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1 Uvod a cile prace

Cysticka fibroza (CF) je nejcastéjsi onemocnéni s autozomalné recesivni dédicnosti v kavkazské
populaci. Pticinou vzniku CF je mutace genu CFTR, ktery koduje chloridovy kanal na povrchu
epitelidlnich bun€k (Davies et al., 2007; Ratjen, 2015). Onemocnéni zasahuje plice, jatra,
gastrointestinalni trakt, pankreas a zptisobuje poruchy reprodukce (Peterson et al., 2003; Ratjen
et Doring, 2003; De Boeck et al., 2011; Kerem et Kerem, 2017).

Bylo zjisténo, ze se na patofyziologii CF podileji také miRNA. Tyto kratké ncRNA o délce
~22 nukleotidli reguluji genovou expresi, ¢imz se uplatiuji v Siroké skale biologickych
a patologickych procest (Bartel, 2004; O'Brien et al., 2018). Dysregulace exprese miRNA
se podili na mnoha onemocnénich véetné cystické fibrozy, u které miRNA reguluji expresi
proteinu CFTR — zménu iontové vodivosti, vrozenou imunitu a zanétlivé reakce (De Palma et al.,

2020).

Fenretinid, synteticky analog retinolu, ktery ma potencialni antineoplastické a chemopreventivni
ucinky je v poslednich letech také pfedmétem vyzkumu pro vyvoj novych léCiv cystické fibrozy.
(Guilbault et al., 2008; NCI Thesaurus, 2021). Bylo prokazano, ze fenretinid v modelech cystické
fibrozy normalizuje hladinu ceramidi (Guilbault et al., 2008), stabilizuje pomér kyseliny
arachidonové a dokosahexaenové (Guilbault et al., 2009) a ovliviyje hladiny zanétlivych molekul

(Lachance et al., 2013). Jeho pisobeni na hladiny miRNA u CF dosud nebylo popsano.

Cilem této diplomové prace je provést literdrni reSersi na dané téma, popsat mechanismy a¢inku
fenretinidu a objastnit jeho vliv na miRNA drahy u modelt cystické fibrozy. Za vyuziti microarray
analyzy nalézt kandidatni miRNA pro monitoring terapie cystické fibrozy fenretinidem. Nasledné

kandidatni miRNA molekuly validovat pomoci kvantitativni RT-PCR analyzy s TagMan sondami.



2 Teoreticka Cast

2.1 Cysticka fibréza (CF)

Cysticka fibroza (CF) je monogenni onemocnéni, které je podminéno autozomalné recesivné.
Jedna se o nejcastéjsi dédicné onemocnéni v kavkazské populaci s incidenci 1:2500-4000.
Pri¢inou vzniku cystické fibrozy je mutace genu CFTR, ktery koduje chloridovy kanal na povrchu
epitelialnich bunék. Nejcastéji zasazenymi organy jsou plice, pankreas, jatra a stieva (Davies et al.,

2007; Ratjen et al., 2015).

V Ceské republice je cysticka fibroza jednou z 18 nemoci, které jsou sou¢asti novorozeneckého
screeningu. Pozitivni ndlez screeningu je nutné overit pomoci potniho testu. Zdravy clovék ma
koncentraci sodiku a chloridii v potu nizs$i nez 40 mmol/l. Pacienti s cystickou fibrozou maji
hodnoty vys$si nez 60 mmol/l. Kone¢né diagnoza je potvrzena molekularné genetickym vySetienim

genu CFTR (Davies et al., 2007; Novorozenecky screening, 2020).

2.1.1 P#i¢ina vzniku cystické fibrozy

Pti¢inou vzniku cystické fibrozy je mutace genu CFTR. Defektni gen byl identifikovén a klonovan
pied 25 lety tymem vedenym Collinsem, Riordanem a Tsui a jeho proteinovy produkt byl nazvan
regulator transmembranové vodivosti cystické fibrozy (CFTR) (Riordan et al., 1989). Gen CFTR
se nachazi na dlouhém raménku 7. chromozomu v pozici 31.2 (NCBI, 2020). Samotny gen CFTR
se sklada z 189,36 kb, ovSem velikost jeho transkripéni jednotky je ptiblizné 216,7 kb. Gen
je tvofen 27 exony (Tsui et Dorfman, 2013).

CFTR protein fadime k ABC transportérim, je tvofen dvéma doménami vazajici nukleotidy
(NBD1, NBD2) kodujici mista schopnd vazat a hydrolyzovat ATP a dvéma membranu
preklenujicimi doménami (MSD1, MSD?2), které tvofi Sest membranu pieklenujicich a-helixd
a které slouzi jako pory iontového kanalu v plasmatické membrané. Stavba proteinu CFTR
je znazorneéna na Obr. 1. NBD vyuzivaji energii z hydrolyzy ATP k cerpani Sirokého spektra
substratii pfes bunéné membrany transmembranovymi cestami vytvorenymi MSD. CFTR
je jedine¢ny transportér ABC, jelikoz je ptisné regulovan regula¢ni doménou (R domain) a funguje
jako chlor-selektivni kanal s nizkou vodivosti, ktery je fizen cykly vazby ATP a jeho hydrolyzy
na NBD. Pro otevieni kanalu, které je iniciovano fadou konformacnich zmeén vedoucich
k dimerizaci NBD, je nutna fosforylace regulacni domény cAMP-dependentni proteinkinazou,
vazba intracelularniho ATP na NBD a nasledna hydrolyza ATP. (Ma et al, 1997; Sheppard
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et Welsh, 1999; Holland et al., 2003; Gadsby et al., 2006; Bozoky et al., 2013; Corradi et al. 2015;
Ratjen et al., 2015;).
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Obrazek 1: Stavba proteinu CFTR, a — linearni schéma proteinu, b — Schéma proteinu umisténého
v plasmatické membrané. Protein CFTR se sklada ze dvou domén pieklenujicich membranu
(MSD1 a MSD2) tvofenych Sesti a-helixy, dvou domén vazajicich nukleotidy (NBD1 a NBD2)
a Z jedné regula¢ni domény (R domain). Kazdy a-helix je spojen s NBD. NBD vazi regulacni
doménu a ATP (pfevzato z Ratjen et al., 2015).

