymert nebo keramiky obvykle vyvolavaji nespecifickou a neimunni reakci,
avSak nékteré Castice a ionty kovl mohou u nékterych pacientl vyvolat benigni pseudotumor
nasledkem lokalni fibrébzy nebo antigen dependentni imunitni reakci typu 1V,
zprostfedkovanou T-lymfocyty, pravdépodobné diky interakci s proteiny v kloubnich
tekutinach, které antigen-prezentujici bufky imunity rozeznaji jako cizi a prezentuji je dal.
Takovato reakce vede k silné bolesti a k znaéné destrukci kostni i periprostetické tkang."V"e"
etal, 2009 Kromé& aktivace vrozené imunity pomoci toll-like receptorti na povrchu bunék,
nékteré typy otérovych Castic (obzvlasté castic kovl) mohou aktivovat i inflamazom
(cytoplazmaticky komplex rozpoznavacich proteind, nucleotide oligomerisation domain
(NOD)-like receptori (NLRs), v némz dochazi k aktivaci zanétu). Tyto Casti se sestavi do
komplexni multimolekularni struktury, ktera se nazyva Nucleotide-binding oligomerisation
domain, leucine-rich repeat and pyrin domain-containing (NLRP). Tato struktura nasledné
aktivuje kaskadu kaspazy 1, coz vede k produkci a aktivaci prozanétlivych faktort z jejich

prekurzord, hlavné IL-1 a |L-18,(Caicedo etal. 2009)

3.4.2 Vliv ostatnich posuzovanych faktor

Mezi dllezité faktory, které maji vliv na periprostetickou osteolyzu, patfi i dlouhodoba
aktivita pacienta.©"° ¢t3- 2013 ykazalo se, Ze mezera vytvofena mezi kosti a implantatem v ni
vsazenym muze fungovat jako membranova pumpa pro C&asticemi nasycené tekutiny
v kloubu, (Alidousti. Taylor, Bressloff, 2011) Niagledné cyklické zmény tlaku mohou vést k odbourani
kostni hmoty, a to hlavné z dutin kolem tlakem namahanych mist.(Fanoren etal.. 2010) gy
kapaliny kolem uvolnéné kyc€elni protézy je zvySeny i bez aktivhiho pohybu pacienta
a dosahuje hodnot 3 az 280 mmHg v zavislosti od pozice.Rebersson etal, 1997 Py provadéni
rlznych mechanickych manévrd, jakymi jsou napfiklad chize nebo vstavani ze Zidle, maze
tlak této kapaliny vzrast az na 155 az 776 mmHg u pacienti s ky&elni nahradou. e et
1983) Bylo také zjisténo, Ze i staly, zvyseny tlak kapaliny na kost mlZe zapticinit zpomaleni
tvorby kostni hmoty a dokonce i jeji odbourani. Wang. zhang. 2010) Naniklad u ortodontickych
pohybtl zubt mohou byt osteoklasty aktivovany uz pfi tlacich 30 az 390 mmHg.(Sat etal. 199)
Vliv na aseptickou osteolyzu ma i pooperaéni zatizeni kosti vlivem umélého kloubu, které je
odlisné od plvodniho zatizeni s fyziologickym kloubem. V kosti vznikaji mista, ktera jsou

zatizena mnohem vétSim nebo mensSim tlakem nez byla plvodné, coz v obou pfipadech
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vede k odbouravani kostni hmoty. Pooperaéni zatiZzeni také vyrazné snizuje mechanickou

stabilitu zaji§ténou fixaci pfi totalni artroplastice.®e" eta- 2007)

3.4.3 Role jednotlivych bunék ucéastnicich se v procesu aseptické

periprostetické osteolyzy

Lokalni biologicka reakce na pfitomnost velkého mnoZstvi otérovych ¢&astic vede
ke zhorSeni stavu lokalni tkané nebo k deregulaci procest v ném, pfi ¢em hraje imunitni
systém kliCovou roli. Makrofagy byly a jsou uz tradiéné ve stfedu zajmu pfi studiu biologie
otérovych Castic. Avdak vysledky vicerych pozorovani rozsifily rozsah biologické odpovédi.
V tkanich ziskanych pfi reviznich operacich umélych kloubt je obvykle nalezeno vicero typu
bunék, které maji svou ulohu v chronické zanétlivé reakci. Mezi témito burikami jsou
nejCastéji bunky zlinie monocytl / makrofagud (makrofagy, obfi bunky ciziho télesa
a osteoklasty), fibroblasty, lymfocyty a buriky tvofici vaskularni struktury. Histologické diikazy
také potvrzuji aktivni remodelaci pfilehlého kostniho IGzka, véetné pfitomnosti
osteoprogenitornich bunék a osteoblastu. Bylo zjisténo, ze mezi periprostetickou tkani
a prilehajici kosti mize nastat i vyrazna aktivni tvorba nové kostni tkané, coz ukazuje, ze
mGze dojit i k reparaci kosti. @2 etal. 199) Tytq nalezy jsou shodné s chronickou zanétlivou
reakci, u které mizeme pozorovat probihajici akutni zanétlivou reakci, destrukci lokalni
tkané, fibrézu a aktivni obnovu. Velice zajimavym zjiSténim je, Ze schopnost fagocytozy
otérovych ¢astic maji i jiné typy bunék nez ty z linie monocytt / makrofagu, v€éetné fibroblastu

a osteoblasty, Fui etal- 2011)

V reakci na otérové Castice, vzajemna signalizace mezi makrofagy, fibroblasty, osteoblasty
a jejich progenitory a ostatnimi bufikami vede k produkci prozanétlivych faktord, které pusobi
autokrinné a parakrinné. Vlivem téchto faktor( se zvySuje diferenciace, maturace a funkce
osteoklastl, coz vede k lokalni destrukci kostni tkané. Nejvyznamnéjsi prozanétlivé faktory
v téchto procesech jsou TNFa, IL-1, IL-6, IL-8, receptor activator of NF-kB ligand (RANKL)
a chemotakticky protein makrofagy 1.Kauman etal. 2008) pogatng studie in vitro, in vivo a studie
na vyoperovanych tkanich dokazaly, ze otérové CcCastice vyvolavaji a stimuluji akutni
a chronicky zanét, jako i naslednou osteolyzu.(™2" ¢t 2008 Nedgvné studie potvrdily, Ze tkané
ziskané z okoli asepticky uvolnénych totalnich endoprotéz vykazuji nerovnovahu v signalni

(Mandelin et.al., 2003)

kaskadé RANKL-RANK, coz favorizuje resorpci kosti.
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3.5. Uloha miRNA pfi aseptické periprostetické

osteolyze

Hlavnim znakem osteolyzy je ubytek kostni tkané predevSim c&innosti osteoklastu.
Osteoklastogeneze je regulovana vicerymi faktory, kterymi jsou napfiklad cytokiny, faktory

g, (ngham etal. 2000} v/icerg studie potvrdily, Ze signalni

mikroprostfedi a infiltrace monocyt
kaskada RANKL-RANK ma kliovou roli pfi diferenciaci osteoklastl z aktivovanych monocytl
| makrofaga. e 4! 2009 Aysak detaily regulaénich mechanizmii signalni drahy RANKL dosud
nebyly dostate¢né prozkoumany. Pfi nedavném vyzkumu osteoklastogeneze bylo zjisténo,
Ze v signalni draze RANKL-RANK mohou mikroRNA slouzit jako dulezité regulatory pfi
diferenciaci osteoklastd. Ukazalo se, Ze mikroRNA-21 (miR-21) podporuje diferenciaci
prostfednictvim zvySeni transkripce transkripéniho faktoru c-fos/AP-1, ktery ovliviuje geny
souvisejici s procesem osteoklastogeneze. @ b Cheng. 2012) Tatq Ziisténi nasvédéuji, Zze miR-
21 mlze byt vyuzita jako terapeuticky cil pro onemocnéni spojené s osteolyzou, véetné
aseptické periprostetické osteolyzy.(Suoatan Vacher, Hiuska, 2011) N3 7aklad& soudasnych poznatkd,
je velice pravdépodobné, zZe v procesu osteolyzy muze byt zapojeno kromé miR-21 i mnoho
dalSich typd miRNA. Vyzkum v dané oblasti je teprve v pocatcich a k pochopeni celkového
obrazu vlivu miRNA na periprostetickou osteolyzu bude potfeba jesté mnoho studii, ke

kterym by tato prace mohla pfispét.

3.5.1 Struktura a funkce miRNA

MikroRNA jsou malé, nekédujici molekuly RNA a jejich nejCastéji se vyskytujici délka je
22 nukleotid, ¢ Ohashi 2014 axkoli byly objeveny miRNA o délkach od 21 do 25
nukleotid(. " €@ 2099 Nachazeji se v burikach rostlin, Zivogichi a nékterych virtl, kde maji
vliv na transkripéni a post-transkrip&ni regulaci genové exprese.(cem Raiewsky. 2007 \iRNA jsou
kédovany eukaryotickou DNA u rostlin a zZivo€ichl a viralni DNA u nékterych DNA virQ.
Funkce miRNA v regulaci genové exprese spociva v nekovalentni vazbé na komplementarni
sekvence mediatorové RNA (mRNA) na zakladé komplementarity bazi. Vysledkem je
umlCeni téchto mRNA, protoZze uz nemohou byt dale vyuzity v syntéze proteini. Takovéto
dvouvlaknové RNA (dsRNA) jsou Casto aktivné Stépeny pomoci endonukleaz
v cytosoly,Kusenda etal, 2009) v/ jigském genomu je ke dni 9.4.2014 evidovano 2578 aktivnich

miRNA molekul a 1872 miRNA prekurzor(®rowse mRBase by species; Griffiths-Jones, 2004) -y skytuji se
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v nezanedbatelnych poctech ve vétSiné typu bunék lidského téla a predpoklada se, Ze u lidi
mohou mIiRNA ovliviiovat expresi az u vic nez 60% gend kodujicich proteiny. (Friedman etal. 2008)
Soubor vSech exprimovanych molekul miRNA v jisttm souboru bunék, jisté tkani Ci
organizmu v urCitém Case za urcCitych podminek se nazyva mikroRNom.

U eukaryot jsou miRNA velmi dobfe evoluéné konzervovany a ma se za to, Ze jsou zZivotné
ddleZitou a fylogeneticky starou komponentou regulace genové exprese.te® Risom. Strauss, 2007)
Zatimco hlavni slozky miRNA regulacni drahy jsou stejné u rostlin i zivoCich(l, zda se, ze se
soubory miRNA u téchto dvou FiSi vyvijely osobitngé, spolu s odliSnym modelem

funkce (Shabalina, Koonin, 2008) ZiVO

Cisné miRNA jsou obvykle komplementarni k sekvenci v 3' UTR,
kdezto rostlinné miRNA jsou obvykle komplementarni k exonam."a" et 2009 Rastlinné
mMiRNA jsou obvykle dokonale nebo témér dokonale komplementarni k jejich cilovym mRNA
a vyvolavaji represi genové exprese skrz degradaci mRNA molekul.(e: Hannen. 2009) Ziyo&igng
MiRNA maiji ¢asto jen CasteCnou komplementaritu k cilovym mRNA, jsou ale schopny
rozeznat jejich cilové mRNA molekuly pouze na zakladé 6-8 nukleotidu v pozicich 2-7 na
jejich 5 konci (tzv. ,seed region®).t-evs etal. 2003) Komplementarita v seed regionu ovéem musi

I'(Maziere, Enright, 2007)

byt absolutn Casteéna komplementarita obvykle neaktivuje rychlou

degradaci mRNA molekul, ale inhibuje translaci proteint “V"ams: 2008 3 mgze i urychlit jeji
u zivocichu umoznuje kombinatorickou regulaci, kde jedna molekula miRNA muze mit vicero
spolu nesouvisicich mRNA cili a exprese jedné molekuly mRNA muzZe byt regulovana
vicerymi spolu nesouvisejicimi molekulami miRNA, Kk eta- 2009 Byl Ziigt&no, e mMIRNA
muze mit ojedinéle vliv i na modifikaci histonl a DNA metylaci promoter(, coz také ovlivni
genovou expresi cilovych gen(y.Hawkins. Morfis, 2008) 1y oyigknova RNA mize také aktivovat
genovou expresi mechanizmem nazvanym ,Small RNA-induced gene activation® (RNAa),
kdy ma dsRNA funkci promoteru.ae etal 2008) |ntargkce mezi miRNA a komplementarnimi
sekvencemi genu a také pseudogenu, které sdileji homologni sekvence, jsou povazovany za
zpétny kanal komunikace regulujici miry exprese mezi paralognimi geny. Tyto miRNA, které
se vazi na ,miRNA response elements“ v genech a pseudogenech, byly pojmenovany jako

Kompetitivni endogenni RNA (ceRNA) a jsou dalSim vysvétlenim pro perzistenci nekddujici
DNA.(SaImena et.al., 2011)

3.5.2 Biogeneze miRNA

Molekuly miRNA jsou produkovany z jejich vlastnich gend nebo z intrond jinych gena.

VétSina nalezenych miRNA genu je z intergennich oblasti nebo jsou orientovany zrcadlové
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(antisense) k sousednim genim, tudiZ jsou povazovany za samostatné se transkribujici
jednotky, (-agos-Quintana etal. 2001) \/ hatarych pripadech jsou ale miRNA transkribovany spolu
s cilovym genem. Tento mechanizmus zajidtuje spfaZenou regulaci miRNA i protein-
kédujiciho genu. ™2 etal- 2012) vsjceré studie odhalily, Ze az 40% vSech znamych miRNA mize
byt kédovano v intronech proteiny kédujicich i nekddujicich gend a dokonce i v exonech
nekodujicich neproteinovych transkriptd. Tyto miRNA jsou ve vétSiné pfipadd na kodujicim
vlakné a tedy vétSinou regulovany spolu s geny, v nichZ jsou kédovany. (Redriguez etal. 2004)
Ostatni miRNA geny maji typicky promoter. Zhruba 42-48% vSech miRNA pochazi
z polycistronickych jednotek, které obsahuji vicero oddélenych sluéek, ve kterych jsou
koédovany aktivni miRNA Atvia etal 2009 70 ha 6% vEech znamych lidskych molekul miRNA
vykazuje RNA editaci (tvorba IsomiR{), specifickou modifikaci RNA sekvenci za ucéelem
vytvofeni odliSnych produktll z puvodni sekvence DNA. RNA editace zvySuje diverzitu

a dosah miRNA regulace za moznosti genomu.

3.5.2.1 Transkripce miRNA

Geny miRNA jsou obvykle transkribovany RNA polymerazou [1.4" ¢ta\- 20070 polymeraza |
se Casto vaze na promoter, ktery se nachazi blizko DNA sekvence kodujici budouci
vlasenkova smycka pre-miRNA. Vysledny transkript je opatfen na 5 konci specificky
modifikovanym nukleotidem, polyadenylovan na 3’ konci a nasledné sestfihan (splicing).
Zivogisné miRNA jsou nejprve transkribovany jako &ast jednoho ramena pfiblizné 80
nukleotidi dlouhé kmenové smyCky (pre-miRNA), ktera tvofi ¢ast nékolika set nukleotidl
dlouhého miRNA prekurzoru nazyvaného ,primary miRNA® (pri-miRNA). Pokud se kmenova
smy¢ka nachazi v useku 3° UTR, transkript mize slouzit jako pFi-miRNA i jako mRNA. €@
Hagedorn, Cullen, 2004) N&které miRNA mohou byt transkribovany i RNA polymerazou llI, obzvlasté
ty, které jsou spojeny se sekvencemi Alu elementd, transferové RNA a promotert savcich

) (Faller, Guo, 2008)

Siroce rozptylenych repetici (MWIR

3.5.2.2 Procesy biogeneze miRNA v jadre

Soucasné studie uvadéji, ze jedna molekula pri-miRNA muze obsahovat jeden az Sest
molekul pre-miRNA. Kazda pre-miRNA sousedi se sekvenci potiebnou pro jeji spravné
zpracovani. Dvouvlaknova RNA struktura viasenkové smyCky v molekule pri-miRNA je
rozeznana jadernym proteinem znamym jako ,DiGeorge Syndrome Critical Region 8°
(DGCRS, ,Pasha“ u bezobratlych). DGCRS8 se sdruzuje s RNA endonukleazou ,Drosha“, ¢im

vytvofi komplex ,Mikroprocesor*, (¢rego: Chendrimada, Shiekhatar, 2006) \/ tomto komplexu orientuje
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DGCRS8 katalytickou RNazovou doménu enzymu Drosha tak, aby uvolnila viasenkové
smycky z pri-miRNA pfiblizné 11 nukleotidi od zakladny. Vysledny produkt ma
dvounukleotidovy pfevis na 3’ konci, ktery je zakonCen hydroxylovou skupinou. Na %' je
fosfatova skupina. Ty molekuly pre-miRNA, které jsou vystfizeny pfimo z intront bez ucasti
komplexu Mikroprocesor, jsou znamy jako ,Mirtrony* a byly nalezeny i u savca. ®erezkov etal.
2007 Molekuly pre-miRNA jsou z intront ziskany linearizaci pomoci ,odvétvovaciho enzymu*
(Debranching enzyme).™ etal. 2000 Bylg Zjigténo, Ze az 16% molekul pre-miRNA muize byt
editovano mechanizmem jaderné RNA editace. V™" ¢ta!- 2009 gt die odhalily, Ze nejéastgji se
vyskytujici Upravou RNA u zZivocichll je zaména adeninu za inosin, kterou katalyzuji enzymy
znédmé jako ,Adenosinové deaminazy pusobici na RNA* (ADAR).(Panecek etal. 2012) pNA editace
mulze zastavit Upravu molekul pre-miRNA v jadife a pozménit nasledné procesy véetné
upravy miRNA v cytoplazmé &i jejich specificity k miRNA ciliim (napfiklad zménou nukleotidu

v Seed regionu).(Kawahara et.al., 2008)

3.5.2.3 Export z jadra

Molekuly pre-miRNA jsou exportovany zjadra do cytoplazmy za uUcasti transportéru
Exportin-5. Tento protein z rodiny karyoferin(l rozeznava dvounukleotidovy pfevis na 3' konci
pre-miRNA. Transport do cytoplazmy je energeticky zavisly na hydrolyze GTP, ktery se vaze

na Ran protein,Murehison. Hannon, 2004)

3.5.2.4 Procesy v cytoplazmé

Po exportu z jadra jsou molekuly pre-miRNA §tépeny Dicerem, enzymem z rodiny RNaz
[ll. Tato endoribonukleaza interaguje s 3' koncem molekuly pre-miRNA a odstépi slucku,
ktera propojovala 3' a 5' konce za vytvoreni nedokonéeného miRNA:miRNA* duplexu, ktery
je nejcastégji 22 nukleotidl dlouhy. Celkova délka a velikost smycky pre-miRNA molekuly
ovliviiuji efektivitu zpracovani Dicerem, na kterou ma vliv i nedokonalé parovani na zakladé
komplementarity nedokoneného duplexu miRNA:miRNA*. Ackoli obé& vldkna duplexu
mohou potencionalné fungovat jako miRNA, obvykle je jen jedno viakno inkorporovano do
RNA-indukovaného umlCovaciho komplexu (RISC), v kterém miRNA a cilovda mRNA

interagujl' (Lund, Dahlberg, 2006)

Celkovy pFehled biogeneze miRNA zgenu &i intronu az po aktivni komplex mi-RNA

s proteiny (mi-RNP) je uveden na obrazku (Obr. 1).
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Obr. 1: Celkovy pfehled biogeneze miRNA z genu ¢&i intronu az po aktivni komplex mi-RNA

s proteiny (mi-RNP). ©Daniel Ramskold.