Bylo identifikovano vice nez 1800 rtiznych mutaci genu CFTR, pficemZ nejbéZznéjsi mutaci
na svété je delece fenylalaninu v pozici 508 sekvence CFTR proteinu (AF508, F508del). Rtizné
typy mutaci jsou spojeny s rozdilnou zavaznosti onemocnéni v zavislosti na celkové schopnosti
proteinu spravné fungovat na apikdlni membran€. Na vysledny fenotyp vSak maji vliv také
genetické modifikatory a faktory prostfedi. (Drumm et al., 2005; O'Sullivan et Freedman, 2009;
Glasgow et al., 2018). Piitomnost alespon jedné castecné aktivni alely genu CFTR mize vyrazné
zlepsit klinické néasledky. To je patrné napt. nizSimi koncentracemi chloridu sodného v potu nebo
vys8i pravdépodobnosti pankreatické dostate¢nosti ve srovnani s témi, ktefi nemaji funkéni CFTR.
Pokud jsou pfitomny dvé mirné nebo ,,variabilni* mutace nebo jedna mutace, kdy gen vykazuje
dostatecnou funkci, mize dojit ke vzniku atypickych forem cystické fibrozy, pii kterych

se vyskytuje napt. vrozend absence chamovodu, idiopatickd pankreatitida nebo velmi pozdni
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nastup respiracnich onemocnéni bez dalSich charakteristickych ryst cystické fibrozy (Chillon

et al., 1995; Cohn et al, 1998; Sharer et al., 1998).

V roce 1993 Welsh a Smith navrhli soustavu Ctyf hlavnich tfid defektt pro piehled dusledki
funkénich mutaci genu CFTR. Ty byly dale roz§ifeny o dalsi dvé tiidy. Ttida I zahrnuje nonsense,
frameshift mutace a mutace sestiihu zabranujici biosyntéze proteinu CFTR tvorbou
tzv. pfedcasnych terminacnich kodoni (PTC), které vyvolaji mechanismus mRNA
sledovani — nonsense zprostiedkovany rozpad. To vede K pfedéasnému zastaveni translace
a zrychlenému rozpadu mRNA, ¢imz se snizi nebo zastavi produkce proteinu CFTR. Nejbézné&jsi
mutace tfidy I jsou G542X (ve stfedomoiskych zemich), R1162X a W1282X (u askenazskych
Zidt) (Welsh et Smith, 1993; Zielenski et Tsui, 1995; Rowe et al., 2005).

Mutace tiidy II jsou charakteristické defektnim zpracovanim proteinu, coz vede k nepfitomnosti
funk¢niho proteinu na plasmatické membrané (Welsh et Smith, 1993; Zielenski et Tsui, 1995;
Rowe et al., 2005). Do této tfidy fadime nejcast&j$i mutaci genu CFTR — F508del, ktera
je umisténa v NBD1. V dusledku mutace dochazi k tvorbé nespravné slozeného polypeptidu, ktery
je rozpoznan mechanismem kontroly kvality endoplasmatického retikula (ER), je oznacen
ubikvitinem a nasledn¢ degradovan proteazomem (Farinha et al., 2013). Malé mnozstvi
mutantniho proteinu CFTR muze dosahnout plasmatické membrany, ale vykazuje Spatnou stabilitu

a defektni funkci (Dalemans et al., 1991; Lukacs et al., 1993).

Mutantni proteiny, které fadime do tidy III, se zdaji byt spravné syntetizovany a spravné umistény
v apikdlni membrané, ale nejsou schopné fungovat jako chloridové kanaly v dusledku defektni
regulace kanalu. Analyzou nékterych mutantnich proteini CFTR, které¢ jsou pfitomny
v plasmatické membrang, byly odhaleny mutace v oblasti NBD. Vazba ATP na tyto domény
reguluje otevieni chloridovych kanalll, je tedy zfejmé, Ze mutace v NBD mohou zménit funkci
kanalu. Bylo pozorovéano nékolik abnormalit NBD jako napt. G551D, ktera je 3. nej€astéj$i mutaci
zpusobujici CF a kterd zplisobuje snizeni funkce NBD; S1255P, ptfi které je méné ucCinna
stimula¢ni aktivita nebo mirné snizeni absolutni aktivity (G551S, G1244E a G1349D) (Drumm
etal., 1991; Anderson et Welsh, 1992; Welsh et Smith 1993; Zielenski et Tsui 1995). G551D
mutace tvofi 4-5 % mutaci CFTR. Nachdzi se na NBD1 na vazebném misté ATP 2, ovliviiuje tedy
vazbu ATP a hydrolyzu, a pfedev§im konformacni zmény navazujici na vazbu ATP slouzici
k otevirani kanalu (Wang et al., 2014). Vadna regulace téchto kanalt a vysledny pokles aktivity
chloridového kandlu pravdépodobné nese odpovédnost za defektni propustnost chlorida epitelem