3.5.3 Znamé miRNA uplatiujici se v patogenezi kloubt

Nedavny vyzkum prokazal, ze viceré mikroRNA mohou mit vliv na patogenezi kloubd,
hlavné prostfednictvim vlivu na autoimunitni i fyziologickou imunitni reakci. Bylo napfiklad
prokazano, ze snizena exprese miR-146a a miR-155 v T-regulaénich lymfocytech v dusledku

stimulace T-lymfocytl je spojena srevmatoidni artritidou. T-regulaéni lymfocyty byly
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nalezeny v prozanétlivém fenotypu v dusledku zvySené exprese a aktivaci Signalniho
PfenaSeCe a Aktivatora Transkripce 1 (STAT1), kterého mRNA je pfimym cilem miR-146a.
Na zakladé téchto vysledki se mozno domnivat, ze miR-146a se podili na prozanétlivém
fenotypu T-regulaénich lymfocyttl a zG&astfiuje se patogeneze revmatoidni artritidy. " ¢+@-
2019) Jiné nedavné studie poskytli dal$i dikazy, Ze i deregulace jinych miRNA mlze mit vliv
na patogenezi a zanét kloubu. U pacientd s revmatoidni artritidou byly v porovnani se
zdravymi kontrolami zjistény deregulované exprese téchto kandidatnich miRNA: miR-21,
mMiR-25, MmiR-95, miR-124a, miR-146a a miR186. Také byly zjistény vyrazné zvySené hladiny
prozanétlivych cytokind, jakymi jsou IL-6, IL-12, IL-17 a IL-21, pfiemz exprese téchto
cytokinG byly pozitivné (napfiklad miR-21) i negativné (napfiklad miR-.146a) korelovany
s expresi kandidatnich mikroRNA.(S"9h Hahn. Hossain, 2013) v/ qa18i studii bylo u revmatoidnich
pacientu zjisténo vyznamné zvySeni exprese miR-155 u vicerych typld bunék vcetné
fibroblastim podobnych synovicytl po jejich stimulaci pomoci TNF-a, IL-1B,
lipopolysacharidy a bakterialnimi lipoproteiny.St2neak etal. 2008) By|q také prokazano na mysim
modelu, ze nepfitomnost miR-155 zabranila vytvofeni autoreaktivnich B a T-lymfocytu
u kolagenem vyvolané artritidy a mySi modely vykazovaly vyrazné snizenou lokalni destrukci

Blumi etal. 2011) Agkoli zatim nebyla funkce

kosti prostfednictvim snizené generace osteoklastd.'
miR-155 v patogenezi kloubll detailné prozkoumana, bylo prokazano, ze miR-155 ma
kritickou funkci pfi regulaci imunitni odpovédi v tkanich kloubu a maze hrat roli i pfi dalSich
kloubnich zanétlivych onemocnénich. Kromé& miR-155 a vySe zminénych miRNA byly
prozkoumany i dalsi vybrané kandidatni miRNA, které se mohou uplatfiovat v patogenezi
kloubl: miR-15a, miR-16, miR-19a/19b, miR-23b, miR-29, miR-34a*, miR-127, miR-132,
MiR-203, MiR-221/222, miR-223, miR-323-3p, miR-346 a miR-499. V této studii byl zkouman
i vztah mezi mikroRNA regulaci a regulaci pomoci DNA metylace. Bylo zjisténo, Ze
v patogenezi revmatoidni artritidy se uplatfiuje i regulace pomoci DNA metylace a byl
odhalen vztah mezi miR-152 a DNMT1, coz naznacuje moznost propojeni mezi témito
regulaénimi mechanizmy, a to nejen v patogenezi kloubd.™2° €t3- 2013 v/jiy na patogenezi
kloubl mohou mit i ty miRNA, které se uplatiiuji pfi stimulaci funkce osteoklastl, jakymi jsou
napriklad miR-204, miR-211, nebo miR-379 a také ty miRNA, které se vSeobecné uplatiuji
v patologickych i fyziologickych imunitnich reakcich, jakymi jsou napfiklad miR-10, miR-17-
5p, miR-20a, miR-34a, miR-98, miR-106a, miR-125a, miR-126, miR-140, miR-142-3p, miR-
148a/b, miR-150a, miR-196a a miR-326.(Tomankova etal, 2011) y/7hledem k témto zjisténim je
mozno pfedpokladat, Ze v patogenezi kloubl se uplatfiuji i jiné miRNA, kterych vliv zatim

nebyl objeven a popsan.
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3.6. Sekvenovani dalsi generace (NGS)

Vysoka poptavka po nizkonakladovém sekvenovani byla hlavni motivaci pro vyvoj
vysoce vykonnych technologii sekvenovani dalSi generace, které umoznily paralelizaci
procesu sekvenovani a jsou schopny Cist tisice az miliony sekvenci najednou. Ackoli
prilomové, Sangerovo sekvenovani je omezeno mnoha limitacemi ve vykonu, rozsahu,
rychlosti i rozliSeni, které vyplyvaji z jeho podstaty. Za ucelem prekonani téchto bariér bylo
nutno vyvinout zcela nové technologie, které vyuzivaji principialné odlisné pristupy
k sekvenovani. Tyto technologie byly proto pojmenovany Next Generation Sequencing —
sekvenovani dalSi generace. Diky svym vlastnostem umoznily poCetné pfelomové objevy
a stali u zrodu revoluce na poli genomické védy.*@" 297 Uz pét let od predstaveni NGS
technologii se vyrazné zménil zpusob, jakym védci ziskavaji informace o genetické informaci
z biologickych systému. Metody NGS se rychle ujaly v mnoha laboratofich po celém svété,
protoze NGS technologie umozniuji témér neomezené proniknuti do genomd, transkriptoma
¢i epigenom jakéhokoliv druhu. Tato vyhoda podnitila mnoho védeckych pokrok( v mnoha

oblastech, od vyzkumu lidskych chorob aZ po polnohospodarské a evoluéni védy. huren- 2006)

3.6.1 NGS jako univerzalni biologicky nastroj

Vykonna a flexibilni povaha NGS se uplatnila v mnoha oblastech vyzkumu a NGS se stal
kliCovym a nepostradatelnym nastrojem v biologickém vyzkumu. Se schopnosti analyzovat
genetickou architekturu jakékoliv biologické jednotky, védecka komunita zacala vyuzivat tuto
technologii pro vyvoj Sirokého spektra aplikaci, které vyrazné zménily dizajn novych studii,
prekonavaji hranice minulé védy a dovoluji nam ziskat v minulosti nedosaZitelné

informace (Gullapalli et.al., 2012)

Platformy NGS mozno vyuzit pro Sirokou skalu aplikaci, které dovoluji védcim klast virtualné
jakékoliv otazky ohledné genomd(, transkriptoml a epigenomu jakéhokoliv organizmu.
Celkovy vysledek sekvencéniho experimentu je do velké miry uréen zplsobem, jakym jsou
pfipraveny knihovny a jakym jsou nasledné zpracovany sekvenaéni data, samotny proces
sekvenovani je v podstaté neménny. Na trhu je mnoho kitli pro standardni pfipravu knihoven
od mnoha vyrobcl, ktefi nabizeji postupy pro sekvenovani celych genomd, cilovych region(
(naptiklad celkovych exom), specifickych regiont DNA, protein-vazajicich regiond, analyzu

genové exprese Ci exprese miRNA. Pro dosazeni specifickych cild vyzkumu, mnoho védci
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vyvinulo nové protokoly pro izolaci specifickych regiont v genomu, které jsou spojeny s jistou

bIO|OgICkOU funkCI’.(Fiorentino et.al., 2014)

Digitalni podpora NGS sekvenovani umoziuje prakticky neomezeny dynamicky rozsah
a poskytuje velmi vysokou citlivost pro kvantifikacni aplikace, jakou je napfiklad analyza
genové exprese. Vyuzitim NGS mohou védci kvantifikovat RNA aktivitu s mnohem vétSim
rozliSenim, nez umoznuji tradicni metody zaloZzené na mikroCipech. Dostate¢né vysoké
rozliSeni je dllezité pro zachyceni nepatrnych zmén v genové expresi, spojenych
s biologickymi procesy. Zatimco na mikroCipech muze byt zméfena kontinualni zména
intenzity signalu v ramci omezeného rozsahu od horni hladiny Sumu po maximalni nasyceni,
NGS kvantifikace je diskrétni, zaznamenavajici pocet Cteni. Se zvySujicim ¢i snizujicim se

poCtem ¢teni, védci mohou vyladit senzitivitu experimentu s ohledem na cile jejich
studie (Kawaji et.al., 2014)

3.6.1.1 Limitace NGS

Zvyseny vykon NGS reakci jde na ukor délky &teni, jako mozno postiehnout u vétsiny
dostupnych sekvenacnich platforem, které nabizeji kratS§i pramérnou délku &teni (30-400
bazi) nez je mozna u metod vyuZivajicich Sangerovo sekvenovani (500-1000 bazi).te"
Frediake, Barron, 2008) Ngkolik platforem sekvenovani treti generace sice slibuje mnohem delsi
Cteni, av8ak tyto platformy jedté nejsou dostupné a potfebuji doladit, jak bylo

zm Irnéno_(Thompson, Milos, 2011)

KratSi délka &teni zplsobuje omezeni typl moznych experimentd, které mohou byt
provedeny pomoci NGS metod. Napfiklad, je sloZité sestavit genom de novo za pouziti
kratkych fragmenttl o velikostech do 400 bazi.Navaraian. Pop. 2010) protg se vétsina aplikaci téchto
technologii zaméfuje na porovnavani hustoty a poctu kratSich sekvenci k existujicimu
referen¢nimu genomu, coz se nékdy oznacuje jako ,genome resequencing“. Nevyhodou je
i to, Ze kratké délky Cteni se nemusi pfifadit k referenénimu genomu unikatné a viceré
regiony rGznych genomu jsou proto nezmapovatelné témto typem experimentu. Pfirazovani
kratkych useku sekvence kreferenénimu genomu muze byt obtizné i v pfipadech
vyraznéjSich rozdild mezi referenénim a sekvenovanym genomem, napfiklad vlivem
strukturnich variaci (inzerce, delece, translokace, inverze, atd.).(Nelsen etal. 201D g tamjto
zalezitostmi se zapasi vyuzitim delSich ¢teni nebo vyuzitim paired-end / mate-pair pfistupu.
Vzhledem na prozatimni nedostateCnou vyspélost NGS platforem tfeti generace, témér
vSechna resekvenovani lidského genomu, které byly provedeny, spoléhali na pfistupy
paired-end a mate-pair u platforem druhé generace. Paired-end sekvenovani je technicky

mnohem snadnéjSi nez mate-pair a vyZzaduje méné DNA vzorku, coz z tohoto pfistupu déla
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viceméné standard pro resekvenovani lidskych genomu. Ackoli nakladnéjsi a technicky

kilobazi) nez paired-end pfistup (300 az 500 bazi), jsou proto vhodnéjsi pro mapovani velmi

rozlehlych strukturnich zmén, ards. 2011

3.6.2 Workflow

Protokoly pro pfipravu vzorku pro NGS jsou vSeobecné vzato rychlejsi a pfiméjsi nez ty

vyuzivané pro Sangerovo sekvenovani.®9Pye®: NEBNex®)

Zakladni postup u NGS experimentl se da rozdélit do 4 fazi:

1) lzolace vzorku z biologického materialu
2) Priprava templatd (knihoven), vétSinou pomoci kit
3) Sekvenovani a detekce

4) Analyza dat (bioinformatika)

Pro rychlou ilustraci procesu sekvenovani pomoci NGS, pfedstavte si vzorek genomické
DNA (gDNA). Tato gDNA je nejprve enzymaticky nebo mechanicky rozfragmentovana
a nasledné je ztéchto fragmentd za pomoci urcitého kitu vytvofena knihovna malych
segmentt za vyuziti PCR a specifickych primer(, které umoznuji provést sekvenacni
biochemii. Tyto segmenty mohou byt v kazdém vzorku oznaceny jinym specifickym primerem
liSicim se v nukleotidové sekvenci, coz umozni jejich nasledné smichani (pooling)
a osekvenovani v jednom béhu. Knihovny jsou dale obvykle namnozeny rliznymi podobami
PCR, které se li8§i mezi jednotlivymi platformami a nasledné osekvenovany. Nové
identifikované fady bazi jsou softwarové upraveny a poskladany de novo nebo za vyuziti
referenéniho genomu, pokud je k dispozici. Kompletni sada sefazenych d&teni odhali

celkovou sekvenci ptivodniho vzorku gDNA (Sertetal. 2011)

3.6.2.1 Priprava knihoven

VSeobecné vzato, poCatecni material pro vS8echny NGS experimenty je dvouvlaknova
DNA. Jeji pldvod muze byt ale rdzny (genomickd DNA, komplementarni DNA,
imunoprecipitovana DNA, atd.). VSechen pocCatecCni material musi byt pfeveden na templaty
sekvenacni reakce (sekvenacni knihovnu), coz vyZaduje obvyklé kroky fragmentace, selekce
podle délky a ligace adapterd.t™assen 2010 Fragmentace a selekce podle délky slouzi na

zkraceni molekul DNA ve vzorku na sekvenovatelné fragmenty, kterych délka zavisi od
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pozadavkl kazdé konkrétni sekvenacni platformy. Fragmentace muze byt provedena
nahodnym enzymatickym Stépenim nebo mechanicky pomoci sonifikace nebo
nebulizace. ™™ etal 2010 praces ligace adapterll pfida ke konclim templatd syntetické
molekuly DNA, které jsou specifické pro kazdou platformu. Adaptery slouzi jako primery pro
naslednou amplifikaci a/nebo sekvenacni reakce. V idealnim pfipadé by vySe popsané kroky
vytvofily nezkreslenou sekvenacni knihovnu, ktera presné reprezentuje DNA populaci
vzorku. V zavislosti na pouzité NGS technologii, knihovna je osekvenovana pfimo
(jednomolekularni templaty) nebo nejdfive amplifikovana a az poté osekvenovana (klonalné
amplifikované templaty). Vytvareni knihovny slouzi i k prostorovému oddéleni a imobilizaci
populaci DNA fragmentd pro sekvenovani, typicky navazanim na pevné povrchy nebo
kulicky, coz dovoli naslednou paralelni sekvenacni reakci u kazdého, prostorové

vymezeného templétu.(Natrajan, Reis-Filho, 2011)

3.6.2.2 Klonalni amplifikace versus jednomolekularni templaty

VétSina sekvencnich platforem neni schopna zaznamenavat reakce jednotlivych molekul,
je proto potfebné pfed sekvenovanim templat amplifikovat za Gcelem zvySeni intenzity
signalu pfi pridani nukleotidu.™ds 2011 gtrategie amplifikace se li§i mezi platformami.
Obvykle je zahrnut néjaky typ PCR, nejCastéji emulzni nebo mistkova PCR. Je dulezité brat
ohled na fakt, Ze jakakoli metoda amplifikace muze do experimentu vnést sekvenacni chyby,
protoze DNA polymerizacni &i ligaCni enzymy nejsou 100% pFesné. Jesté horsi situace je
u sekvenovani cDNA, protoze amplifikacnimu kroku pfedchazi jeji syntéza za vyuziti enzymu
reverzni transkriptazy, ktera nema kontrolni podjednotku a jeji chybovost je o nékolik fadu
vy$8i nez chybovost DNA polymerazy. Zamény nukleotidl zpisobeny enzymy jsou na prvni
pohled nerozeznatelné od SNP (single nucleotide polymorphism) v DNA. Mezker. 2009 g tegny
SNP muze byt rozeznan na zakladé opakovaného vyskytu stejné zamény ve vicerych
Ctenich, kdezto chyba zpusobena enzymem je nahodna. Amplifikaéni kroky také snizuji
detekci celého dynamického rozptylu sekvenci, protoZze sekvence s nizkou koncentraci
nemusi byt vibec amplifikovany a tak vyfazeny ze sekvenaéniho kroku. Sekvenovani
jednomolekularniho templatu vibec amplifikacni krok nepotifebuje a také vyzaduje mnohem
mensi mnozstvi podateéniho materialu.t*a" @ 2019 Schopnost osekvenovat extrémné malé
mnozstvi DNA bez nutnosti pfedchozi manipulace sni poskytuje metodam
jednomolekularnino sekvenovani vyhodu vétSiho dynamického rozsahu a detekce, vCetné
moznosti osekvenovat DNA z jediné buriky.(T2" ¢+a-- 2099 v/ soygasnosti jsou jednomolekularni
platformy jesté jen na zacatku vstupu na trh, aviak navzdory slibdm ohledné zlepSeni kvality

signalu a rozSifeni typu produkovanych dat, dostupnost téchto platforem je limitovana
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a postupy pro naslednou analyzu dat jsou mnohem méné rozvinuté nez u platforem
vyuZivajicich klonalni amplifikaci. Pfijejich sou€asné technologické udrovni jsou vyhody
jednomolekularnich platforem Casto nejisté, tyto platformy byly vS8ak oznaleny za ,Treti
generaci“ sekvenacnich technologii, coZ odrazi jejich obrovsky potencial, pokud budou jejich

nedostatky minimalizovény.(Shadt' Turner, Kasarskis, 2010)

3.6.2.3 Sekvenacni reakce

Kazda sekvenacni platforma vyuziva soubor jistych opakujicich se chemickych reakci,
které jsou provadény a detekovany automaticky. Reakce obvykle vyuzivaji néjaky druh
prutokové cely nebo C&ipu, které umoznuji standardizované pfidavani a detekci nukleotidd,
promyvani €i vymyvani reagencii a opakovani tohoto cyklickeého procesu. Ackoliv se vSechny
sekvenacni platformy liSi ve své vlastni vyuzité chemii, vyuziti DNA polymerazy nebo DNA
ligazy je velice bézny jev, proto byla tato strategie nazvana ,Sequencing by synthesis” (SBS)

a oznaduiji se tak vechny metody, které vyuzivaji néktery z téchto enzym. Fuler etak. 2009)

Urcovani sekvence ve stylu postupného ¢&teni nukleotidu za nukleotidem, vyuzivaného NGS,
prekonava omezeni dané pozadavkem na samostatnou separaci a detekci, potfebnych pro
sekvenacni metody prvni generace, coz o nékolik fadl zlepsilo vykon sekvenacnich reakci.
Takoveéto zlepSeni vykonu umoznilo snizit cenu za osekvenovani 1 milionu bazi vic nez
100000 a v nasledujicich letech se otekava jesté jeji dalsi snizovani.-2"" 201 Razantni
snizeni nakladd v sekvenacnich technologiich umoznilo jejich rychlé rozsSifeni a cetné

pouzivani v riznych aplikacich.