U pacientd nesoucich tyto mutace (Welsh et Smith, 1993).
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Mutace tiidy IV, které jsou vétSinou lokalizované v MSD, naruSuji tok aniontd péry CFTR. Patii
zde mutace lokalizované v MSD1: R117H a R334W nebo R347P lokalizované v MSD1. Kdyz
jsou exprimovany V heterolognich epitelialnich buiikach, jsou tyto mutantni proteiny spravné
zpracovany a generuji cAMP stimulovany tok chloridi. Navic regulace pomoci
CAMP-dependentni fosforylace a intracelularniho ATP se zd4 podobné wild-type CFTR. Piesto je
tok iontl ve srovnani s wild-type CFTR snizen. Studie zabyvajici se vodivosti jednotlivych CFTR
kanalt odhalily, ze mutace R117H snizila vodivost kanalu CFTR o 15 %, mutace R347P 0 70 %
a mutace R334W redukovala pritok o 60 % tim, Ze znemoznila interakce iontil s ionty v porech

(Sheppard et al., 1993; Welsh et Smith, 1993; Gong et. Linsdell, 2004).

Zielenski et Tsui (1995) revidovali klasifikaci mutaci CF navrZzenou Welshem a Smithem (1993)
pro zahrnuti dal$i tfidy mutaci CF, kterd snizuje syntézu proteinti. Mutace ttidy V zahrnuji
promotorové mutace, které snizuji transkripci, nukleotidové zmény, které podporuji alternativni
sestith CFTR transkripti a aminokyselinové substituce, které¢ zptsobuji neucinnou maturaci

proteini (Highsmith et al., 1994; Zielenski et al., 1995).

Haardt M. et al. (1999) na zakladé studii nonsense a frameshift mutaci, které zkracuji C-konec
CFTR, ptedlozili, Ze nékteré mutace CF zpusobuji snizeni stability CFTR na plasmatické
membrané tim, ze snizuji jeho poloc¢as, bud” upfednostiiovanim degradace CFTR endocytdzou
nebo snizenim jeho recyklace na plasmatické membrané. Piikladem takové mutace je Q1412X,
ktera zkracuje protein 0 poslednich 70 aminokyselin CFTR a generuje CAMP-stimulovany tok
chloridii s podobnymi biofyzikalnimi vlastnostmi, ale ve srovnani s wild-type CFTR je tok nizsi.
Biochemické studie prokézaly, Ze mutace Q1412X neméla ucinek na zpracovani CFTR a na jeho
intracelularni transport, ale vyrazné snizila stabilitu maturovaného proteinu CFTR (Haardt et al.,
1999; Wang et al., 2014).

Klasifikace mutaci CFTR podnitila hledani 1ékd, které by opravily defektni funkci specifickych
CFTR mutaci. Nicméné se ukazalo, Ze vétSina mutantnich proteinli vykazuje vice molekularnich
defektd, a proto by méla byt zahrnuta do vice nez jedné tfidy mutaci. Ptikladem je mutace F508del,
ktera se fadi do tiidy II, ale vykazuje také charakteristické rysy mutaci téidy I1I (defekt otevirani
kanalu) a mutaci tfidy IV (defektni recyklace a sniZzena stabilita na plasmatické membran¢). Dalsi
omezeni této klasifikace vyplyva ze skutecnosti, ze vétSina mutaci nebyla zatazena do tfid kvili
absenci funk¢nich studii (Okiyoneda et al., 2010; Thibodeau et al., 2010; Amaral, 2015; Farinha
et Canato, 2017).
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2.1.2 Priznaky cystické fibrozy

Cysticka fibréza je monogennim onemocnénim, piesto je jeji fenotypova variabilita znacna.
Svéd¢i o tom Siroké spektrum zavaznosti onemocnéni pozorované u pacientll se stejnym
genotypem (Weiler et Drumm, 2013). Pro cystickou fibrozu je charakteristickda produkce
abnormalné¢ hustého hlenu epitelidlnimi buitkami. CF je multiorgdnovym onemocnénim
zahrnujicim onemocnéni plic, jater, gastrointestinalniho traktu, pankreatu a reprodukéni poruchy

(Peterson et al., 2003; Ratjen et Doring, 2003; De Boeck et al., 2011; Kerem et Kerem, 2017).

V klinickém fenotypu dominuje onemocnéni dychacich cest. Primarni absence nebo snizeni
propustnosti aniontti v dasledku defekti genu CFTR spousti kaskadu patogeneze CF, kterou
charakterizuje respira¢ni onemocnéni CF. Mutace genu CFTR vede ke vzniku defektniho CFTR
proteinu, ktery je hlavnim regulatorem iontii epitelu. Dojde ke snizeni sekrece chloridi a zméni
se také transport jinych iontt, napf. sodiku. Tato iontova dysregulace vede ke zvySené absorpci
vody a tedy k tvorbé hustého hlenu, ktery zptisobuje bronchialni obstrukci. Zaroven se zhorSuje
mukociliarni clearance, kterd je dilezitym obrannym mechanismem proti patogenim a cizim
Casticim. To vede k bakterialnim infekcim a chronickému zanétu zptusobeného piedevsim
Pseudomonas aeruginosa. Touto bakterii je infikovano 54,4 % pacientu s CF a pfevlada u vétsiny
dospélych pacientd. U déti jsou hlavnimi patogeny Staphylococcus aureus a Haemophilus
influenzae. K morbidit¢ a mortalité piispivaji také jiné patogeny, jako Burkholderia spp.,
Achromobacter spp. a Stenotrophomonas maltophilia. Chronické infekce vedou az k respira¢ni

insuficienci (Amaral et Kunzelmann, 2007; Gaspar et al., 2013; Amaral, 2015).

Po respiracnim traktu je dal$im nejCastéji postizenym organem u CF pankreas, exokrinni
pankreaticka nedostate¢nost je piitomna asi u 90 % pacientti (Kopelman et al., 1985). Pankreaticka
nedostate¢nost vede k malabsorpci a Spatnému traveni Zivin a vitamind rozpustnych v tucich.
Nazev cysticka fibroza je ve skutenosti odvozen od cyst a fibrozy zaznamenanych v pankreatu
U pacientl s timto onemocnénim (Sabharwal, 2016). Pfedpoklada se, ze onemocnéni pankreatu
je vysledkem snizeného objemu sekrece pankreatu s nizkymi koncentracemi HCO3 (Kopelman
etal., 1985). Bez dostate¢ného mnozstvi tekutiny a HCO3 jsou travici proenzymy zadrzovany
Vv pankreatickych vyvodech a pfedcasné aktivovany, coz vede k destrukci tkané, k fibroze
a k malabsorpci. Jelikoz plicni infekce mohou vést ke snizeni chuti k jidlu a zvraceni, malnutrice
se prohlubuje. To mize vést ke zhorSeni plicni infekce a k opakujicim se cyklim malnutrice
a infekce (Fried et al., 1991; Ratjen et Doring, 2003). V piipadg, Ze se fibrotické poskozeni rozsiii
na beta bunky pankreatu, vyvine se diabetes mellitus (Kelly et Buxbaum, 2015). S pankreatickou
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nedostate¢nosti jsou spojovany predevsim mutace ttidy I az II1. Pacienti Sse vzacnéj$imi mutacemi
tiidy IV-VI pankreatickou nedostate¢nosti obvykle netrpi (The Cystic Fibrosis Genotype-
Phenotype Consortium, 1993).

CFTR je exprimovan také v bunikach zlucovych cest a nejméngé tietina pacientu vykazuje poruchu
jaternich funkci. Screening spociva v kazdoro¢nim méfeni jaternich transamindz. Maly, Spatné
fungujici zlu¢nik je ptitomen az u 30 % pacientt s cystickou fibrézou a zlucové kameny azu 10 %

(Ratjen et Doring, 2003; Sabharwal, 2016).

Cysticka fibroza se projevuje také v gastrointestinalnim traktu. Nutri¢ni selhani je multifaktoriélni.
Malabsorpce tuki, bilkovin a vitamint rozpustnych v tucich je disledkem nedostate¢né produkce
pankreatickych enzymi, coz miize byt zhorSeno abnormalitami Zlu¢ovych soli v pfitomnosti
soubézného onemocnéni jater. Jak bylo feeno vySe, progresivni plicni infekce muize vést
ke zvySené dechové praci, snizené chuti k jidlu a zvySené kalorické potiebé zanétlivého
katabolismu. Mezi dalsi faktory, které ovliviuji vyzivu, patii diabetes mellitus, zménéna motilita
gastrointestinalniho traktu a nadmérny rist bakterii tenkého stfeva. CF se muze projevit také
gastroezofagealnim refluxem, mekoniovym ileem, zacpou a distalnim intestindlnim obstrukénim

syndromem (Kelly et Buxbaum, 2015; Sabharwal, 2016).

Co se plodnosti tyce, az 98 % muzi je neplodnych v dusledku vrozené bilateralni absence
nebo atrofie vas deferens. Analyza spermatu odhaluje azoospermii téméf u vSech dospélych muzt
s CF (Dodge, 1995). Sexualni potence a spermatogeneze jsou vSak normalni. U Zen mize byt
reprodukéni funkce narusena dehydrataci cervikalniho hlenu, ktery pravdépodobné plisobi jako
bariéra pro migrace spermii. Lékafi u Zen s CF zaznamenali pfitomnost chronicky zaniceného

délozniho ¢ipku (Kopito et al., 1973; Ratjen et Doring, 2003).

2.1.3 Lécba a prognéza

Klinicky pokrok v 1é€bé ptiznakd a zpomaleni progrese onemocnéni vyznamné zlepsil pieziti
od 5 let na pocatku 60. let az za hranici 30 let (Cohen-Cymberknoh et al., 2011). Velka ¢ast
pokroku v prodlouzeni délky Zivota pacientll s CF je nasledkem standardizované multisystémové
1écby, kterd zahrnuje antibiotika k eradikaci hlavni bakteridlni plicni infekce (zejména
Pseudomonas aeruginosa) jako napt. inhalovany tobramycin (Ramsey et al., 1999) a inhalovany
aztreonam (Oermann et al. 2010), dale mukolytika k uvolnéni a odstranéni hustého hlenu
charakteristického pro CF, napt dornazu alfa, stejné jako vysoce kalorickou vyzivu a fyzioterapii

hrudniku (O'Sullivan et Freedman, 2009; Stern et al., 2014). Vysledkem téchto ptistupti je spolu
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S rozSifenymi programy transplantace plic nyni téméef 50 % pacientt s CF v dospélém véku

(Mclntyre, 2013).