Vzhledem na citlivost sekvenacni reakce na rovhomérné zastoupeni A:T a C:G parQ bazi
v sekvenované DNA u vicerych platforem (roztoky nukleotidi jsou pfivadény v ekvimolarnim
mnozstvi; pfi nerovhomérném zastoupeni A:T a C:G parl bazi hrozi zvySeni chybovosti
sekvenacni reakce na zakladé koncentralniho gradientu), byla uvedena do praxe PhiX
kontrola. PhiX kontrola slouzi jako pozitivni kontrola pro kalibraci pfi sekvenovani knihoven
s nevyvazenym pomérem A:T a C:G parl bazi ¢i knihoven s nizkou diverzitou. PhiX kontrola
jsou knihovny pfipraveny z genomu bakteriofaga ®X174, kterého genom byl osekvenovan
jako prvni z DNA genomu a mohou byt pfidany pfimo do jinych knihoven pfed amplifikaci
a generaci klastrd. Genom ®X174 je maly, mnohokrat osekvenovany a ma vyvazeny pomeér
AT a C:G pard bazi, ¢im pomaha vyvazovat jejich nerovnomérné zastoupeni

v sekvenovanych knihovnach. (Saneer etak, 1977)
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3.6.2.4 Single read, paired-end read a mate-pair end sekvenovani

Typicky jsou NGS metodami molekuly DNA v knihovné osekvenovany pouze z jednoho
konce (single end read), pfi kterém je smér ¢teni fragmentd nahodny. V zavislosti na
pouzitém protokolu pro pfipravu knihoven a pro dany sekvenator, pfima a zpétna dteni
mohou byt sparovana za uc¢elem zmapovani obou koncu linearnich DNA fragment( (paired-
end sequencing) nebo obou koncl dfive cirkularizovanych DNA fragmentl (,mate-pair
sequencing). Vybér konkrétniho typu C&teni zavisi na klinické aplikaci a planu studie. Je
dllezité zminit, Ze oba pFistupy parovych &teni sekvenuji jednom od konct linearnich DNA
fragmentl upravenych do sekvenacénich knihoven a proto neposkytuji informace o sekvenci
ve stfedu delSich DNA fragment(. Nazorna ukazka rozdild mezi single read a paired end

pristupem je na obrazku (Obr. 2).

A Single-end sequencing
o TR
T el 5 — - o

Image adapted from Zhernakova, et al., PLoS Genet. 2013 June; 9(6): e1003594.

Obr. 2: Rozdily mezi single read a paired end sekvenovanim.

3.6.2.5 Analyza dat

Paradoxné, jedna z hlavnich nevyhod NGS je souCasné také jeji nejvétsi prednosti —
generovani obrovskych objem( dat. NGS reakce generuji obrovské datasety o sekvencich
v intervalu od miliond po miliardy bazi, kterych interpretace neni trivialni zaleZitosti, Naraan Reis-
Filho. 2011) Kromé& toho, rozsah a vlastnosti produkovanych dat kladou zna&né pozadavky na

informacni technologie vyuZivané ve vSech fazich sekvenovani, v€etné sledovani dat,

31



Uschovy a kontroly kvality.oP: Salzbers. 2008) Tytq schopnosti rozsahlého sbéru dat se
v soucCasnosti zdvojnasobuji jako omezeni, protoZe posouvaji kritické misto v genomickém
vyzkumu od ziskavani dat k jejich analyze a interpretaci.(""®so" 2099 NGS stroje generuji
ohromné kvanta dat tak rychlym tempem, Ze ponuka nestaci vyhovét pozadavkim na nové
analytické pfistupy schopné efektivné zpracovavat NGS datasety. Analyza dat je kriticky
Clanek jakéhokoliv NGS projektu a je velmi ovlivnéna konkrétnimi cilemi studie a typem
projektu. Uvodni analyza nebo také volani bazi (base calling) je typicky provadéna pomoci
vlastniho software sekvenacéni platformy. Po ni jsou sekvenaéni data upraveny procesem
nazvanym ,trimming®, pfi kterém se ,ofezou“ od sekvence vzorku osekvenované adaptery,
primery ¢i indexy. Tento krok je dulezity pro UspéSné provedeni dalSiho kroku — pfirazeni
sekvenci k referenénimu genomu nebo poskladani genomu de novo. Pfirazeni sekvenci
k referenénimu genomu a jejich nasledné sefazeni je aktivni oblast vypocéetniho vyzkumu, pfi
kterém jsou rychle vyvijeny nové metody.Feek Bimey. 2009 pg tomto kroku je potfeba data
analyzovat vzhledem na specifické cile experimentu. ™2 Wang. 2011 Medvedev, Stanciu, Brudno, 2009)
Zajimavou informaci miize byt, ze celkové NGS sekvenovani, ale hlavné analyza dat probiha
v témér komunitnim duchu, pfi které jednotlivé védecké tymy navzajem nezistné spolupracuji
a navzajem si pomahaji nejen pfi feSeni problémd. Ackoli jsou na trhu mnohé komer¢éni,
uzivatelsky pfivétivé programy pro zpracovani sekvenacnich dat, masivné se uplatriuji open
source programy V ruznych programovacich jazycich, které jsou upravovany jednotlivymi

bioinformatickymi skupinami dle aktualni potfeby. !0t enterprises, 2014)

3.6.3 Princip

VSeobecné je zakladni koncept NGS technologii podobny kapilarni elektroforéze, kde
jsou jednotlivé baze malych fragmentd DNA postupné identifikovany ze signall, které
vyvolava jejich postupna syntéza pomoci komplementarniho vlakna. NGS rozSifuje tento
proces na miliony reakci na mnoha DNA fragmentech v masivné paralelnim stylu. Zatimco
u Sangerova sekvenovani syntéza a detekce byly dvé oddélené procedury, u NGS jsou tyto
dvé procedury spojené do jednoho kroku. Tento pokrok umoznuje rychlé sekvenovani
dlouhych Usekd DNA, coz pfi pouziti nejmodernéjSich pfistroju a sekvenéni chemie dovoluje

osekvenovat cely genom v jediném sekvena&nim béhu. Mards 2008

Konkrétni principy NGS, jako i jejich silné stranky a limitace se liSi podle konkrétni

plathI’my.(Li“ etal., 2012)

V soucasnosti je vSeobecné znamych 7 platforem:
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1) lllumina — Sequencing by Synthesis

2) Roche 454 Pyrosequencing

3) Life Technologies - lon Torrent

4) Applied Biosystems — SOLID (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection)
5) Pacific Biosciences — PACBIO (Single-molecule real-time sequencing)

6) Helicos Genetic Analysis System — True single molecule fluorescent sequencing

7) Oxford Nanopore — GridiION

3.6.3.1 lllumina

lllumina je v sou€asnosti nejrozSifené;jsi platforma ve svété. Hlavni vyhody této platformy
jsou cena za osekvenovani 1 milionu bazi (5 az 15 centd USD) a moznost velmi vysokého
poctu &teni v jednom béhu (i vic nez 3 miliardy). Tyto vyhody kompenzuiji jeji nizSi pfesnost
(98%) v porovnani s ostatnimi platformami. Instrumentace je vSak velice nakladna. Délka
Cteni se v soucasnosti pohybuje od 50 do 300 bazi a ¢as béhu zavisi na zvolené délce ¢teni
a konkrétnim pfistroji.*2" V't 2010 ||lumina v souéasnosti poskytuje 3 pfistroje, liSici se svym

0 (Compare Sequencing Platforms, 2014)

zamérenim — MiSeq, HiSeq 2500 a NextSeq 50

Vzorek genomické, komplementarni &i jiné DNA je nejprve purifikovan a enzymaticky nebo
mechanicky rozfragmentovan na zhruba 200 nukleotidd dlouhé fetézce, pokud je to
potfebné. Na jejich 3' a 5° konce jsou poté pomoci PCR naligovany specifické adaptery, které
umoznuji navazani specifickych primerQ, indexti pro oznaceni jednotlivych knihoven
a oligonukleotidu slouzicich k zachyceni budoucich knihoven na povrch pritokové cely.
Soubor fragmentd DNA z jednoho vzorku s naligovanymi primery, indexy a oligonukleotidy
pro zachyceni se nazyva knihovna. Knihovny je potfeba po pfipravé purifikovat na zakladé
délky za ucCelem odstranéni nezadoucich fragmentl, které by mohli interferovat se
sekvenovanim. Pfed samotnym sekvenovanim musi prob&hnout amplifikace knihoven, ktera
se déje in situ v pritokové cele pomoci mistkové PCR (bridge PCR), pfi které se knihovny
pomoci oligonukleotidl navazou hybridizaci na specifické, komplementarni, imobilizované
oligonukleotidy a pak jsou pomoci DNA polymeradzy namnozeny do klastrl, v kterych maji
vSechny knihovny stejnou sekvenci. (Obr. 3) Amplifikace knihoven do klastrd slouzi pro
amplifikaci fluorescenéniho signélu z dané pozice. lllumina vyuziva technologii sekvenovani
ligaci, které vyuziva Ctyfi odliSné fluorescencné znacené nukleotidy. V kazdém sekvenacnim
cyklu je ke kazdému vldknu naligovan jen jeden nukleotid, kterého fluorescencni znacka
zaroven slouzi i jako terminator polymerizace, takze po kazdé inkorporaci nukleotidu je
fluorescencni znatka zaznamenana pomoci CCD kamery a poté enzymaticky odstépena,

coz umozni ligaci dalsiho nukleotidu v dalSim cyklu. ProtoZe jsou vSechny Ctyfi
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fluorescenéné znacené nukleotidy pfitomny jako jednotlivé molekuly, pfirozené si pfi
inkorporaci konkuruji, coz minimalizuje jejich Spatné umisténi. Ur€eni konkrétniho nukleotidu
je odvozeno pfimo z méfeni intenzity signalu v kazdém cyklu, coz vyrazné snizuje
chybovost. Vysledek je pfesné sekvenovani baze za bazi, které eliminuje specifické chyby
plynouci z kontextu DNA sekvence a umoziuje robustni identifikaci bazi v celém genomu,

v€etné regionu s repetitivnimi sekvencemi ¢i homopolymery.
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Obr. 3: Princip mUstkové PCR, ktera slouzi k amplifikaci knihoven. Knihovny maji na kazdém
konci jiny, specificky primer a pratokova cela obsahuje dva typy imobilizovanych
oligonukleotidl, kazdy typ komplementarni k jinému primeru. Nejprve se knihovny pomoci
jednoho z primerd navazou hybridizaci na jeden typ imobilizovanych oligonukleotidd, ktery
slouzi jako primer pro syntézu komplementarniho vldkna pomoci DNA polymerazy.
Komplementarni vliakno je kovalentné navazano k pritokové cele. Navazani knihoven na
jeden ze dvou oligonukleotidd je nahodny a proces probiha stejné i na druhém
oligonukleotidu.(a) Druhy konec tohoto vlakna se nasledné pieklopi a pomoci hybridizace se
navaze druhym koncem k druhému typu imobilizovaného oligonukleotidu,(b) ktery také slouzi
jako primer pro syntézu, tentokrat plvodniho viakna. Vysledny tvar pfipomina mustek, podle
kterého byla tato metoda PCR pojmenovana. Nyni jsou plvodni i komplementarni viakno
kovalentné navazany k pratokové cele.(c) Nasledné jsou vlakna pomoci roztoku hydroxidu
sodného denaturovana a proces se opakuje znovu a znovu.(d) Nasledné se vytvofi klastry,

ve kterych maji vSechna vliakna plvodni &i sekvenci k ni komplementarni.(e)
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3.6.3.2 Roche 454

Tato dnes jiz zastarala metoda ma celkovou pfesnost kolem 99% a poskytuje dlouhé
Cteni (az 700 bazi). Velkym problémem je nerovnomérna distribuce chyb, ktera v jistych
usecich dosahuje az 50%, zejména v homopolymernich sekvencich, v kterych po sobé
nasleduje 3 a vice stejnych nukleotidd. Tyto chyby mohou byt kompenzovany vhodnym
provedenim experimentu, ale i pfes to je odliSeni unikatnich alel od chyb velmi narogné.¢"
setal, 2011) Sas béhu je 24 hodin. Cena za osekvenovani 1 milionu bazi je v porovnani
s ostatnimi platformami vysoka (10 USD). Pocet ¢teni v jednom béhu muze byt az 1 milion.
Tato platforma vyuziva pro amplifikaci knihoven emulzni PCR, kde se stavaji jednotlivé
kapénky emulze oleje ve vodé mikroreaktory, v kterych probiha PCR. Velice &astym
problémem je stary, zavadny ¢&i jinak nevyhovujici emulzni olej. Sekvenovani probiha

syntézou a detekce je chemiluminiscengni.amngton etal., 2013)

3.6.3.3 lon Torrent

NejvétSimi vyhodami této platformy jsou nizka cena instrumentace a rychlost — ¢as béhu
je kolem 2 hodin. Vysoka rychlost ¢teni je na Ukor pfesnosti, ktera se pohybuje kolem 98%
a Casto klesa i pod ni. Cena za osekvenovani 1 milionu bazi je zhruba 1 USD, délka &teni
kolem 400 bazi a maximalni pocet ¢teni v jednom béhu je 80 miliond. lon Torrent vyuziva
k amplifikaci knihoven emulzni PCR a sekvence syntézou, detekce je provadéna méfenim
zmény pH pomoci velmi citlivé elektrody na Cipu. Pfi kazdé inkorporaci nukleotidu do

(Merriman,

molekuly DNA je uvolnén proton a lon Torrent tyto zmény dokaze zachytit a zméfit.
Rothberg, 2012)

3.6.3.4 SOLID

Tato metoda sekvenovani vyuziva princip ligace a detekce oligonukleotidid. Cena za
osekvenovani 1 milionu bazi je pfizniva (13 centd USD), ale béhy jsou velice dlouhé (1-2
tydny), instrumentace je velice nakladna a délka ¢teni je velmi kratka (50+50 bazi). V praxi

byly zjistény problémy s &tenim palindromickych sekvenci.tvane etal. 2012)

Ackoliv je
deklarovana presnost vysoka (99,9%), jen zfidka je ji dosazeno. Pocet ¢teni v jednom béhu
muze byt od 1,2 do 1,4 miliardy. Platforma SOLID také vyuziva pro amplifikaci knihoven

emulzni PCR, sekvenuje pomoci ligace dvoubazovych sond a vyuziva fluorescencni detekci.
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Cely systém je slozitéjSi v porovnani s ostatnimi platformami, je ale stale

konkurenceschopny. ™t etal. 2013)

3.6.3.5 PACBIO

Ackoli vyvoj instrumentace k této metodé jeSté neni v souCasnosti dokonCen, tato
technologie nabizi sekvenovani v realném Case. Diky odliSnému konceptu muze byt délka
Cteni az 30 000 bazi a ¢as béhu velice kratky (30 minut az 2 hodiny). Cena za osekvenovani
1 milionu bazi se v sou€asnosti pohybuje v rozmezi 33 centi az 1 dolaru (USD), v jednom
béhu mozno udélat 400 miliond ¢teni, z toho 50 000 v jedné SMRT (single molecule real
time) jamce. Pomoci platformy PACBIO mohou byt detekovany i metylované baze.
Instrumentace je nejdrazsi ze vSech platforem, vykon i pfesnost (87%) jsou v sou€asnosti
nedostateéné. Platforma PACBIO sekvenuje vrealném Case a nevyuziva zadny typ
amplifikace. Na dné kazdé zespoda nasvicené jamky s objemem v Fadu zeptolitréi (10™%) je
imobilizovana DNA polymeraza, ktera syntetizuje komplementarni vidkno pomoci
fluorescenéné znacenych nukleotidd. Pro detekci byla vyvinuta technologie SMRT, ktera
vyuziva Zero Mode Waveguide — paladiové detektory umistény na dné kazdé jamky maji
primér jen 100 nm a nejsou schopny zachytit fotony viditelného svétla, protoze vinova délka
viditelného svétla je 400-700 nm.®?" P2 200D 7achycuiji jen jeho elektromagneticky vliv, coz

znadné snizuje Urover Sumu, Feranni etal., 2013)

3.6.3.6 Helicos

Platforma Helicos je podobna Illluming, napfiklad vyuzitim pratokové cely,
imobilizovanych oligonukleotidi a CCD kamery, byla ale vyvijena nezavisle. Délka ¢&teni je
oproti llluminé mnohem mensi (kolem 30 bazi). Jeden béh trva zhruba 8 dni a mozno v ném
udélat az 750 milionu &teni za zhruba dvojnasobnou cenu nez u llluminy. Tato platforma
nevyuziva amplifikaci, sekvenuje pomoci ligace a detekuje laserem excitované fluorescenéni

(Milos, 2008)

sondy pomoci CCD kamery.