Hlavnim cilem identifikace genu zodpovédného za vznik CF bylo dokazat rychle pfejit na genovou
terapii (Amaral, 2015). Objev genu CFTR v roce 1989 byl proto velkym prilomem (Riordan et al.,
1989). Vzhledem k tomu, ze CF je recesivni genetickd porucha, je pfidani jediné kopie spravné
fungujiciho genu CFTR do postizenych bunék dychacich cest CF povazovano za jediny racionalni
a proveditelny zpusob prevence nebo 1é¢by onemocnéni dychacich cest CF (Griesenbach et al.,
2016). Genova terapie by zajistila spravnou bunécnou funkci bez ohledu na tiidu mutaci CFTR
dané osoby. Piestoze by bylo stile zapotiebi 1éCby pankreatické nedostate¢nosti, cukrovky
souvisejici s CF a dalSich patologickych stavli souvisejicich s CF, pfi feSeni zakladniho defektu
genu u jeho zdroje v buiikach dychacich cest lze oCekavat, ze genova terapie dychacich cest
by zménila moznosti 1é¢by CF plicniho onemocnéni (Donnelley et Parsons, 2018). Koncept
poskytnout pacientiim spravnou kopii genu CF, aby mohli produkovat funkéni protein, byl
jednoduchy a elegantni. Studie genové terapie vSak brzy ukdzaly, jak obtizné je exprimovat cizi
geny V plicich (Crystal, 2012). Dostupné vektory pro transport gent se ukézaly jako neucinné
a klinické studie nebyly uspésné (Griesenbach et Alton, 2013). Ackoliv je genova terapie nyni
terapeutickou realitou pro néktera geneticka onemocnéni (Donnelley et Parsons, 2018), v souc¢asné
dobé¢ se studie genové terapie pro CF zastavily (Amaral, 2015). Do roku 2017 prob&hlo téméft
2600 studii genové terapie, z toho 36 pro CF (Ginn et al., 2018).

2.1.3.1 CFTR modulatory

Teprve v nedavné dobe byly v klinickych studiich testovany CFTR modulatory — 1€ky, které pfimo
cili na zakladni defekt cystické fibrozy (Kuk et Taylor-Cousar, 2015). Ivakaftor, lumacaftor,
tezakaftor a jejich kombinace (lumacaftor/ivacaftor a tezacaftor/ivacaftor) piinesly pacientim
s CF nesoucim specifickou mutaci vyraznou vyhodu. Tyto personalizované 1éky mohou zvysit
pritomnost a/nebo funkci proteinu CFTR v buice, zlepSit funkci plic a zpomalit progresi
onemocnéni plic. Nepfiznivym faktorem je vSak to, Ze naklady na tyto léky jsou netinosné
a pravdépodobné neudrzitelné, protoZze zdravotni systémy v nékolika zemich odmitaji doporucit
napf. kombinaci lumacaftor/ivacaftor pro vladni finan¢ni podporu kvili nizkému poméru pfinosu

k nakladim (Donnelley et Parsons, 2018).

Ivacaftor, modulator CFTR oznafovany jako potenciator, se vaze na defektni protein na povrchu
buiiky a zvySuje pravdépodobnost otevieni defektnich CFTR kanall pfitomnych na povrchu

epitelidlnich bunék, umoziuje pritok chloridl a reguluje tak mnoZstvi tekutin na povrchu bunky.
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V roce 2012 se stal ivacaftor prvnim schvalenym lékem, ktery fesi zékladni defekt CF. Je schvalen
pouze pro 10 mutaci, mezi nimiz je napt. mutace G551D, kterou nese ptiblizné¢ 7 % populace
pacientt s CF. Pouziti samotného CFTR potenciatoru, ivakaftoru, vSak nebylo dostatecné k 1écbé

pacientd homozygotnich pro mutaci F508del (Kuk et Taylor-Cousar, 2015; CFF, 2021).

Tento problém vyieSilo nalezeni korektori CFTR, nejucinnéjsi slouceninou v testovani
byl lumacaftor. Ten pomaha CFTR proteinu vytvofit spravnou konformaci, aby mohl opustit ER
abyt transportovan na povrch bunky. Pii spojeni ucinku obou slouCenin vznika 1€k
lumacaftor/ivacaftor, ktery umoziuje lécbu nejéastéj$i mutace (v homozygotnim stavu)
zpusobujici cystickou fibrozu, F508del. (Van Goor et al., 2011; Kuk et Taylor-Cousar, 2015; CFF,
2021).

Jinym zndmym CFTR moduldtorem je kombinace tezakaftoru a ivacaftoru. Tezacaftor je také
korektorem a ma stejnou roli jako lumacaftor. Rozdil mezi 1é¢ivy spociva v tom, Ze kombinace

tezakaftor/ivakaftor ma mén¢ nezadoucich U¢inka a 1ékovych interakci nez lumacaftor/ivakaftor

(CFF, 2021).

Nejnovéjsim modulatorem je kombinace elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor. Toto 1é¢ivo bylo
schvaleno pro lidi s CF ve v€ku 12 let a star§i, ktefi maji alesponl jednu kopii mutace F508del nebo

alespon jednu kopii 177 specifikovanych mutaci (CFF, 2021).
Dalsim potencialné vyuzitelnym lékem pro cystickou fibrozu je fenretinid.

2.2 Fenretinid

Fenretinid neboli N-(4-hydroxyfenyl)-retinamid je peroralné aktivni synteticky analog retinolu
(vitaminu A) s potencidlnimi antineoplastickymi a chemopreventivnimi UCinky. VaZe se
na receptory kyseliny retinové (RAR) a aktivuje je, ¢imz indukuje bunécnou diferenciaci
a apoptdzu u nékterych typii nddorovych bun€k. Fenretinid také inhibuje rist nadoru modulaci
rustovych faktort asociovanych s angiogenezi a jejich receptorti a vykazuje apoptotické vlastnosti
nezavislé na receptoru retinoidu. Kromé zkouméani potencidlniho vyuziti fenretinidu pii 1€cbé
rakoviny je na jeho ptisobeni zaméfen také vyzkum pro 1écbu cystické fibrozy (Guilbault et al.,
2008; NCI Thesaurus, 2021).