3.6.3.7 GridION

Tato unikatni platforma byla vyvinuta na Oxfordské univerzité a vyuziva proteinu
,Nanopore* za ucelem pfimé elektrické analyzy jednotlivych molekul v realném €ase. Princip
spoCiva v usazeni nanoporu do polymerové membrany s velmi vysokym elektrickym

odporem a méfeni charakteristickych zmén mnozstvi proudicich iontd skrz tento kanal
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vyvolavanych prachodem riznych analytd. Nanopor mize byt upraven pro méfeni rliznych
molekul, v€etné DNA, RNA, proteinl a jinych malych molekul. Pfi sekvenovani DNA je na
povrchu nanopéru usazen enzym z rodiny helikaz tak, aby jedno z vidken, na které rozdéluje
sekvenovanou molekulu DNA, sméfovalo dovnitf poru. Uvnitf poru maji na prutok iontd vliv
souCasné az 4 nukleotidy a kazdé poradi jakychkoli 4 nukleotidd ma za nasledek jinou,
specifickou zménu mnozstvi proudicich iontd, takze mohou byt podle této zmény
identifikovany. Délka &teni je v podstaté neomezena a pocet &teni je roven poctu vyuzitych
nanoporu, které mohou byt vsazeny do Cipu. V jednom ¢&ipu, ktery je usazen do kazety na
jedno pouziti, mohou byt az stovky tisic mikrojamek. Kazda mikrojamka ma svou vlastni
elektrodu a do polymerové membrany na povrchu kazdé mikrojamky je vsazen jediny
nanopor. Jednotlivé pristroje GridlON mohou byt spojeny do klastri a tim vyrazné urychlen
Cas sekvenace nebo zvysSena hloubka &teni. Jedna se o prelomovy koncept, ktery mize stat

u dalsi revoluce v genomickych védach.MNanopore DNA sequencing, 2014)

3.6.4 Vyuziti NGS u profilovani miRNA exprese

Vzhledem na velké mnozstvi bunéénych procesu regulovanych pomoci miRNA, mira
exprese urCitych molekul miRNA se obvykle liSi v patologickém a fyziologickém stavu
ur€itého organizmu, coz déld z miRNA potentni diagnostické markery. ZvySeni &i snizeni
exprese ur€itych miRNA poskytuje i nahled na funkci danych miRNA molekul a jejich mRNA
cila vdaném patologickém stavu, coz muze pfispét k odhaleni podstaty onemocnéni
a usnadnit ¢i dokonce umoznit jeho léCbu. Kromé sekvenovani genomické DNA, NGS
technologie mohou byt vyuzity i pro sekvenovani populaci RNA molekul za ucelem
identifikovani vSech gen, které jsou transkribovany z DNA. Transkribované sekvence také
obsahuji proteiny nekddujici druhy RNA, jakymi jsou napfiklad miRNA ¢&i long non-coding
RNA (InCRNA)'(Zhou etal., 2011)

Navzdory intenzivnimu vyvoji, v souCasnosti jeSté nejsou dostupné sekvenacni technologie
pro pfimé sekvenovani RNA, proto musi byt jakakoliv RNA nejdfive pfevedena do cDNA
pomoci reverzni transkripce. RNA sekvenovani poskytuje informace jen o transkribovanych
sekvencich, je proto vétsi pravdépodobnost, Zze bude objevena funkéné vyznamna

mutace.(Shah et.al., 2009)

V soucasnosti vétSina expresnich analyz miRNA vyuziva mikroCipy nebo gRT-PCR. Ackoliv
ma kazda strategie miRNA profilovani své specifické vyhody a nevyhody, které musi byt

zvazeny vzhledem na cile experimentu, pfi porovnani s ostatnimi metodami ma NGS
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nejvySsi detekeni senzitivitu, nejvétsi dynamicky rozptyl a nejvysSi presnost pfi diferenéni

analyze exprese, coz z NGS technologii &ini vykonny nastroj pro miRNA profilovani. (™™ t2-
2014)

4. EXPERIMENTALNI CAST

Prakticka cast této diplomové prace byla realizovana na vicerych pracovistich. Vzorky
periprostetické tkané byly odebrany prof. MUDr. Jifim Gallem, Ph.D. na Ortopedické klinice
Fakultni nemocnice v Olomouci, Olomouc, Ceska republika. 1zolace RNA z t&chto tkani,
kontrola jeji kvality na pfistroji Agilent 2100 Bioanalyzer a vyhodnoceni sekvenacnich dat
probé&hlo na Ustavu Imunologie Lékarské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci, Olomouc,
Ceska republika. Mé&Feni koncentrace RNA na pfistroji Qubit® 2.0 Fluorometer, pfiprava
sekvenacnich knihoven, jejich precisténi a kontrola kvality, pfiprava klastr( na pfistroji cBot
a sekvenovani na pfistroji HiSeq 2000 probéhla v Genomics Core Facility Evropské
Molekularné Biologické Laboratore (EMBL), Heidelberg, Némecko. Sekvenaéni data byla
zpracovana bioinformatikem Mgr. Tomasem Novosadem na superpocitaci Anselm, ktery je
pod spravou vysokoskolského ustavu IT4Innovations Technické Univerzity Barnské -

Technické univerzity v Ostravé, Ostrava, Ceska republika.

4.1. Material a metody

4.1.1 Uvod

RNA je velmi nachylna k degradaci v dusledku pusobeni enzymu ribonukleaz, které jsou
pfitomny v bunkach, na kGzi i v prachu. Ribonukleazy jsou velice stabilni a je tézké je
deaktivovat. Kvdlli témto rizikim je zakladem manipulace s RNA v laboratofi prace
z nich patfi pouzivani sterilnich rukavic, nelepivého, steriiniho a ribonukleaz prostého
laboratorniho vybaveni a praci ve flowboxu s laminarnim proudénim vzduchu. Také by na

praci s RNA méla byt vyhrazena urcita sada pipet, ktera by neméla byt pouzivana na zadnou

38



jinou €innost, aby se predeslo zkfizené kontaminaci ¢i degradaci RNA ve vzorcich. Pfed a po
jakékoli praci s RNA je dulezité dekontaminovat vSechny plochy s roztokem deaktivujicim

ribonukleazy i deoxyribonukleazy.

4.1.2 Studovana skupina

Studovany byly miRNA profily od celkem 17 pacientu, z kterych bylo 12 Zen a 5 muzu.
Skupinu P1 tvofilo 8 pacient(, z toho 7 Zen a 1 muz. Do této skupiny byli zafazeni pacienti,
u kterych bylo divodem Kk revizni operaci akutni selhani totalni endoprotézy nasledkem
aseptické osteolyzy a odbourani kostni hmoty. Diagnéza T84.0 oznacCuje mechanickou
komplikaci endogenni kloubni protézy a diagnéza T84.1 oznacuje mechanickou komplikaci
pomucky na vnitfni fixaci kosti kon¢etiny. Primérna vyska pacientl v této skupiné byla 164
cm (150; 182), jejich praimérna hmotnost byla 80,9 kg (54; 106), jejich primérné BMI bylo
30,01 (24,00; 38,93) a jejich primérny vék pfi revizni operaci byl 77,1 roku (65; 88).

Skupinu C/TEP tvofilo 9 pacientll, ztoho 5 Zen a 4 muzi. Do této skupiny byli zafazeni
pacienti, u kterych byl k revizni operaci jiny divod, nez asepticka osteolyza. Mezi nejcastéjsi
davody k revizni operaci pacientd zafazenych do této skupiny byly permanentni bolesti a
nasledky uUrazu (fraktura €éSky, bolesti po padu). Dale se vyskytli pfipady preskakovani
kloubni nahrady, recidivujici vypotek, omezena hybnost i nekréza kosti a svald (no ne
kloubu). Primérna vySka pacientd v této skupiné byla 170 cm (158; 184), jejich primérna
hmotnost byla 85,9 kg (64; 107), jejich prumérné BMI bylo 29,82 (25,00; 36,59) a jejich
primérny vék pfi revizni operaci byl 66,7 roku (59; 83).

Individualni data pacientu jsou uvedena v tabulkach (Tab. 1 a Tab. 2).
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Oznaceni : .| Rok |Vyska| Hmotnost VeéKk pfi
Skupina | Pohlavi , .

vzorku narozeni| (cm) (kg) revizi
T4 P1 z 1940| 157 89 36,11| 67
T9 P1 z 1929| 150 54 24,00| 78
T73 P1 z 1945| 165 106 38,93| 65
T89 P1 Z 1934| 172 84 28,39 | 77
T97 P1 z 1930| 162 70 26,67| 81
T102 P1 M 1923| 182 90 27,17| 88
T131 P1 z 1929 159 64 25,32 82
T1215 P1 z 1933| 164 90 33,46| 79

PRUMER

167

83,5

29,91

71,6

Tab. 1: Individualni data pacientu, ¢ast I.



Pracovni Cas mezi Kolik vykouil

Oznaceni | . . . Datum primarni | Datum revizni ] . . «
diagnoza / davod operacemi| Koufeni | denné/ kdy
vzorku operace TEP operace N o
reoperace (roky) pFestal koufit
T4 T 84.8 5.9.1997 5.3.2008 10 nekufrak -
T9 T 84.8 4.6.1999 2.4.2008 8 nekurak -
T73 T84.1 3.4.1998 16.3.2011 12 nekurak -
T89 T84.8 25.5.2009 3.5.2011 2 nekurak -
T97 T84.0 15.12.1999 6.10.2011 11 nekurak -
T102 T841 3.4.1997( 13.10.2011 14 exkurak pred 30 lety
T131 T84.8 15.6.1999 4.4.2012 12 exkurak pred 30 lety
T1215 T84.1 1.6.1996 30.1.2013 16 kufak | 1-5/den, 25 let

Tab. 2: Individualni data pacientu, ¢ast Il.

4.1.3 1zolace RNA z periprostetické tkané

Prvnim krokem pfi studiu nukleovych kyselin pomoci sekvenovani je jejich izolace.
Celkova miRNA byla izolovana z periprostetické tkané ziskané z odbérovych mist 1 a 2
u kolenniho kloubu. Kompletni odbérova mista tkani u kolenniho kloubu jsou znazornéna na
obrazku (Obr. 4). VSechny tkané byly ihned po odbéru pfemistény do 2 ml mikrozkumavek,
do kterych bylo pfedem napipetovano 500 pl RNA Lateru (Ambion, Thermo Fisher Scientific
Inc. Waltham, MA, USA).
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Obr. 4: Kompletni odbérova mista tkani u kolenniho kloubu. Hned po otevieni kloubu je
odebrana €ast povrchového listu synovialni membrany obraceného k protéze (€. 1 a 2,
Cerveny kruh). V pfipadé potfeby nasleduje odbér tkani z rozhrani mezi protézou a kosti u
horni komponenty (v pfipadé kolena femoralni komponenta, ¢. 3 a 4, modry kruh), pfipadné
jsou odebrany i tkané z rozhrani mezi dolni komponentou a kosti (v pfipadé kolena se
nazyva tibialni, ¢&. 5 a 6, zeleny kruh). Sipky na pravé strané& vymezuji horni a dolni &ast
kloubu.

Pro kazdou tkarn byla pfipravena nova Petriho miska, do které bylo napipetovano 500 ul RNA

Lateru. Tkan z lokality 1 nebo 2 byla sterilni pinzetou pfenesena z mikrozkumavky do Petriho
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misky s RNA Laterem a sterilnimi nizkami odstfihnuta jeji ¢ast, pfiblizné jedna pétina. Zbyla
tkan byla pfemisténa zpatky do plvodni mikrozkumavky z RNA Laterem a ulozena do -20°C.
Kazda odstfizena c€ast v Petriho misce byla nasledné rozstfihana na malé kousky
a prenesena do 10 ml sterilni zkumavky, do které bylo pfedem napipetovano 500 ul
lyzacniho roztoku (Lysis/Binding Buffer). Tkané byly homogenizovany pomoci pfistroje Ultra
turrax UTC pfi rdznych otackach. Po kazdé homogenizaci byl pfistroj vydesinfikovan pomoci
10% vodniho roztoku Sabimedu. Ihned po homogenizaci byla kazda zkumavka pfenesena

na led.

Pro izolaci RNA z lyzatu byl vyuzit mirVana miRNA kit. (Ambion, Thermo Fisher Scientific
Inc. Waltham, MA, USA). Pfed kazdou izolaci bylo nejprve potifeba pfipravit roztoky kitu.
100% ethanol, wash solution 1, wash solution 2/3 a Acid-phenol/Chloroform byly
vytemperovany na laboratorni teplotu. Z elution solution byl do mikrozkumavky odpipetovan
alikvot podle poctu vzorkl (1 vzorek = 100 ul roztoku) a zahfan na termobloku na teplotu
95°C. DalSim krokem byla organicka extrakce. Ke tkanovému lyzatu byl nejprve pfidan
roztok miRNA Homogenate Additive v mnozstvi rovnému jedné desetiny objemu lyzatu. Tato
smés byla zvortexovana a ponechana 10 minut na ledu. Déale byl pfidan roztok Acid-
Phenol/Chloroform ve stejném objemu, jako mél plvodni lyzat a cela smés vortexovana po
dobu 1 minuty. Pak byla tato smés pFenesena do mikrozkumavek o objemu 2 ml
a centrifugovana 5 minut pfi 10 000 g za laboratorni teploty. Po centrifugaci museli byt
oddéleny organicka a vodna faze, jinak bylo nutné centrifugaci zopakovat. Po Uspésné
centrifugaci byly opatrné odebrany vrchni vodni faze a pfeneseny do nové 2 ml
mikrozkumavky, kde byl pipetou zmé&fen objem. K této vodni fazi byl pfidan 100% ethanol
v mnozstvi pét Ctvrtin jejiho objemu. mirVana miRNA kit vyuZiva k izolaci RNA mikrokolonky
na bazi silikatl, na které se RNA nejprve navaze, poté je promyta a nasledné vyeluovana.
Mikrokolonky se umistuji do sbérnych mikrozkumavek a pritok je zajistén odstfedivou silou.
Do kolonky bylo napipetovano maximalné 700 ul smési a byla centrifugovana 15 sekund pfi
10 000 g. Nasledné byl eluat odstranén a krok opakovan, dokud pfes kolonku neprosla cela
vodni faze s ethanolem. Poté byla kolonka promyta 700 ul wash solution 1 a centrifugovana
10 sekund pfi 10 000 g. Eluat byl odstranén a krok zopakovan se 700 ul wash solution 2/3.
Eluat byl odstranén a kolonka centrifugovana 1 minutu pfi 10 000 g pro odstranéni zbylé
tekutiny. Pak byla kolonka pfenesena do nové 1,5 ml LoBind mikrozkumavky. Na jeji stfed
bylo napipetovano 100 ul pfedehfatého roztoku elution solution a centrifugovano 30 sekund

pfi 14 000 g. Izolovana RNA byla skladovana pfi -80°C.
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4.1.3.1 Zméreni kvality a kvantity izolované RNA

Pro dalSi experimenty s izolovanou RNA musi byt ur€eno jeji mnozstvi, koncentrace
a kvalita (RIN — RNA integrity Number). Tyto Udaje byly zji§tény pomoci pfistroju Qubit® 2.0
Fluorometer (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, USA) a Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies, Inc., Stevens Creek Blvd Santa Clara, CA, USA).

Pro spolehlivé vysledky z RNA sekvenovani je nutné pouzit vysoce kvalitni RNA — RIN ma
byt vy$Si nez 8. Protoze dané kvality RNA je tézké dosahnout (obzvlast u izolaci RNA ze
specifickych tkani, ke kterym patfi i chrupavkovita, periprosteticka tkan), voli se kompromisni

feseni, pfi kterém RIN muze byt nizSi nez 8, ale nikdy by nemél mit hodnoty niz$i nez 6.

Urceni kvality RNA na pristroji Agilent 2100 Bioanalyzer

Cipy pro piistroj Agilent 2100 Bioanalyzer jsou zaloZeny na tradiénich principech
elektroforézy, ktera byla miniaturizovana do formatu velikosti Cipu. Tento format vyrazné
snizuje separacni ¢ as a spotifebu reagencii. V sklenéném téle Cipu je vytvofena propojena
sit mikrokanalkd, které se po zaplnéni smési separac¢niho polymeru s fluorescenénim
barvivem stanou uzavienym elektrickym obvodem. Do kazdé z 16 jamek Cipu je zasazena
jedna elektroda, ktera je napojena na nezavisly zdroj energie za ucelem dosazeni maximalni
kontroly a flexibility. Nabité biomolekuly jako DNA, RNA ¢&i proteiny jsou elektroforeticky
pohanéné gradientem napéti, podobné jako u klasické gelové elektroforézy. Diky
konstantnimu poméru hmotnosti a naboje mohou byt tyto biomolekuly rozseparovany pomoci
separac¢niho gelu jenom podle velikosti, kde menSi fragmenty migruji rychleji nez vétsi.
Detekce je uskute€néna pomoci méfeni intenzity laserem indukované fluorescence.
Standardni kfivka migracniho €asu v zavislosti na velikosti fragmentl je vytvofena s pomoci
ladderu, ktery obsahuje fragmenty o znamé velikosti a tedy velikost jednotlivych fragmentu
ve vzorcich mize byt vypoctena z jejich migracnich ¢asl. S kazdym méfenym vzorkem bézi
2 markery (u méfeni RNA jen jeden), které ur€uji hranice celkového intervalu zméfitelnych
velikosti fragmentd. Horni a doIni markery slouzi i jako interni standardy, které se vyuzivaji
k zarovnani dat zladderu sdaty ze vzork(. Tento krok je dllezity pro kompenzaci
pfipadnych odchylek mezi jednotlivymi jamkami, které mohou nastat pfi analyze. Pfi analyze
vzorkl RNA, kvantifikovani je provedeno pomoci ploch pik( ladderu, kdy je plocha piku
ladderu porovnana s celkovou plochou pikl jednotlivych vzorkd. Dolni marker neni vyuzivan
pro kvantifikaci RNA vzorku. Pfi méfeni celkové RNA je vypocten i pomér mezi 28S a 18S

ribozomalni RNA, pomoci kterého mize byt odhadnuta integrita RNA vzorkd. Tento pomér
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se vyuziva, protoze ribozomalni RNA tvofi vic nez 80% vzorku totalni RNA a u savcd,
vétSina z toho je obsahnuta v 28S a 18S fragmentech. SavCi 28S a 18S rRNA fragmenty
jsou velké pfiblizné 5 kb a 2 kb a jejich teoreticky pomér je 2,7:1. Za kvalitni RNA vzorek
mozno povazovat i vzorek s 28S:18S pomérem do 2:1. Jedté lepSi udaj o kvalité RNA ve
vzorku je RIN, ktery je vypoCten z celkové elektroforetické stopy RNA vzorku, vcetné

pFitomnosti ¢i nepfitomnosti degradacnich produktu.