2.2.1 Ceramidy
Ceramidy hraji kli¢ovou roli pfi riznych onemocnénich, jako jsou napf. neurodegenerativni

poruchy (Alzheimerova choroba), ale také pti selhani ledvin a jater, v pribéhu tumorigeneze
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a podileji se také na zanétlivé etiologii cystické fibrozy (Grosch et al., 2012). Jsou to sfingolipidy,
které tvofi zaklad slozit€jsich molekul, jako jsou sfingomyeliny a glykosylceramidy.
Jsou slozkami lipidovych raftii bunééné membrany, tvoii tedy jeji dulezitou strukturdlni Cast
a zaroveii jsou druhymi posly signalnich drah. Udastni se procesu regulace bun&éného ristu,
diferenciace, apoptozy a starnuti. Radime je proto k bioaktivnim lipidim (Simons et Toomre,
2000; Hannun et Obeid, 2008; Bartke et Hannun, 2009; Grosch et al., 2012).

Ceramidy se skladaji ze sfingosinu, na jehoz aminoskupinu je vazana mastna kyselina S riznou
délkou acylového ftetézce (Fahy et al., 2005). V zavislosti na této délce délime ceramidy
do tii skupin: ceramidy s dlouhym fetézcem (LCCs), které jsou tvofeny 14-20 uhliky
(C14:0-C20:0), ceramidy s velmi dlouhym fetézcem (VLCCs) tvofené 22-26 uhliky
(C22:0-C26:0) a ceramidy sultra dlouhym fetézcem o vice nez 26 uhlicich. Ceramidy
a dihydroceramidy byly az doned4dvna povazovany za jedinou funkéni tfidu lipida a nerozliSovaly
se molekuly o riznych délkach fetézce. V soucasné dob¢ je vsak ziejmé, Ze prave délka acylového
fetézce mastnych kyselin je zodpovédna za specifické a odlisné biofyzikalni a biochemické

vlastnosti riznych ceramidi (Grosch et al., 2012).

Jednou z hlavnich pfi¢in umrtnosti na CF jsou chronické plicni bakterialni infekce, které jsou
zpusobeny piedev§im Pseudomonas aeruginosa (Wojewodka et al., 2011). Studie Kowalski
et Pier upozornila na roli lipidovych rafta pii signalizaci, ktera je nutna pro koordinaci vrozené
imunity proti plicni infekci zpuisobené P. aeruginosa. Grassme et al. (2003) hovoti o dulezité roli
membranovych raftii obohacenych o ceramidy, bez nichZ se zanétliva reakce na bakterialni infekci
stava trvalou a vede az ke smrti infikovanych mysi. Lécba galaktosylceramidem vede
k efektivnimu odstranéni P. aeruginosa z infikovanach plic (Nieuwenhuis et al., 2002). Regulace

hladiny ceramidi se tedy ukazuje jako nezbytnd pro udrZzeni homeostazy v bunkach

-----

V posledni dobé se ukazuje, Ze LCCs maji opacny biologicky efekt na zivotaschopnost bun¢k
nez VLCCs. Nicméné, pro¢ tomu tak je, zuistava nejasné (Garic et al., 2017). Guilbault et al. (2008)
poprvé ukazali, ze pacienti s CF a CF knockout (CF-KO) mysi maji nizsi celkovou hladinu
urcitych typti ceramidd oproti kontrolam. Nasledné Gari¢ et al. (2017) odhalili, ze u pacientd s CF,
V bunécnych liniich a v mysich modelech jsou vyssi hladiny LCCs oproti VLCCs, jejichz hladiny
jsou naopak nizsi. Lécba fenretinidem u CF-KO mysi normalizovala hladiny ceramida v plicich

a snizila bakterialni zatéz po infekci P. aeruginosa (Guilbault et al., 2008).
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2.2.2 Polynenasycené mastné kyseliny

Pacienti s cystickou fibrézou maji nerovnovdhu v polynenasycenych mastnych kyselinach,
vykazuji nizké koncentrace kyseliny dokosahexaenové (DHA) a vysoké koncentrace kyseliny
arachidonové (AA). DHA, omega-3 mastna kyselina, je produktem desaturace kyseliny
Guilbault et al., 2009). AA, omega-6 mastna kyselina, vznika z kyseliny linolové. Metabolity AA
jsou naopak prozanétlivé eikosanoidy: protaglandiny série 2 (dv€é dvojné vazby na molekule)
a leukotrieny sériec 4. AA a DHA jsou metabolizovany stejnymi oxida¢nimi enzymy,
cyklooxygenazami a lipooxygenazami. Kyselina arachidonovd je antagonistou Kkyseliny
dokosahexaenové a zména koncentrace jedné z nich bude inverzné ovliviiovat druhou (Moyad,
2005). Zvysené hladiny AA u pacientt s CF jsou pravdépodobné faktorem ptispivajicim k zanétu

a patofyziologii onemocnéni (Freedman et al., 2004).