Pro méfeni celkové RNA ve vzorcich byl pouzit Agilent RNA 6000 Nano Kit, ktery ma
kvantitativni rozsah 25-500 ng/pl a bylo postupovano podle pokynu v Agilent RNA 6000
Nano Kit Guide (Agilent Technologies, Inc., Stevens Creek Blvd Santa Clara, CA, USA,
https://www.chem.agilent.com/Library/usermanuals/Public/G2938-

90037 RNAG6000Nano_QSG.pdf).

Nejprve byla nastavena stanice pro pfipravu Cipu — vyménou stfikacky za novou, umisténim

podkladni desky do pozice ,C* a nastavenim svorky stiikacky do nejvySsi pozice.

Pak byl pfipraven RNA ladder. Mikrozkumavka s RNA ladderem byla sto€ena, zahfana na
70°C na 2 minuty a pak ihned pfemisténa na led. RNA ladder byl rozalikvotovan a skladovan

pfi -70°C. Pfed pouzitim byl alikvot pomalu rozmrazen na ledu.

Nasledovala pfiprava gelu. 550 ul gelové matrice pro RNA bylo napipetovano do rotaéniho
filtru, ktery byl centrifugovan pfi 1500 g po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté. Pfipraveny
gel byl rozalikvotovan po 65 pl a skladovan pfi 4°C. Pro zvySeni odezvy na detektoru se do
gelu pro RNA analyzu pfidava RNA barvivo. Roztok koncentratu RNA barviva byl nejdfiv po
dobu 30 minut temperovan pfi laboratorni teploté. Pak byl dikladné zvortexovan po dobu 10
sekund a stoCen na mikrocentrifuze. Do jednoho alikvotu gelu (65 ul) byl pfidan 1 pl
koncentratu RNA barviva. Tento mix byl poté dikladné zvortexovan a stocen pfi 13000 g po

dobu 10 minut pfi laboratorni teploté. Je mozno ho pouZit jen ten den, kdy byl pfipraven.

Nyni byl mix gelu a RNA barviva nanesen na RNA Cip. Novy RNA ¢Cip byl umistén do stanice
pro pripravu &ipu. Do pozice ,bilé G v erném kruhu“ bylo napipetovano 9 ul mixu gelu
a RNA barviva. Pist stfikacky byl natazen do pozice ,1 ml“ a stanice pro pfipravu Cipu byla
uzaviena. Pist byl nasledné zatlaten aZ po svorku a po pfesné 30 sekundach uvolnén. Po 5
sekundach byl pist pomalu vytazen do puvodni polohy (1 ml), stanice pro pfipravu Cipu
oteviena a do pozic oznacenych ,Cerné G v bilém poli“ bylo napipetovano po 9 ul gelu. Poté
bylo do vSech 12 pozic pro vzorky a do pozice pro ladder napipetovano po 5 pl RNA
markeru. Do pozice ,Ladder” byl napipetovan 1 pl z alikvotu RNA ladderu. Do pozic 1-12 byl
napipetovan 1 ul od kazdého vzorku. V pfipadé, ze se v8echny pozice pro vzorky na daném
Cipu nevyuzily, do volnych pozic byl napipetovan 1 ul RNA markeru. Nyni bylo potfeba zbavit

se bublin vzniklych pfi pipetovani a rozmistit tekutiny rovhomérné po dné. To se dosahlo na
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IKA vortexu, na 2400 otackach po dobu 1 minuty. Cip byl pak ihned pfenesen do pfistroje

Agilent 2100 Bioanalyzer a bylo postupovano podle pokynl na obrazovce.

Zméreni koncentrace RNA na pristroji Qubit® 2.0 Fluorometer

Koncentrace RNA byla zméFfena pomoci kitu Qubit™ RNA Assay Kit, ktery umoznuje
kvantifikaci RNA snadno a presné. Je vysoce selektivni pro RNA a spolehlivé zméfri
koncentrace v rozsahu 250 pg az 100 ng RNA v 1-20 pl vzorku. Intenzita signalu je zavisla
na teplot&¢ a méfeni musi probihat pfi laboratorni teploté. Signal je stabilni 3 hodiny. Kit
obsahuje koncentrat reagencie pro méfeni, pufr pro jeho zfedéni a pfediedéné RNA
standardy pro kalibraci. V8echny reagencie musi byt pfed méfenim vytemperovany na
laboratorni teplotu. Bylo postupovano podle protokolu poskytnutého vyrobcem. (Qubit™ RNA
Assay Kits, Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, USA,

http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/mp32852.pdf)

Nejprve byl pfipraven do plastové zkumavky pracovni roztok pro Qubit zfedénim koncentratu
RNA reagencie RNA pufrem v poméru 1:200 v mnozstvi 200 ul pro kazdy vzorek a standard.
Pro kazdy méfeny vzorek a dva standardy byla pfipravena 500 ul mikrozkumavka pro PCR.
Oba kalibra¢ni standardy byly pfipraveny smichanim 10 pl roztoku standardu se 190 ul
pracovniho roztoku. VS8echny vzorky byly pfipraveny smichanim 1 pl vzorku se 199 pl
pracovniho roztoku, promichany na vortexu a inkubovany pfi laboratorni teploté po dobu 2
minut. Na pfistroji byl vybran program ,RNA“ a bylo postupovano podle instrukci na

obrazovce.

4.1.4 Priprava miRNA knihovny pro NGS

Aby bylo mozné RNA osekvenovat pomoci NGS, je nutné z izolované RNA vytvofit
knihovny. Pro pfipravu knihoven byly vyuzity komercni kity NEBNext® Multiplex Small RNA
Library Prep Set for lllumina® (Set 1) a NEBNext® Multiplex Small RNA Library Prep Set for
lllumina® (Set 2), oba pro 24/96 reakci. (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA)
Postupovalo se podle navodu poskytnutého vyrobcem, ktery je dostupny online
(https://www.neb.com/products/e7300-nebnext-multiplex-small-rna-library-prep-set-for-

illumina-set-1). Postup byl stejny pro vSechny vzorky.
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Pro pfipravu jedné miRNA knihovny témito kity je nutno pouzit 100 ng az 1 pg celkové RNA,
v této aplikaci bylo pouzito 500 ng. Vysledny objem roztoku celkové RNA se rovnal 6 pl

a vysledna koncentrace RNA byla 83,3 ng/ul.

4.1.4.1 Ligace 3’ SR adaptéru

Prvnim krokem pfi pfipravé NGS knihovny je ligace 3 adaptéru. K6 pl roztoku RNA
v sterilni, nukleaz prosté PCR mikrozkumavce (celkovy objem 200 pl) byl pfidan 1 yl 3" SR
adaptéru pro platformu lllumina. Tento roztok byl nasledné inkubovan pfi 70°C
v pfedehiatém termalnim cykléru (MJ Research PTC-225 Peltier Thermo Cycler DNA Engine
Tetrad, MJ Research Inc., Quebec, Canada) po dobu 2 minut. Ihned poté byly

mikrozkumavky pfeneseny na led.

Dale bylo ke kazdému vzorku pfidano 10 ul pufru pro 3 ligaci (2X) a 3 ul roztoku enzymu pro
3’ ligaci. Celkovy objem v kazdé mikrozkumavce nyni Cinil 20 pl. Pro zvySeni efektivity ligace
3" adaptéru i za cenu vytvoreni konkatamer( (Konkatamer je dlouha, celistva molekula DNA,
ktera obsahuje viceré kopie stejné DNA sekvence za sebou) byla pouzita delSi inkubace pfi
snizené teploté (18 hodin, 16°C).

Pouzité kity vyuzivaji specificky chemicky upravené adaptery, které se vazou jen na ty
molekuly RNA, které maji na 5’ konci fosfoskupinu a na 3’ konci hydroxylovou skupinu. Do
této skupiny RNA molekul patfi i miRNA (spolu s siRNA, piRNA, a.i.), ktera tvofi jeji
podstatou €ast. 5°-fosfoskupina a 3’-hydroxyskupina vznikla v disledku procesU, kterymi se
tyto molekuly RNA v burice vytvafi. Diky témto Upravam jsou adaptéry pfimo a specificky
navazany i na molekuly miRNA a tak dochazi k separaci miRNA od mRNA z celkové,

vyizolované RNA (mRNA ma 5’-&epi¢ku a 3’-polyadeninovy konec).

4.1.4.2 Hybridizace reverzniho transkripéniho primeru

Tento krok je dulezity pro zabranéni vytvoreni adaptér-dimerl. SR RT primer se
hybridizuje i k prebytku 3" SR adaptéru, ktery zuUstal volny po 3 ligaci a tim se zméni
jednovlaknova molekula DNA adaptoru na dvouvlaknovou. Dvouvlaknové DNA uz nejsou
substraty pro enzym T4 RNA ligazu 1 a tedy se neliguji k 5 SR adaptéru v dalSim legaénim

kroku.

U kazdeho vzorku z pfedchoziho kroku bylo k legaénimu roztoku pfidano 4,5 pl vody pro
PCR a 1 yl SR RT primeru pro platformu lllumina a ddkladné promichano pipetovanim.

Celkovy objem u kazdého vzorku nyni Cinil 25,5 pl. Nasledné byly vzorky zahfany na
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termalnim cykléru na 75°C po dobu 5 minut, poté zchlazeny na 37°C na dobu 15 minut

4.1.4.3 Ligace 5" SR adaptéru

5" SR adaptér byl resuspendovan ve 120 ul vody pro PCR. Do samostatné, nukleaz
prosté PCR mikrozkumavky bylo prepipetovano 1,1 N ul roztoku 5° SR adaptéru, kde N bylo
rovné pocCtu vzorku v daném experimentu. Tento alikvot byl dale inkubovan v termalnim
cykléru pfi 70°C po dobu 2 minut, pak ihned pfenesen na led a pouzit do 30 minut od

denaturace.

Ke kazdému vzorku z pfedchoziho kroku byl pfidan 1 pl denaturovaného roztoku 5° SR
adaptéru, 1 yl pufru pro 5° ligaéni reakci (10x), 2,5 ul roztoku enzymu pro 5° ligaéni reakci
a obsah mikrozkumavek byl dukladné promichan pipetovanim. Celkovy objem v kazdé
mikrozkumavce nyni Cinil 30 pl. Vzorky byly inkubovany v termalnim cykléru pfi 25°C po
dobu 60 minut.

4.1.4.4 Reverzni transkripce

Ke kazdému vzorku z pfedchoziho kroku bylo pfidano 8 pl pufru pro syntézu prvniho
vlakna, 1 pl mysiho inhibitoru RNaz, 1 pl roztoku reverzni transkriptazy ProtoScript Il
a ddkladné promichano pipetovanim. Celkovy objem kazdého vzorku nyni €inil 40 pl. Vzorky
byly inkubovany v termainim cykléru pfi 50°C po dobu 60 minut a ihned poté byla provedena

PCR amplifikace.

4.1.4.5 PCR amplifikace

Ke kazdému vzorku z pfedchoziho kroku bylo pfidano 50 uyl master mixu LongAmp Taq
2x, 2,5 pyl SR primeru pro platformu lllumina, 5 yl vody pro PCR a 2,5 ul specifického
indexovaciho primeru, pro kazdy vzorek jiny a dukladné promichano pipetovanim. Celkovy
objem kazdého vzorku nyni €inil 100 pl. Na termalnim cykléru byl nastaven nasledujici

program (Tab.3).
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Uvodni denaturace 94°C 30sec 1
Denaturace 94°C 15 sec

Hybridizace 62°C 30sec 14
ProdlouzZeni (syntéza DNA) 70°C 15sec

Finalni prodlouzeni 70°C 5min 1
Zastaveni 4°C o

Tab. 3: Program nastaven na termalnim cykléru.

Pouziti riznych indexovacich primer( pro kazdy vzorek umoznilo multiplexing, coZ znamena,
Ze knihovny pfipravené z jednotlivych vzork( mohou byt jednoznaéné identifikovany pomoci
sekvence 6 nukleotidl, ktera je jina v kazdém indexovacim primeru a tedy i ve
vSech knihovnach z urc€itého vzorku. Diky této moznosti jednoznaéné identifikace mohou byt
knihovny z jednotlivych vzorkll spolu smichany, aniz by se ztratil udaj o jejich plvodu.
Smichani ekvimolarnich mnozstvi knihoven z jednotlivych vzork(i po indexaci se oznacuje

jako pooling.

Ekvimolarni mnozstvi knihoven z jednotlivych vzorku je potfebné dosahnout za uc¢elem jejich
rovnomérného zastoupeni v prutokové cele pfi sekvenovani. Pokud by ekvimolarni
zastoupeni nebylo dosazeno, knihovny s vy3Si koncentraci by byly osekvenovany mnohokrat
na ukor téch s nizSi koncentraci, ¢imz by byla ovlivnéna celkova vypovédni hodnota celého

sekvenovani.

4.1.4.6 Zméreni koncentrace pfripravenych cDNA knihoven

Pro kontrolu kvality pfipravenych cDNA knihoven byl pouzit Agilent DNA 1000 Kit
a pfistroj Agilent 2100 Bioanalyzer. Bylo postupovano podle pokynu v Agilent DNA 1000 Kit
Guide (Agilent Technologies, Inc., Stevens Creek Blvd Santa Clara, CA, USA,
http://sydney.edu.au/medicine/bosch/facilities/molecular-biology/nucleic-
acid/DNA1000%20kit%20Guide.pdf).

Agilent DNA ¢ip funguje na stejném principu jako Agilent RNA kit. Kazdy DNA &ip obsahuje
navzajem prepojenou soustavu mikrokanalkd, diky kterym se fragmenty DNA elektroforeticky
rozseparuji na zakladé jejich velikosti. Agilent DNA 1000 kit byl vybran, protoze poskytuje
vyS§Si rozliSeni mensich fragmentl v porovnani s ostatnimi Agilent separa¢nimi DNA Kity.

Jeho rozsah je 25 — 1000 part bazi.

Nejprve byla nastavena stanice pro pfipravu &ipu — vyménou stfikacky za novou, umisténim

v v
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Pro zvySeni odezvy na detektoru se do gelu pro DNA analyzu pfidava DNA fluorescen&ni
barvivo. Roztok koncentratu DNA barviva byl nejdfiv po dobu 30 minut temperovan pfi
laboratorni teploté. Pak byl dukladné zvortexovan po dobu 10 sekund a stofen na
mikrocentrifuze. Poté bylo pfidano 25 ul koncentratu DNA barviva do mikrozkumavky s DNA
gelovou matrici. Tento mix byl poté dikladné zvortexovan, sto€en a pfenesen do rota¢niho
filtru, ktery byl centrifugovan pfi 2240 g po dobu 15 minut pfi laboratorni teploté. Tento mix

byl uchovavan pfi 4°C a chranén pred svétlem.

Mix gelu a DNA barviva byl ponechan pfi laboratorni teploté po dobu 30 minut. Novy DNA ¢ip
byl umistén do stanice pro pfipravu Cipu. Do pozice ,bilé G v &erném kruhu® bylo
napipetovano 9 ul mixu gelu a DNA barviva. Pist stfikacky byl natazen do pozice ,1 ml*
a stanice pro pfipravu Cipu byla uzaviena. Pist byl nasledné zatlacen az po svorku a po
presné 60 sekundach uvolnén. Po 5 sekundach byl pist pomalu vytazen do plvodni polohy
(1 ml), stanice pro pfipravu Cipu oteviena a do pozic oznacenych ,terné G v bilém poli“ bylo
napipetovano po 9 pl gelu. Poté bylo do vSech 12 pozic pro vzorky a do pozice pro ladder
napipetovano po 5 pyl DNA markeru. Do pozice ,Ladder” byl napipetovan 1 ul DNA ladderu.
Do pozic 1-12 byl napipetovan 1 ul od kazdého vzorku. V pfipadé, Zze se vSechny pozice pro
vzorky na daném Cipu nevyuZily, do volnych pozic byl napipetovan 1 ul vody pro PCR. Nyni
bylo potfeba zbavit se bublin vzniklych pfi pipetovani a rozmistit tekutiny rovhomérné po dné.
To se dosahlo na IKA vortexu, na 2400 otadkach po dobu 1 minuty. Cip byl pak ihned
pfenesen do pristroje Agilent 2100 Bioanalyzer a bylo postupovano podle pokynu na

obrazovce.

Pfi nasledné analyze dat byla provedena relativni kvantifikace pfipravenych knihoven pomoci
software pristroje Agilent 2100 Bioanalyzer. Tento software umoziuje relativni kvantifikaci
jednotlivych pikd nukleovych kyselin €i proteint, v tomto pfipadé DNA. Relativni kvantifikace
je provedena pomoci horniho markeru, kterého koncentrace je znama a tedy plocha jeho
piku muze byt porovnana s vybranym pikem, z které mize byt vypoctena koncentrace

vybraného fragmentu v méfeném vzorku.

4.1.4.7 Selekce podle velikosti na 4% agarozovém gelu

| pfes snahu vyrobcl i uzivatell o minimalizovani nezadoucich produktu pfi pfipravé
knihoven (duplexy primerQ, pfebytky primerd, defektni €i neuplné knihovny, knihovny
pfipravené zfragmentu jinych typd RNA nez miRNA a piRNA, atd.) se tyto vyskytuji
v nezanedbatelném mnozstvi. Pro co nejvyssi kvalitu sekvenovani je nutné oddélit knihovny

pfipravené z miRNA od ostatnich fragmentl nukleovych kyselin. Za pfedpokladu, Ze miRNA
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u lidi maji nejCastéji délku 22 nukleotidl, oCekavana délka pfipravené knihovny je 141

nukleotidd.