Studie Guilbault et al. (2009) odhalila spojeni mezi hladinou ceramidi a mastnych kyselin
ve vzorcich lidské krevni plasmy pacientti s CF. V piipad¢ nizkych hladin ceramidi je v plasmeé
pfitomna zvySend koncentrace kyseliny arachidonové a naopak snizené mnozstvi kyseliny
dokosahexaenové. Pomér AA/DHA také odpovida hladin€ ceramida u pacienti s CF. Ve vzorcich
kontrol Zadna korelace mezi ceramidy a mastnymi kyselinami nalezena nebyla. Stejna studie
se zabyvala pusobenim fenretinidu na hladiny AA a DHA. Vysledky studie prokazaly, ze 28 denni
lécba fenretinidem byla schopna normalizovat hladiny AA v plasmé, plicich a jatrech CF mysi
na hladiny AA u wild-type (WT) mysi. Hladiny DHA se po 1é¢bé u mysi CF zvysila v plasmé,
plicich 1 v jatrech, nicmén¢ koncentrace nedosahovaly na stejnou hodnotu jako u WT mysi. Pomér
AA/DHA byl u mysi s CF snizen v plasmé a ve v§ech organech souvisejicich s CF. Ze studovanych
mastnych kyselin méla 1écba fenretinidem nejvétSi vliv na koncentrace AA, vedla k Uplné
normalizaci AA u CF mysi. Korelace mezi hladinou ceramidi, AA a DHA nalezené u mysi
a u pacienta s CF potvrzuji dulezité spojeni mezi ceramidy a nerovnovahou mastnych kyselin
a vysledky studie svéd¢i o tom, ze fenretinid slouzi k napravé lipidové nerovnovahy u pacienti

s CF (Guilbault et al., 2009).

2.2.3 Extracelularni signalné regulovana kinaza (ERK)

Extracelularni signalné regulovana kindza 1 a 2 (ERK1 a ERK2) jsou piibuzné
protein-serin/threonin  kinazy, které jsou soucasti signalni transdukéni  kaskady
Ras-Raf-MEK-ERK. Tato kaskada se podili na regulaci Siroké Skaly procesi, vcetn¢ adheze

bunék, progrese bunééného cyklu, migrace bunék, pteziti bun¢k, diferenciace, metabolismu,
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proliferace a transkripce (Roskoski, 2012). Lidské ERK 1 a ERK2 maji z 84 % identickou sekvenci
a sdileji vétsinu funkci, proto jsou oznacovany jako ERK %2 (Lloyd, 2006).

Aktivace ERK hraje dualezitou roli pfi expresi zanétlivych cytokint, jako napf.
interleukinu 1B a 6 (IL-1B a 1L-6) (Verhaeghe et al., 2007). Pro regulaci exprese cytokinového
genu v makrofazich jsou duleziti pfedevsim dva ¢lenové MAPK rodiny, a to p38 MAPK a ERK
urcitou troven kontroly genové exprese cytokinii u makrofagt cestou MAPK (Lo et al., 2000;
Maet al., 2004). Ve tkanich, které byly zasazeny zanétem, je pro makrofagy charakteristicky
zvySeny pomér kyseliny arachidonové ke kyselin€ dokosahexaenové v porovnani se zdravou tkéani.
Studie Lachance et al. (2013) poprvé ukazuje, ze fenretinid korekci nerovnovahy téchto mastnych
kyselin vazanych na fosfolipidy inhibuje fosforylaci ERK % a tim snizuje expresi zanétlivych

cytokinti v makrofazich.

Bylo prokazano, ze fenretinid v modelech cystické fibrozy normalizuje hladinu ceramidi,
stabilizuje pomér kyseliny arachidonové a dokosahexaenové a ovliviiuje hladiny zanétlivych
molekul. Jednim z cild diplomové prace je popsat vliv fenretinidu na drahy miRNA u cystické

fibrozy.

2.3 Nekédujici RNA

Nekodujici RNA (ncRNA) jsou pocetnou tfidou RNA, kterd zahrnuje malé ncRNA, dlouhé
nekddujici RNA (IncRNA) a pseudogeny. Tyto molekuly jsou déle fazeny do kategorii na zakladé
jejich velikosti nebo funkce (Glasgow et al.,, 2018). NCRNA tvoii asi 98% veSkerého
transkripéniho vystupu u lidi (Mattick, 2001).

Nekodujici RNA molekuly reguluji geny a genomy. K této regulaci muze dojit na nejdulezitéjsich
urovnich funkce genomu, véetné struktury chromatinu, segregace chromozomi, transkripce,
zpracovani RNA, stability RNA a translace (Mattick et Makunin, 2006; Carthew et Sontheimer,
2009). U¢inky malych RNA na genovou expresi a kontrolu jsou obecné inhibiéni a odpovidajici
regulacni mechanismy jsou proto kolektivné nazyvany RNA umlcovani (RNA-silencing). Malé
RNA slouzi jako faktory specificity, které sméruji navazané efektorové proteiny k cileni molekul
nukleovych kyselin prostfednictvim parovani bazi. Drahy malych RNA 1ze ptedvidat a v nékterych
ptipadech kontrolovat, ¢ehoz je vyuzivano v praktickych a aplikovanych sférach, napt. zmény
exprese a/nebo funkce ncRNA unemoci mohou byt cileny vramci jejich 1écby (Carthew
et Sontheimer, 2009; Esteller, 2011).
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2.3.1 MikroRNA (miRNA)

V poslednich letech byla nejvétsi pozornost ze tiid ncRNA vénovana mikroRNA (miRNA)
(Diederichs, 2014). Prvni miRNA, lin-4, byla objevena v roce 1993 skupinami Ambros a Ruvkun
v Caenorhabditis elegans (Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993). Od té doby bylo

identifikovano tisice geni miRNA v rtiznych organismech (Li et al., 2010).