Vzhledem k tomu, Ze pfi pfipravé knihoven z jednotlivych vzorkd byly pouzity indexovaci
primery, bylo nyni mozno smichat ekvimolarni mnozstvi knihoven z jednotlivych vzorkd do
jediné mikrozkumavky a separovat je na gelu spole¢né. Relativni koncentrace DNA
v knihovnach u jednotlivych vzorku byly vypocteny pfi kontrole kvality knihoven na pfistroji
Agilent 2100 Bioanalyzer z plochy piku s maximem pfi 141 par( bazi (Blize popsano
v kapitole 4.1.3.1).

Nejprve bylo v 250 ml Erlenmeyerové barice odvazeno na pfedvazkach 8 g agardzy pro
molekularni biologii (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko), ktera byla zalita 200 ml TAE pufru
(1%) (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko) a inkubovana 1 hodinu pfi 4°C. Poté byla tato
smés zahfana v mikrovince a za ob&asného michani dokonale rozpusténa. V tomto kroku je
dilezité dat pozor, aby smés pfi zahfivani v mikrovince nepfetekla ven z bariky. Nasledné
bylo do pravé pfipraveného gelu pfidano 8 pl 1% (w/v) vodniho roztoku ethidium bromidu
(Merck KGaA, Darmstadt, Némecko) a dikladné promichano to€ivym pohybem. Zatimco gel
chladl bez pfistupu svétla zbodu varu na zhruba 60°C, byla pfipravena vanicka
z elektroforetické cely. Protilehlé stény byly zajistény papirovou lepici paskou, ¢imz se
vytvofila nadobka, do které byl nalit gel. Ihned po naliti gelu byl vioZzen hfebinek (Sifka jamky
5 mm) a pomoci 200 ul Spi¢ky odstranény bubliny. Po 30 minutach byl ze ztuhlého gelu
hfebinek opatrné vyjmut, vani¢ka presunuta do elektroforetické cely, ktera byla poté
naplnéna TAE pufrem (1x) az po znacku. Ke smichanym vzorkim bylo pfidano 8 ul 6x
Orange DNA loading dye (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, USA) a tento roztok
(celkovy objem 55 ul) byl rozpipetovan do tfi jamek v gelu — 2, 4 a 6. Do jamek 1 a 5 bylo
napipetovano 7,5 ul O’'RangeRuler 20 bp DNA Ladder, Ready-to-Use 20-300 bp a do jamky
3 stejné mnozstvi O’'GeneRuler Low Range DNA Ladder, Ready-to-Use 25-700 bp (oba od
Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, USA). Pak byla elektroforeticka cela pfipojena
k zdroji napéti (120 V) a spusténa v chladici mistnosti (4°C) na 3,5 hodiny.

4.1.4.8 Separace a extrakce knihoven z gelu

Po probéhnuti elektroforézy byla elektroforeticka vana odpojena od zdroje napéti,
vaniCka s gelem vyjmuta a gel pfemistén na UV transiluminator. Pfi praci s gelem na
transiluminatoru je potfebné chranit kdzi a zrak pfed UV zafenim, ¢ehoz bylo dosaZzeno

pomoci laboratorniho plasté a ochranného $titu na tvar s UV filtrem.

Protoze predpokladana délka pfipravenych knihoven byla 141 nukleotid, z gelu byly

jednorazovym skalpelem vyfezany obdélniky v liniich 2, 4 a 6 mezi pruhem 140 ladderu
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O’'RangeRuler 20 bp DNA Ladder, Ready-to-Use 20-300 bp a pruhem 150 ladderu
O’GeneRuler Low Range DNA Ladder, Ready-to-Use 25-700 bp a pfeneseny do pfedem
zvazené, nukleaz prosté 1,5 ml mikrozkumavky (kap. 4.2.3, obr.). Zbytky gelu byly vyhozeny
do nebezpetného odpadu a vSechny povrchy, které pfidly do styku s ethidium bromidem,

byly vy€istény 70% roztokem ethanolu.

Poté nasledovala extrakce knihoven z gelu, pro kterou byl vyuzit kit QIAquick Gel Extraction
Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Némecko) a bylo postupovano podle navodu v QlAquick Spin

Handbook (http://www.giagen.com/resources/download.aspx?id=3987caa6-ef28-4abd-927e-

d5759d986658&lang=en). Qiaquick systém kombinuje vyhody rotaéni kolonky se

selektivnimi vazacimi vlastnostmi specialné navrzené kiemikové membrany. Pufry v kazdém
kitu jsou optimalizovany pro efektivni znovuziskani DNA a odstranéni necistot pfi kazdé
aplikaci. PFi vysoké iontové sile a zvySeném pH roztoku se DNA adsorbuje na kfemikovou
membranu, zatimco kontaminanty projdou skrz. Po efektivnim odstranéni necistot je Cista
DNA vyeluovana Tris pufrem nebo vodou. Kfemikova membrana QIAquick je jedine¢né
navrzena pro purifikaci DNA z vodnich roztoku i agarézovych gelu, pfi¢emz na jednu kolonku
se mize navazat az 10 ug DNA. Vazaci pufr v QlAquick kitech poskytuje optimalni
koncentraci chaotropickych soli (dokazou pferuSit vodikové vazby mezi molekulami vody)
a pH pro adsorpci DNA na QIAquick membranu. Adsorpce DNA na kfemikovou membranu
zavisi také na pH, kdy pfi pH 7,5 dosahuje 95% a pfi vy$Sim pH je zna&né snizena. VSechny
QIAquick Kkity obsahuji stejnou QIAquick rotaéni kolonku a jednotlivé pufry jsou
optimalizovany pro danou aplikaci. Pufr QG v QlAquick Gel Extraction kitu rozpousti
agarozové gel a poskytuje vhodné podminky pro navazani DNA na kiemikovou membranu.
QG pufr obsahuje i integrovany pH indikator, ktery je pfi pH<7,5 Zluty. Pokud je pH vySSi nez
7,5, barva roztoku se zméni na oranzovou az fialovou. V takovém pfipadé mize byt pH
roztoku upravena pomoci malého objemu 3 molarniho roztoku acetatu sodného (pH 5.0). pH
indikator nijak neinterferuje s DNA adsorpci a je kompletné odstranén pfi promyvacim kroku.
Na kfemikovou membranu se nenavazou primery, ionty, enzymy, nukleotidy, agaroza,
barviva, ethidium bromid, oleje ani detergenty a jejich kvantitativni odstranéni je zajisténo

ethanol obsahujicim pufrem PE v promyvacim kroku.

QIAquick Gel Extraction Kit je navrzen pro extrakci a purifikaci DNA fragmentut o velikosti 70
az 10 000 paru bazi z agarézovych gell v TAE nebo TBE pufru. V jedné kolonce muize byt
zpracovano maximalné 400 mg gelu. Pfed samotnym zahajenim extrakce bylo do PE pufru
pfidano 80 ml 99.5% ethanolu a otacky centrifugy nastaveny na 14 000 g, pfi kterych

probihala kazda centrifugace v tomto protokolu.

Po vyfezani a pfeneseni kouskl gelu s cDNA knihovnami do 1,5 ml pfedem zvazené,

nukleaz prosté mikrozkumavky, byla zjiSténa hmotnost gelu. Nasledné byl pfidan trojnasobny
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objem pufru QG, kde 100 mg gelu = 100 pl QG pufru. Smés QG pufru a gelu byla umisténa
na vortex (Eppendorf MixMate Vortex Mixer, Eppendorf AG, Hamburg, Némecko) a pfi 300
otackach / min. byl gel za laboratorni teploty do 10 minut dokonale rozpustén. Barva roztoku
byla Zluta, Zadna uprava pH nebyla provedena. Poté byl do roztoku pfidan isopropanol
v objemu stejném, jako mél puvodni gel (100 mg gelu = 100 pl isopropanolu) Tento krok
zvySuje vytéZzek DNA fragmentd menSich nez 500 parQ bazi a vétSich nez 4000 parl bazi.
Maximalni objem roztoku, ktery mozno nepipetovat do kolonek je podle vyrobce 800 pl, ale
vzhledem prax doporuluji nepipetovat maximalné 750 ul, aby se pfedeSlo zbyte€nym
ztratdm. Objem roztoku s isopropanolem byl vétSi, nez maximalni plnici objem kolonky,
takze po prvni centrifugaci byl napipetovan zbytek roztoku do té samé kolonky
a centrifugovan jesté jednou 1 minutu. Po kazdé centrifugaci byl filtrat vyhozen a kolonka
umisténa zpét do té samé 2 ml sbérné mikrozkumavky. Nasledovalo promyti pomoci 750 ul
PE pufru, ktery byl napipetovan na kolonku v sbérné mikrozkumavce, ktera byla ponechana
pfi laboratorni teploté po dobu 5 minut a az poté centrifugovana 1 minutu. Pak byl filtrat
vyhozen, kolonka umisténa zpét do sbérné mikrozkumavky a centrifugovana jesté jednou 1
minutu za ucelem odstranéni zbytkového ethanolu z PE pufru, ktery by mohl interagovat
s dalSimi kroky pokusu. Poté nasledovala eluce. Kolonka byla pfemisténa do nové 1,5 ml
mikrozkumavky a do stfedu QIAquick membrany napipetovano 30 ul vody pro PCR tak, aby
byla rozlita po celé plose membrany. Po 1 minuté stani pfi laboratorni teploté byla kolonka 1
minutu centrifugovana. Efektivita eluce je zavisla na pH, kde maximalni efektivita eluce je
dosazena vintervalu pH 7,0 az 8,5 a tedy eluCni roztok & voda musi mit pH v tomto
intervalu. Nasledné byla kolonka vyhozena a s extrahovanymi a pfecisténymi knihovnami se

pokracovalo v dal§im kroku.

4.1.4.9 Finalni kontrola a kvantifikace knihoven

Kontrola knihoven po extrakci z gelu byla provedena na pfistroji Agilent 2100 Bioanalyzer
pomoci Agilent DNA 1000 Kitu. Bylo postupovano stejné, jako je uvedeno v kapitole 4.1.4.6
Kontrola kvality pfipravenych cDNA knihoven, podle pokynu v Agilent DNA 1000 Kit Guide
(Agilent  Technologies, Inc., Stevens Creek Blvd Santa Clara, CA, USA,
http://sydney.edu.au/medicine/bosch/facilities/molecular-biology/nucleic-
acid/DNA1000%20kit%20Guide.pdf).

Kvantifikace knihoven byla provedena na pfistroji Qubit 2.0 Fluorometer pomoci kitu Qubit®
dsDNA HS Assay Kit, ktery umoznuje kvantifikaci DNA snadno a pfesné. Je vysoce

selektivni pro dvouvlaknovou DNA a spolehlivé zméfi koncentrace v rozsahu 10 pg az 100
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ng RNA v 1-20 pl vzorku. Intenzita signalu je zavisla na teploté a méfeni musi probihat pfi
laboratorni teploté. Signal je stabilni 3 hodiny. Kit obsahuje koncentrat reagencie pro méfeni,
pufr pro jeho zfedéni a pfedfedéné RNA standardy pro kalibraci. VSechny reagencie musi
byt pfed méfenim vytemperovany na laboratorni teplotu. Bylo postupovano podle protokolu
poskytnutého vyrobcem. (Qubit™ dsDNA HS Assay Kits, Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA, http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/mp32851.pdf).

Nejprve byl pfipraven do plastové zkumavky pracovni roztok pro Qubit zfedénim koncentratu
dsDNA HS reagencie dsDNA HS pufrem v poméru 1:200 v mnozstvi 200 pl pro kazdy vzorek
a standard. Pro oba méfené vzorky a dva standardy byla pfipravena 500 ul mikrozkumavka
pro PCR. Oba kalibraéni standardy byly pfipraveny smichanim 10 ul roztoku standardu se
190 ul pracovniho roztoku. Oba vzorky byly pfipraveny smichanim 1 ul vzorku se 199 ul
pracovniho roztoku, promichany na vortexu a inkubovany pfi laboratorni teploté po dobu 2
minut. Na pfistroji byl vybran program ,DNA*, poté ,dsDNA High Sensitivity“ a nasledné bylo

postupovano podle instrukci na obrazovce.

Zjisténé hmotnostni koncentrace byly pfepocitany na molarni koncentraci pomoci vztahu

Koncentrace v ng / ul x 10°
= koncentrace v nM,

(660 g / mol * primérna délka knihovny v parech bazi)

kde za priimérnou délku knihovny v parech bazi bylo dosazeno 150.

4.1.5 Upravy knihoven pred sekvenovanim

Pro dosazeni sekvenaCnich dat nejvySsi kvality je dulezité vytvofit optimalni hustotu
klastr( v kazdé linii pratokové cely. Pfed sekvenovanim je tedy potfebné nejdfive pfipravené
knihovny kvantifikovat, denaturovat na jednotliva viakna DNA a vhodné je nafedit, aby byla
dosazena spravna hustota clusterl na prutokové cele. Na rozdil od pfistroje MiSeq, nami
vyuzity pfistroj HiSeq 2000 je neschopen provést i amplifikaci pfed sekvenovanim, proto se

pro tento ukol vyuziva pfistroj cBot (lllumina, Inc., San Diego, CA, USA).

4.1.5.1 Denaturace a fedéni

Nejprve byly knihovny zfedény TE pufrem laboratorni teploty na koncentraci 2 nM, roztok
kratce zvortexovan a stoCen na stolni mikrocentrifuze. Dale byly pfipraveny roztoky pro
denaturaci a dalSi Ffedéni. Nejdfive byl hybridizacni pufr HT1 rozmrazen pfi laboratorni
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teploté a po rozmrazeni pfemistén do 4°C. Poté byl pfipraven 1 ml Cerstvého roztoku
hydroxidu sodného (NaOH) s koncentraci 0,1 M smichanim 100 pl 1 M zasobniho roztoku
NaOH s 900 pl vody pro PCR. Spole€nost lllumina durazné doporucuje pred kazdou
denaturaci knihoven pfipravit Cerstvy roztok 1M NaOH. Roztok NaOH muze byt pouzit po

dobu 12 hodin od pfipravy.

Knihovny byly dale denaturovany a zfedény na 20 pM. 10 pl 2 nM roztoku knihoven bylo
smichano v 1,5 ml mikrozkumavce s 10 uyl 0,1 M roztoku NaOH, vysledny roztok kratce
zvortexovan a stocen pfi 280 g po dobu 1 minuty. Poté byl roztok inkubovan 5 minut pfi
laboratorni teploté. Nasledné bylo pfidano 980 ul pfedchlazeného hybridizaéniho roztoku
HT1 a roztok s knihovnami umistén na led. Pro sekvenovani miRNA knihoven byla navrzena
vysledna koncentrace 6 pM, které bylo dosazeno smichanim 300 upl 20 pM roztoku knihoven
se 700 pl pfedchlazeného hybridizaéniho roztoku HT1 v 1,5 ml mikrozkumavce. Vysledny
roztok byl promichan oto¢enim a kratce sto€en na stolni centrifuze. Maximalni koncentrace

NaOH v kone¢ném roztoku muize byt nejvic 1 mM.

4.1.5.2 PhiX Spike-In

Denaturovana Phix kontrola byla pfipravena stejnym postupem jako knihovny -
denaturovana 0,1 M roztokem NaOH a zfedéna hybridizaénim pufrem HT1 na vyslednou
koncentraci 6 pM. K 900 pl roztoku zdenaturovanych knihoven bylo pfidano 100 ul roztoku
zdenaturované kontroly PhiX, vysledny roztok promichan otoenim, kratce stocen na stolni
centrifuze a umistén na led. Nasledné byl pfipraven PCR strip z mikrozkumavek o objemu
200 pl, mikrozkumavky oc€islovany a do kazdé z mikrozkumavek bylo napipetovano 120 ul

roztoku knihoven a PhiX kontroly. Cely strip byl poté umistén na led.

4.1.5.3 cBot

Generace klastri byla provedena na pfistroji cBot pomoci kitu TruSeq SR Cluster Kit v3
(cBot - HS) (lllumina, Inc., San Diego, CA, USA). Na pfistroji byl nejprve spustén uvodni
promyvaci program a po dobu jeho béhu byly rozmraZeny reagencie na laboratorni teplotu.
Po probéhnuti promyvani bylo postupovano podle instrukci pfistroje a vybran spravny
protokol, vlozen zasobnik s reagenciemi, Cista prutokova cela, pritokové hadiCky a strip
s knihovhami. Poté byla zvolena kontrola pfed béhem, zda je v8e na misté a pfipraveno.
Poté probéhl program generace klastri, po kterém byla pratokova cela vyjmuta z pfistroje

a uskladnéna v 50 ml flakonce ve skladovacim pufru. Na zavér probéhla kontrola Uspésnosti
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béhu a promyvani. Optimalni hustota klastri pro sekvenovani na pfistroji HiSeq 2000 je

zhruba 1000 na mm?2.

4.1.6 Sekvenovani

Sekvenovani bylo provedeno na pfistroji HiSeq 2000 pomoci kitu TruSeq SBS Kit v3 -
HS (50 Cykld) (lllumina, Inc., San Diego, CA, USA). Nejprve byly pfipraveny, rozmrazeny
a promichany vSechny reagencie potfebné pro sekvenovani. Poté byly prostfednictvim
software pfistroje zadany parametry daného béhu a podle dalSich instrukci pfistroje viozena
kazeta s reagenciemi pro sekvenovani. Nasledné byla do pfistroje vlozena pouzita pratokova
cela a za pomoci kontrolni kapaliny zkontrolovana spravna &innost pratokového systému. P¥Fi
nahrazeni kontrolni kapaliny reagenciemi pro sekvenovani byl zkontrolovan i mrtvy objem.
Nyni byla pouzita pritokova cela vyménéna za nami pfipravenou na pfistroji cBot, opét byl
zkontrolovan spravny priatok v systému a spustén sekvenacni béh, ktery byl sledovan
v realném Case na obrazovce pristroje. Po probéhnuti sekvenovani byl spustén promyvaci

program a u reagencii vyjmutych z pfistroje byl zkontrolovan ubytek jejich objemu.

4.1.7 Zpracovani a uprava sekvenaé€nich dat

Data ziskana v sekvenaénim runu byla poslana k vyhodnoceni bioinformatikovi Mgr.
Tomasi Novosadovi, ktery provedl po vSech potfebnych Upravach dat a identifikaci vSech
pfitomnych transkriptd miRNA diferenéni expresni analyzu mezi skupinami C/TEP a P1
pomoci software DESeq2 za vyuziti superpocitate Anselm, ktery je pod spravou
vysokoSkolského ustavu IT4Innovations Technické Univerzity Banské - Technické univerzity

v Ostravé, Ostrava, Ceska republika. (-ove: Huber Anders, 2014)

4.2. Vysledky

4.2.1 Zméreni kvality a kvantity izolované RNA
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Zmeéfené hodnoty kvality a kvantity izolované RNA z pfistroju Agilent 2100 Bioanalyzer
a Qubit® 2.0 Fluorometer jsou uvedeny v tabulce (tab. 4). S ohledem na pouZity kit, pro
pfipravu knihoven bylo zvoleno poc¢ate¢ni mnozstvi 500 ng RNA, coZ byla polovina
maximalniho pocatecniho mnozstvi pro dany kit. ProtoZze maximalni vstupni objem RNA
vzorku byl vyrobcem kitu stanoven na 6 ul, minimalni koncentrace RNA vzorku mohla byt
83,3 ng / pl. Vzhledem ktomu, Ze 7 vzorkl nedosahovalo této koncentrace, byly
zakoncentrovany na pfistroji Eppendorf centrifugal vacuum concentrator, model 5301

(Eppendorf AG, Hamburg, Némecko). Pokud zakoncentrovani snizilo objem vzorku pod 6 ul,

vzorek byl do tohoto objemu doplnén vodou pro PCR.

.| oncentrace Celkova »
Oznaceni RNA RINLIRIN 2| RNA Vyu2|t,|
vzorku (ng / ul) Koncentratoru
(Qubit) (M9)

T4 360,0 81 | 85 | 35,28 1,39 Ne -
T9 2225 80 | 82 | 21,80 2,25 Ne -
T73 49,1 7,4 | NJA'| 2,45 10,18 Ano 5,8
189 73,0 7,7 | NIJA'| 3,65 6,85 Ano 57
T97 255,0 70 | 84 | 12,75 1,96 Ne -
T102 20,8 76 | 3.3 2,04 24,04 Ano 6,0
T131 21,0 81 | 7,6 2,06 23,81 Ano 5,9

Tab. 4: Zméfené hodnoty kvality a kvantity izolované RNA z pfistroju Agilent 2100
Bioanalyzer a Qubit® 2.0 Fluorometer. Kvalita RNA byla stanovena dvakrat, poprvé ihned po
izolaci (RIN 1) a podruhé tésné pred pfipravou knihoven (RIN 2). Primérna koncentrace
RNA byla 153,9 ng / ul (20,8; 360,0), pramérny RIN byl 7,9 (3,3; 9,1) a prumérna celkova
RNA byla 12,56 ug (2,04; 35,28). U nékterych vzorkd nebyl pfi méfeni kvality RNA pred
pFipravou knihoven zméfen RIN. RIN je vypocitavan pomoci software pfistroje Agilent 2100

Bioanalyzer z celkové elektroforetické krivky, které kvalita nebyla u téchto vzork( pro
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spolehlivé urCeni RIN dostate€na. U vzorku T102 byl zméfen RIN = 3,3, avSak tento
vysledek byl vyhodnocen jako hruba chyba a statisticky vylou€¢en. Objem 500 ng RNA 2

oznacuje objem daného vzorku po zakoncentrovani.

4.2.2 Kvantifikace pripravenych knihoven

Kvantifikace pfipravenych knihoven byla provedena na pfistroji Agilent 2100 Bioanalyzer
a jeho software. Zméfené Udaje a pouzité indexy pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny
v tabulce (Tab. 5). Ekvimolarni mnozstvi kazdé knihovny bylo na zakladé diskuze zvoleno na
4,5 ng.

Koncentrace | Objem

, Oznaceni N EBNext Sekvence | pfipravenych [ 4,5 ng
Skupina index pro ) . )
vzorku . indexu knihoven | knihoven
[lluminu
(ng / yl) (WI)
P1 T4 10 TAGCTT 3,12 1,44
P1 T9 11 GGCTAC 3,20 1,41
P1 T73 14 AGTTCC 9,02 0,50
P1 T89 15 ATGTCA 5,80 0,78
P1 T97 16 CCGTCC 0,74 6,08
P1 T102 12 CTTGTA 2,30 1,96
P1 T131 13 AGTCAA 1,60 2,81
P1 T1215 17 GTAGAG 1,21 3,72

Tab. 5: Zméfené udaje pfi kvantifikaci knihoven. Primérna koncentrace pfipravenych
knihoven byla 3,15 ng / pl (0,33; 9,02). Neobvyklé fazeni indexd bylo zplsobeno jinym

pofadim vzorku pfi pfipravé knihoven.
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4.2.3 Extrakce knihoven z gelu, jejich finalni kontrola a kvantifikace

Po elektroforetické separaci pfipravenych a precisténych knihoven na 4% agarézovém
gelu, byly z ného jednorazovym skalpelem vyfezany obdélniky v liniich 2, 4 a 6 mezi pruhem
140 ladderu O’RangeRuler 20 bp DNA Ladder, Ready-to-Use 20-300 bp a pruhem 150
ladderu O’GeneRuler Low Range DNA Ladder, Ready-to-Use 25-700 bp (Obr. 5).

Exp: 33 msec Bin: 1%1 Gain: 1.0 B:39 W:120 G:0.55 N:0 Date: 1/14/2014 Time: 2:47:38 pm 10#890-17 File: Untitled

Obr. 5: Fotografie 4% agarézového gelu, z kterého byly vyfezany obdélniky v liniich 2, 4 a 6
mezi pruhem 140 ladderu O’RangeRuler 20 bp DNA Ladder, Ready-to-Use 20-300 bp
a pruhem 150 ladderu O’GeneRuler Low Range DNA Ladder, Ready-to-Use 25-700 bp.

Po extrakci knihoven z gelu byly tyto jeSté jednou zkontrolovany na pfistroji Agilent 2100

Bioanalyzer. Zmérené elektroforetické kfivky jsou na obrazku (Obr. 6).
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final library 1 final library 2
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Obr. 6: Zmérené elektroforetické kfivky finalni kontroly knihoven. Knihovny byly zméfeny ze

statistickych divodd dvakrat

Po zkontrolovani byly knihovny kvantifikovany pomoci pfistroje Qubit 2.0 Fluorometer, na
kterém byla zméfena koncentrace 1,45 ng / pl (14,6 nM), podle které byly knihovny nasledné
fedény na 2 nM.

4.2.4 Sekvenovani

Pribéh a kvalita sekvenovani jsou zobrazeny na obrazcich (Obr. 7, 8, 9, 10 a 11).

Knihovny pfipraveny z miRNA vzorku byly v linii 8.
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Obr. 7: Primérna hustota klastr( v linii 8 ¢inila 496 000 + 113 000 na mm?.
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Obr. 8: Rozptyl hustoty klastrd ve vSech liniich. Modfe jsou oznaceny vSechny klastry,

zelené klastry, které vyhovéli softwarovému kvalitativnimu filtru, ¢ervena Cara predstavuje

median.
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Obr. 9: Procentudlni kvalita cteni v kazdém cyklu v linii 8.
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Obr. 10: Distribuce skére kvality pro linii 8. Dany graf popisuje pocty cykll, které dosahli
dané kvality. Jak z né&j vyplyva, nejvic cykli dosahlo nejvyssSi méfitelné skore kvality Q42

a procentualni pomér vSech kvalitnich cykli se skore kvality vy$8im a rovnym Q30 je 96,7%.
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Obr. 11: Distribuce barkédu (indext) v linii 8. Z danych dat vyplyva, Ze nejCastéji
osekvenovany index je CCGTCC (NEBNext index €. 16), kterym byl oznacen vzorek T97.
VSechny indexy jsou pomérné rovnomérné zastoupeny, co znamena, Ze byly pomérné

rovnomérné zastoupeny i jednotlivé vzorky.

4.2.5 Vyhodnoceni sekvenaénich dat

Celkem bylo ve vSech vzorcich obou porovnavanych skupin zjisténo 2593 raznych typa
kratkych RNA molekul, z kterych byl u 138 zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v expresi
(p = 0,05) mezi skupinami C/TEP a P1. Srovnani miry exprese vybranych miRNA a jejich

prekurzord mezi témito skupinami jsou uvedeny v tabulkach (Tab. 7, 8 a 9).
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Normalizovany Nasobek
y Nasobek zmény | Standardni

mikroRNA pramér poctu zmény | P-hodnota
.. exprese (log2)
Cteni exprese
1 |hsa-miR-548ar-3p 5,021 1,534 0,432 2,896 <0,001
2 |hsa-miR-141-3p 4,421 1,527 0,454 2,882 0,001
3 |hsa-miR-519d-3p 4,205 1,487 0,476 2,803 0,002
4 |hsa-miR-202-5p 2,145 1,472 0,454 2,775 0,001
5 |hsa-mir-548e 2,462 1,421 0,460 2,677 0,002
6 |hsa-mir-215 29,721 1,408 0,435 2,655 0,001
7 |hsa-miR-29b-3p 3739,583 1,406 0,453 2,650 0,002
8 |hsa-mir-520f 1,474 1,373 0,471 2,590 0,004
9 |hsa-miR-6502-5p 2,280 1,314 0,464 2,486 0,005
10 |hsa-mir-3910-1 3,576 1,311 0,445 2,481 0,003
11 |hsa-miR-548e-5p 2,328 1,300 0,483 2,463 0,007
12 |hsa-mir-3945 1,219 1,259 0,482 2,394 0,009
13 |hsa-miR-142-3p 2013,713 1,220 0,419 2,330 0,004
14 |hsa-miR-4680-5p 0,744 1,190 0,470 2,281 0,011
15 |hsa-mir-466 3,050 1,185 0,473 2,274 0,012
16 |hsa-miR-556-5p 3,529 1,165 0,481 2,242 0,015
17 |hsa-miR-3910 11,301 1,155 0,454 2,227 0,011
18 |hsa-mir-3910-2 2,482 1,154 0,469 2,226 0,014
19 |hsa-miR-9-5p 64,430 1,148 0,369 2,216 0,002
20 |hsa-mir-142 42,808 1,130 0,448 2,188 0,012
21 |hsa-miR-32-3p 19,769 1,122 0,337 2,176 0,001
22 |hsa-miR-517a-3p 6,588 1,117 0,478 2,169 0,019
23 |hsa-miR-29c¢-3p 785,655 1,096 0,363 2,138 0,003
24 |hsa-miR-4802-5p 9,329 1,076 0,401 2,108 0,007
25 |hsa-miR-200a-3p 69,817 1,076 0,367 2,107 0,003
26 |hsa-mir-4777 9,223 1,067 0,441 2,095 0,016
27 |hsa-miR-517b-3p 6,448 1,066 0,464 2,094 0,022
28 |hsa-mir-7705 0,584 1,064 0,439 2,090 0,015
29 |hsa-miR-548v 1,886 1,062 0,480 2,088 0,027
30 [hsa-miR-188-3p 1,787 1,060 0,462 2,084 0,022
31 [hsa-miR-429 10,175 1,041 0,349 2,057 0,003
32 |hsa-miR-184 74,759 1,031 0,482 2,043 0,032
33 [hsa-miR-142-5p 3855,640 1,023 0,413 2,032 0,013
34 |hsa-miR-548k 87,814 1,021 0,331 2,029 0,002
35 |hsa-miR-129-1-3p 4,315 1,018 0,464 2,025 0,028
36 |hsa-miR-340-3p 276,853 1,011 0,351 2,016 0,004
37 |hsa-miR-4661-5p 8,838 1,009 0,482 2,012 0,036
38 |[hsa-miR-518b 1,930 1,004 0,482 2,005 0,037
39 [hsa-miR-7705 3,622 0,972 0,431 1,961 0,024
40 [hsa-miR-219b-5p 1,564 0,969 0,469 1,957 0,039
41 |hsa-mir-934 2,310 0,964 0,475 1,951 0,042
42 |hsa-miR-4717-5p 0,441 0,949 0,428 1,930 0,027
43 |hsa-miR-548e-3p 74,656 0,943 0,350 1,923 0,007
44 |hsa-miR-3065-3p 8,657 0,932 0,476 1,909 0,050
45 |hsa-miR-3145-3p 0,931 0,931 0,462 1,906 0,044
46 |hsa-miR-32-5p 767,765 0,926 0,423 1,899 0,029
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mikroRNA

Normalizovany 3 . , | Nasobek
Nasobek zmény | Standardni .
zmény | P-hodnota

exprese (log2)

prameér poctu
cteni exprese

47 |hsa-miR-129-2-3p 73,171 0,923 0,459 1,896 0,044
48 |hsa-miR-9-3p 5,008 0,921 0,406 1,893 0,023
49 |hsa-miR-511-3p 234,161 0,920 0,347 1,892 0,008
50 |hsa-mir-374a 74,267 0,901 0,393 1,867 0,022
51 |hsa-miR-499a-5p 121,139 0,900 0,313 1,866 0,004
52 |hsa-miR-4677-3p 38,409 0,885 0,366 1,847 0,016
53 |hsa-miR-520d-5p 0,595 0,882 0,414 1,843 0,033
54 |hsa-miR-338-3p 18,637 0,876 0,414 1,835 0,035
55 |hsa-miR-223-3p 1427,010 0,874 0,369 1,832 0,018
56 |hsa-mir-340 178,040 0,865 0,367 1,821 0,018
57 |hsa-miR-1277-3p 5,684 0,854 0,432 1,808 0,048
58 |hsa-miR-651-5p 54,363 0,854 0,409 1,808 0,037
59 |hsa-miR-598-3p 67,297 0,832 0,330 1,780 0,012
60 |hsa-miR-1278 47,865 0,831 0,335 1,779 0,013
61 |hsa-miR-588 0,313 0,829 0,415 1,777 0,045
62 |hsa-miR-30d-3p 16,877 0,812 0,369 1,756 0,028
63 |hsa-mir-29a 511,254 0,810 0,300 1,753 0,007
64 |hsa-miR-27a-3p 45778,202 0,784 0,308 1,722 0,011
65 |hsa-miR-148b-5p 7,734 0,781 0,377 1,719 0,038
66 |hsa-miR-34a-3p 10,106 0,764 0,356 1,698 0,032
67 |hsa-miR-223-5p 92,097 0,753 0,317 1,686 0,018
68 |hsa-miR-3607-5p 23,383 0,729 0,357 1,658 0,041
69 |hsa-miR-30e-5p 9414,779 0,724 0,345 1,651 0,036
70 |hsa-miR-3912-3p 26,319 0,722 0,337 1,649 0,032
71 |hsa-mir-27a 124,164 0,705 0,321 1,630 0,028
72 |hsa-miR-29a-3p 21284,312 0,690 0,266 1,613 0,010
73 |hsa-mir-148b 108,518 0,671 0,288 1,592 0,020
74 |hsa-miR-374b-5p 859,089 0,634 0,290 1,551 0,029
75 |hsa-miR-628-5p 37,652 0,627 0,315 1,544 0,046
76 |hsa-miR-449a 15,642 0,626 0,296 1,543 0,034
77 |hsa-miR-21-5p 1125298,578 0,619 0,315 1,536 0,049
78 |hsa-miR-660-5p 3140,067 0,596 0,265 1,511 0,024
79 |hsa-miR-1271-5p 309,421 -0,545 0,279 0,685 0,050
80 |hsa-let-7e-5p 6049,167 -0,594 0,296 0,662 0,045
81 |hsa-miR-574-3p 1728,206 -0,607 0,247 0,656 0,014
82 |hsa-miR-193a-5p 1207,254 -0,630 0,291 0,646 0,030
83 |hsa-miR-7706 66,554 -0,668 0,302 0,629 0,027
84 |hsa-miR-1180-3p 272,426 -0,679 0,321 0,625 0,034
85 |hsa-miR-744-5p 1468,564 -0,688 0,346 0,621 0,047
86 |hsa-miR-574-5p 45,272 -0,708 0,350 0,612 0,043
87 |hsa-miR-1292-5p 12,766 -0,713 0,356 0,610 0,045
88 |hsa-miR-320a 5444,130 -0,718 0,233 0,608 0,002
89 |hsa-miR-320b 251,168 -0,736 0,246 0,601 0,003
90 |hsa-mir-320a 3070,346 -0,783 0,264 0,581 0,003
91 |hsa-miR-485-5p 193,344 -0,795 0,350 0,576 0,023
92 |hsa-miR-6511b-3p 12,078 -0,803 0,370 0,573 0,030
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Normalizovany Nasobek
y Nasobek zmény | Standardni

mikroRNA pramér poctu zmény | P-hodnota
v exprese (log2)
¢teni exprese
93 |hsa-miR-320c 38,024 -0,824| 0,309 0,565 0,008
94 |hsa-miR-370-3p 2177,175 -0,831 0,412 0,562 0,044
95 |hsa-mir-133a-1 72,194 -0,833 0,383 0,561 0,030
96 |hsa-miR-3158-3p 52,242 -0,834| 0,388 0,561 0,032
97 |hsa-miR-34c-5p 1243,826 -0,846 0,378 0,556 0,025
98 |hsa-miR-377-5p 67,668 -0,856 0,375 0,552 0,022
99 |hsa-miR-365a-5p 61,204 -0,859 0,347 0,551 0,013
100|hsa-mir-494 0,399 -0,875 0,429 0,545 0,042
101|hsa-miR-3200-5p 2,911 -0,888 0,442 0,540 0,045
102 |hsa-miR-320d 10,247 -0,888 0,349 0,540 0,011
103 |hsa-miR-382-5p 489,581 -0,898 0,376 0,537 0,017
104 |hsa-miR-6813-5p 0,637 -0,906 0,461 0,534 0,049
105|hsa-mir-4649 0,689 -0,907 0,460 0,533 0,049
106 |hsa-mir-3064 3,415 -0,908 0,443 0,533 0,041
107 |hsa-miR-133a-3p 85,868 -0,908 0,374 0,533 0,015
108|hsa-miR-139-3p 169,763 -0,918 0,406 0,529 0,024
109|hsa-miR-92b-5p 48,879 -0,923 0,387 0,527 0,017
110|hsa-miR-34c-3p 16,243 -0,940| 0,387 0,521 0,015
111|hsa-miR-34b-3p 16,548 -0,940| 0,438 0,521 0,032
112|hsa-miR-4715-3p 0,818 -0,942 0,476 0,520 0,048
113|hsa-miR-4728-3p 0,450 -0,946 0,437 0,519 0,031
114|hsa-miR-4685-3p 3,949 -0,949 0,463 0,518 0,040
115|hsa-miR-210-3p 2443,884 -0,962 0,447 0,513 0,031
116|hsa-miR-6734-5p 1,840 -0,962 0,476 0,513 0,043
117|hsa-mir-6513 1,343 -0,969 0,483 0,511 0,045
118|hsa-miR-4667-5p 1,018 -0,979 0,482 0,507 0,042
119|hsa-miR-3150b-3p 0,547 -0,985 0,439 0,505 0,025
120|hsa-miR-193b-3p 1187,105 -0,986 0,376 0,505 0,009
121|hsa-mir-379 3,367 -0,991 0,479 0,503 0,038
122|hsa-miR-193b-5p 66,374 -0,992 0,351 0,503 0,005
123|hsa-miR-765 1,356 -0,998 0,469 0,501 0,033
124|hsa-miR-182-5p 533,013 -1,022 0,431 0,492 0,018
125|hsa-mir-493 1,156 -1,025 0,482 0,491 0,033
126|hsa-miR-412-5p 35,231 -1,029 0,439 0,490 0,019
127|hsa-miR-4446-3p 0,682 -1,032 0,442 0,489 0,020
128|hsa-miR-3187-3p 1,131 -1,046 0,481 0,484 0,030
129|hsa-miR-6780a-5p 0,495 -1,065 0,450 0,478 0,018
130|hsa-miR-206 2,275 -1,114 0,476 0,462 0,019
131|hsa-miR-323a-5p 1,279 -1,116 0,482 0,461 0,021
132|hsa-miR-210-5p 42,366 -1,123 0,463 0,459 0,015
133|hsa-miR-939-5p 1,780 -1,151 0,473 0,450 0,015
134 |hsa-mir-4732 1,122 -1,179 0,480 0,442 0,014
135|hsa-miR-544b 0,863 -1,211 0,457 0,432 0,008
136|hsa-mir-496 1,924 -1,245 0,483 0,422 0,010
137|hsa-miR-6735-5p 1,175 -1,314| 0,483 0,402 0,007
138|hsa-mir-3617 1,573 -1,321 0,476 0,400 0,005
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Tab. 7,8 a 9: Srovnani miry exprese vybranych miRNA a jejich prekurzorl mezi skupinami
C/TEP a P1. Data jsou sefazena podle nasobku zmény exprese. Normalizovany primér
poctu &teni vyjadfuje prGmérny pocet precteni dané sekvence v jednom vzorku (u jednoho
pacienta). Log2 nasobku zmény exprese vyjadiuje, kolikrat se exprese dané miRNA zménila
u P1 skupiny v porovnani s C/TEP skupinou. Zatimco kladny log2 nasobku zmény exprese
vyjadfuje vy3Si expresi dané miRNA u skupiny P1, zaporny log2 nasobku zmény exprese
vyjadfuje nizSi expresi dané miRNA u této skupiny v porovnani se skupinou C/TEP.
Standardni chyba je uvedena pro vypocCet Log2 nasobku zmény exprese. Nasobek zmény
exprese vyjadfuje, kolikrat se exprese dané miRNA zménila u P1 skupiny v porovnani
s C/TEP skupinou. (Napfiklad, nasobek zmény exprese rovny 2,000 by vyjadfoval, ze

exprese dané miRNA byla dvojnasobna u skupiny P1 v porovnani se skupinou C/TEP.)

V grafu na obrazku (Obr. 13) jsou znazornény log2 nasobkl zmén expresi u vybranych
mMiRNA, které maji vliv na zanétlivou reakci.
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Obr. 13: Graf znazorfiujici log2 nasobkd zmén expresi u vybranych miRNA, které maiji vliv

na zanétlivou reakci. Chybové usecky predstravuji standardni chybu.

V grafu na obrazku (Obr. 14) pfedstavuje kazdy zjistény typ miRNA ¢&i jejiho prekurzoru jeden
bod. Tento graf vyjadfuje zavislost log2 nasobku zmény exprese mezi skupinami P1 a C/TEP

od log2 normalizovaného priméru poctu ¢teni.
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Obr. 14: Graf zavislosti log2 nasobku zmény exprese mezi skupinami P1 a C/TEP od

log2 normalizovaného priméru poétu &teni. Cervené jsou zobrazeny miRNA a jejich

prekurzory se statisticky vyznamnou mirou zmény exprese (p < 0,05).
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5. Diskuze

Voperovani totalni kloubni endoprotézy se stava stale cCastéjSim FeSenim tézkého
poSkozeni kloubl nasledkem udrazu & nemoci. Dlouhodobé uZzivani implantatu je vSak
limitovano vicerymi mechanizmy selhani, mezi které patfi infekce, labilita implantatu,
asepticka osteolyza a aseptické uvolnéni. V souCasnosti se asepticka osteolyza stava jednou
Z nejCastéjSich pficin selhani kloubniho implantatu. Jedna se o postupné odbouravani kostni
hmoty prostfednictvim vicerych typld bunék v€etné imunitnich, coz muze vyustit az
v aseptické uvolnéni kloubni endoprotézy z kosti. Pfedpokladana hlavni pfi€ina aseptické
osteolyzy tkvi v chronické zanétlivé reakci na otérové &astice uvolfiované z endoprotézy
jejim dennim pouzivanim, coz ma za nasledek destrukci kostni tkané prostfednictvim
zvySeni osteoklastogeneze a aktivity osteoklastll. Pfestoze se vyrobci kloubnich implantati
snazi snizit riziko aseptické osteolyzy vyuzitim novych materiall a dizajnd endoprotéz,
v soucasnosti je jednou z kliGovych podminek pro pfijeti kloubni nahrady vrist kostni tkané
do porovitého povrchu endoprotézy. Viceré studie prokazaly, ze tento proces je zavisly na
mnoha faktorech, mezi které patfi regulace kostni homeostazy i vliv imunitniho systému.
Také bylo zjisténo, ze mezi nositeli kloubnich nahrad se vyskytuji individualni rozdily v mife
tolerance k této nahradé, z ¢eho mozno usuzovat, Ze vnimavost k aseptické osteolyze mlze

byt podminéna i individualni genetickou vybavou jednotlivych nositel(, o' et 2007)

5.1. Vliv miRNA regulace na aseptickou osteolyzu

Vliv miRNA regulace na procesy spojené s aseptickou osteolyzou je v sou€asnosti témér
neprozkoumana oblast. K dneSnimu dni existuje jen nékolik praci, které se timto tématem
zabyvaji. V jedné znich byl odhalen vliv miR-21 na regulaci diferenciace osteoklastu
prostfednictvim RANK-RANKL signalni kaskady. V této studii bylo zji§téno, Zze miR-21
podporuje diferenciaci osteoklastll prostfednictvim nepfetrzitétho udrzovani funkce
transkripéniho faktoru c-fos/AP-1, ktery ovliviiuje expresi genl spojenych s procesem
osteoklastogeneze, (Sugatan. Vacher, Hruska, 2011) v/ qa|5i studii byla zkoumana mira exprese miR-21
v periprostetické tkani u zvifecich modell, kterym byly implantovany do této tkané otérové
Castice z endoprotézy. Bylo zjisténo, Ze otérové Castice mohou zplsobit znaénou osteolyzu
a mira exprese miR-21 se jejich plsobenim muize rychle zvednout. Oproti kontrolni skupiné

byla exprese miR-21 v téchto modelech pfiblizné sedminasobna a aktivita osteoklastu
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pfiblizné desetinasobna. V této studii byla také navrzena moznost vyuziti konkrétni miRNA
jako terapeutického cile pro onemocnéni s vyskytem osteolyzy, v€etné osteolyzy nasledkem
chronické zanétlivé reakce na otérové &astice z endoprotézy.@how Hu: Cheng. 2012) Bylg také
prokazano, Ze potlageni diferenciace a proliferace osteoklastd muize byt efektivni cestou
k prevenci aseptické osteolyzy (Horowitz Purdon. 1995) 3  tomuto Géelu je moZno pouzit i inhibitor
miR-21,&"ou tu. Cheng, 2012) v/ 44181 studii bylo potvrzeno, Ze u&innou terapii aseptické osteolyzy
muze byt i pfimé vyuziti konkrétnich, lokalné aplikovanych miRNA, které jsou schopny
ucinné inhibovat expresi prozanétlivych cytokina, kterymi jsou VEGF, TNF-a, IL-13 nebo
RANKL.#hang etal. 2011) Kromg t&chto miRNA mohou mit na aseptickou osteolyzu podstatny vliv

i jiné miRNA, které zatim nebyly popsany.

5.2. Vyuziti NGS pro miRNA profilovani

Next Generation Sequencing je nova metoda vyuzitelna pro miRNA profilovani, pomoci
které je mozno ziskat i ta data, ktera jsou jinymi metodami nedosazitelna. Kromé nespornych
vyhod této metody, jakymi jsou vysoka citlivost, Siroky dynamicky rozsah detekce nebo
presnost pfi diferenCni analyze exprese, jeji nejvétsi nevyhoda je souCasné i jeji nejvétsi
pfednosti, a to obrovské mnozstvi generovanych dat. V téchto datech muze byt pfi jejich
efektivnim softwarovém zpracovani nalezeno mnozstvi sekvenci miRNA, napfiklad s nizkou
mirou exprese, jejichz mozny vliv na studovany biologicky problém muize byt kliCovy a zatim
nebyl popsan v odborné literatufe. Pomoci NGS muze byt objeven i vliv téch miRNA, které
puvodné vibec nebyly oekavany v dané studii. Vzhledem ke stale vétSimu rozsiteni NGS
technologii ve svété a nedavno zjisténym poznatkim o znacné mife vlivu miRNA regulace
na zivé soustavy je mozné olCekavat, Zze uz v blizké budoucnosti se miRNA profilovani
pomoci NGS stane béznou praxi a pfispéje tak ke komplexnimu porozuméni procesi miRNA

regulace v biologickych systémech,(Tam eta 2014)

5.3. Prinos této prace

Tato prace je zaméfena na zjiténi a porovnani expresnich profild vybranych miRNA

u dvou skupin pacientd s totalni endoprotézou kolenniho kloubu, liSicich se divodem
reoperace za vyuziti technologie Next Generation Sequencing. Pacienti ve skupiné P1 byli
nuceni podstoupit reoperaci kloubni nahrady nasledkem aseptické osteolyzy, kdeZto pacienti
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ze skupiny C/TEP podstoupili reoperaci z jinych divodu nez je aseptické uvolnéni. Pomoci
experimentd popsanych v této praci bylo identifikovano celkem 138 typu mikroRNA a jejich
prekurzoru, jejichz mira exprese se statisticky vyznamné liSila (p < 0,05) mezi porovnavanymi
skupinami P1 a C/TEP. Bylo zjisténo, Zze ve skupiné P1 doslo u 78 miRNA ke statisticky
vyznamnému zvyseni exprese a u 60 miRNA ke statisticky vyznamnému sniZzeni exprese pfi

porovnani se skupinou C/TEP.

Mezi miRNA se zjisténou zvySenou expresi byly tyto vybrané miRNA, které se podileji na
zanétlivé imunologické reakci: miR-21, miR-29, miR-34a, miR-142, miR-148b, miR-223
a miR-499a.

Bylo prokazano, ze miR-21 je vlivna miRNA, ktera se podili na mnozstvi fyziologickych
i patologickych procesu. Jeji nejznaméjsi funkci je schopnost podpofit proliferaci nadorovych
bun&k a poskytnout jim odolnost vii&i apoptoze.Kriehevsky. Gabriely. 2009 Nedayné studie se
zaméfily na prozkoumani jejiho vlivu na funkci a regulaci monocytll a makrofagu, u kterych
bylo zji§t&no, Ze exprese miR-21 je vyznamné zvysena pfi aktivaci monocyt(. (Sheedy etal. 2009)
MiR-21 muze slouzit i jako jeden z mediatorl signalu uvolnéného stimulaci klicovych
cytokint a Fidit diferenciaci monocyttl na osteoklasty. " -t €heng. 2012) \fiR_21 ma zasadni vliv
i na alergicky zanét plic, kde je jejim molekularnim cilem IL12p35, cytokin pfispivajici
k polarizaci Th lymfocyt(i k Th2 lymfocyttim, -+ Munitz. Rothenberg, 2009) Tat9 miRNA je zapojena i do
procesu fibrotizace, kde prostfednictvim TGF-f signalizace funguje jako zesilujici obvod
a podporuje dalsi fibrotizaci.“™ €2 2013 v/ této diplomové praci bylo zjisténo, e miR-21 byla
mohutné exprimovana u obou studovanych skupin. Jeji mira exprese byla vic nez 1,5% vyssi
u skupiny P1, coz je ve shodé s odbornou literaurou. U aseptické osteolyzy je zanét,
fibrotizace i aktivita osteoklastd mnohem vyS$si nez u bézného nositele kloubni endoprotézy.
MiR-29 muze napomahat pfi resetovani bunécnych proteinovych profild jako odpovédi na
vngjSi podnét u zanétlivé reakce. U miR-29 byla zjiSténa i funkce nadorového supresoru

y, (Fabbry etal, 2007 a8 zjisténa miRNA, miR-34a, se podili na regulaci

v plicnim epitel
apoptdzy. Bylo prokazano, ze miR-34a/b/c jsou souc€asti mechanizmu tumor supresoru p53,
ktery v odpovédi na poSkozeni DNA zvySuje expresi vSech ¢lend miR-34 rodiny, zastavuje
bufiky v G1 cyklu a spousti apoptézu.t® ¢+2 297 v/ jing studii byl prokazan vliv miR-34a na
urychleni zrani B-lymfocytd zvySenim miry pfemény z pro-B-lymfocytd na pre-B-

(Hashimi et.al., 2009)

lymfocyty. MiR-142 je spojena se systémovou lupus erythematosus
a lupénkou. Bylo také zji$téno, Ze miR-142 zvySuje degranulaci Zirnych burniek(Y2mada etal, 2014)
a v regulaénich T-lymfocytech snizuje produkci cAMP.Huang etal. 2008) |\ miR.148 byl prokéazan
jeji vliv na DNA hypometylaci u systémové lupus erythematosus a také jeji tumor
supresorova funkce.5°"9 ¢+@- 201 Rastouci evidence ukazuje, Ze funkce miR-223 spodiva

v omezovani zanétu jako prevenci k pfilis vysokym vedlejSim Skodam na vlastni tkani. Také
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zabrafiuje onkogenni myeloidni transformaci.fanekiaus etal. 2013) pyiplizng 1,8x zvy$ena mira
exprese této miRNA u pacientd ze skupiny P1 naznaluje, Ze u pacientl s aseptickou
osteolyzou probiha i snaha imunitniho systému o regulaci zanétlivé reakce jako nasledek
poskozovani vlastni tkané zanétem. U miR-449a bylo prokazano, ze tato miRNA specificky
a kvantitativné reguluje expresi lymphoid enhancer-binding factor-1, ktery je exprimovan pfi
chondrogenezi a reguluje diferenciaci mezenchymalnich kmenovych bunék.(®ak etal. 2012)
Statisticky vyznamné, témér 1,9-nasobné zvySeni miry exprese této miRNA u pacientd v P1

skupiné naznaduje, Ze pfi aseptické osteolyze dochazi i ke regenerativnim procestiim.

Mezi miRNA, u kterych byla zjiSténa snizena exprese, byla miR-379, ktera se podili na
regulaci bunécného cyklu a jeji pfimy molekularni cil je IL-11, prozanétlivy interleukin, ktery
stimuluje osteoklasty a tim zvy$uje osteolyzu a pfispiva k destrukci kostniho tkang.®olan eta.

2012) Mira exprese miR-379 byla u pacient(i v P1 skupiné snizena téméF dvojnasobné.

5.4. Budouci vyzkum

Nase studie nominovala dalSi miRNA, jejichZ mira exprese byla statisticky vyznamné
zvySena nebo sniZzena jeSté vétSi mirou, nez tomu bylo u miR-21, ktera se prokazatelné

(Zhou, Liu, Cheng,

podili na procesu aseptické osteolyzy. 2012 ySechny tyto miRNA jsou
potencionalni diagnostické markery nebo terapeutické cile a mély by proto byt pfedmétem
dalSiho studia. ldentifikace vlivnych miRNA udcastnicich se procesu aseptické osteolyzy
muze byt prvnim krokem k identifikaci jejich mRNA cilt, pomoci kterych muze byt pochopen
cely mechanizmus této patologie. Vyzkum v této oblasti ma jasné terapeutické vyuZiti,
protoze znalost procesu vedoucich k iniciaci aseptické osteolyzy by mohla vést az k navrhu
moznych terapeutickych pfistupl a ucinné profylaktické IéCby, coz bude mit znaéné pozitivni

vliv na zivot mnoha nositelt kloubnich endoprotéz.

6. Zaver

Cilem této diplomové prace bylo zjistit a porovnat expresni profily vybranych miRNA
u dvou skupin pacientl s totalni endoprotézou kolenniho kloubu, liSicich se divodem

reoperace za vyuZziti technologie Next Generation Sequencing. Pacienti ve skupiné P1 byli
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nuceni podstoupit reoperaci z divodu aseptického uvolnéni kloubni nahrady nasledkem
aseptické osteolyzy, kdezto pacienti ze skupiny C/TEP podstoupili reoperaci z jinych divodu
nez je aseptické uvolnéni. Pomoci experimentl popsanych v této praci bylo identifikovano ve
vSech vzorcich celkem 2593 riznych typu mikroRNA a jejich prekurzoru, z kterych byl u 138
z nich zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v mife exprese (p < 0,05) mezi skupinami
C/TEP a P1. Bylo zjisténo, Ze ve skupiné P1 dodlo u 78 miRNA ke statisticky
vyznamnému zvyseni exprese a u 60 miRNA ke statisticky vyznamnému snizeni exprese pfi
porovnani se skupinou C/TEP. Ve skupiné P1 byly kromé miRNA s jiz znamou funkci
v zanétlivé odpovédi identifikovany i statisticky vyznamné zmény exprese u jinych miRNA,
jejichz funkce u aseptické osteolyzy je$té neni znama a jako potencionalni diagnostické

markery nebo terapeutické cile by mély byt pfedmétem dalSiho studia.
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