MiRNA jsou kratké ncRNA o délce ~22 nukleotidii (Bartel, 2004), které hraji dalezitou roli
Vv regulaci genové exprese (O'Brien et al., 2018), ¢imz se uplatiuji v Siroké Skale biologickych
procesu, véetné vyvoje a diferenciace (Shenoy et Blelloch, 2014; Li et Belmonte, 2015), imunity
(Mehta et Baltimore, 2016), reprodukce (Hasuwa et al., 2013) a dlouhovékosti (Sun et Lai, 2013).
Dysregulace exprese miRNA se podili na mnoha onemocnénich, jako je rakovina (Jones et Lal,
2012; Mendell et Olson, 2012), diabetes mellitus a dalsi metabolickd onemocnéni (Kim et Kyung,
2012; Lorenzen et al., 2012), neurodegenerativni onemocnéni (Palm et al., 2012; Roshan et al.,
2012) nebo reguluji vrozenou imunitni odpovéd’ po infekci nebo pii tumorigenezi (Elias
et Mandelboim, 2012; Eulalio et al., 2012). Podrobna charakteristika profilu exprese miRNA
napii¢ rliiznymi typy bunck a tkéani je zédkladnim pozadavkem pro pochopeni funkce miRNA

a jejich potencialni role ve zdravi a nemoci (De Rie et al., 2017).

Biosyntéza miRNA je evolu¢né konzervovany proces, ve kterém se uplatituji dva enzymy tiidy
RNasy Ill, drosha a dicer. RNA polymeraza II tvofi v jadfe primarni transkript miRNA, ktery
je zpracovan droshou. Vznika vlasenkova struktura o velikosti asi 70 nukleotiddi, kterou nazyvame
prekurzor-miRNA (pre-miRNA) (Lee et al., 2002; Lee et al.., 2003; Kim, 2005). Pre-miRNA
se vaze na exportin-5 a Ran-GTP a je transportovana do cytoplasmy, kde je $tépena dicerem
za vzniku duplexu tvofeného zralou miRNA a miRNA* (fragment podobné velikosti odvozeny
z opaéného ramene pre-miRNA). Tento produkt ma délku asi 22 nukleotidi (Bartel, 2004;
Bohnsack, 2004). Zrala miRNA poté podnécuje vznik RNA-indukovaného umléovaciho
komplexu (RISC), ktery se vaze na komplementarni mRNA (Wang et al., 2011). Ve vétsing
ptfipadli miRNA interaguji s 3' nepiekladanou oblasti (3' UTR) cilovych mRNA, u nichz indukuji
degradaci a translacni represi. Nicmén¢ je mozna také interakce miRNA s jinymi oblastmi, véetné
5 'UTR, koédujicimi sekvencemi a promotory gend. Za urcitych podminek tedy mohou miRNA
aktivovat translaci nebo regulovat transkripci. Interakce miRNA a cilovych genti je dynamicka
a zavisi na mnoha faktorech, jako je subcelularni umisténi miRNA, mnozstvi miRNA a cilovych
MRNA aafinit¢ interakci miRNA-mRNA. MiRNA mohou byt také vylucovany
do extracelularnich tekutin, kde funguji jako chemi¢ti poslové (O'Brien et al., 2018).
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Nomenklatura miRNA byla ustanovena v roce 2003 Ambrosem et al. Jako ptiklad bude uvedena
hsa-miR-121. Prvni tii pismena v nazvu odpovidaji organismu, v tomto pfipadé¢ hsa - homo
sapiens. miR odkazuje na zralou miRNA, v pfipadé, ze je R psano velkym pismenem. V piipadé
malého pismene se jedna o oznadeni genu piislusné miRNA. Cislo, které nasleduje, odpovida
potadi, v jakém byla miRNA objevena (kdyby toto byla posledni objevena miRNA, dalsi v poradi
bude hsa-miR-122), pfipadné podobnosti s miRNA jiného organismu. Identické zralé sekvence
z odlisnych prekurzori ziskaji nazvy v podobé ¢iselnych ptipon, hsa-miR-121-1 a hsa-miR-121-2,
zatimco velmi podobné sekvence se oznacuji malymi pismeny - hsa-miR-121a a hsa-miR-121b.
miRNA klonovaci studie nékdy identifikuji dvé sekvence miRNA, pochézejici ze stejného
prekurzoru. Pokud je na zakladé relativni Cetnosti zfejmé, kterd miRNA je pfevazné€ exprimovana,
je tato oznacena jako hsa-miR-56 a druha sekvence z opa¢ného konce prekurzoru je oznacena
hvézdickou — hsa-miR-56*. V piipad¢, ze data k uréeni Cetnosti nestaci, vyuzivaji se ptipony -5p
a -3p (hsa-miR-142-5p, hsa-miR-142-3p), které odkazuji na 5' ¢i 3' konec prekurzoru, ze které¢ho
dana molekula vznikla (Ambros et al., 2003; miRBase, 2021). Jelikoz je v diplomové praci
pouzivan biologicky materidl a bunécné linie pouze humanniho ptivodu, neni u ncRNA v textu

uvadéna predpona hsa-(homo sapiens).

2.3.1.1 miRNA a cysticka fibréza

V poslednich letech byly identifikovany desitky miRNA podilejici se na patofyziologii cystické
fibrézy. MiRNA hraji roli v regulaci exprese proteinu CFTR a tedy ve zmén¢ iontové vodivosti,
podileji se na regulaci vrozené imunity, zanétlivé reakce Vv plicich a stresu endoplasmatického

retikula (De Palma et al., 2020).

Studie Oglesby et al. (2010) poprvé poskytuje diikazy o zméné exprese miRNA u CF, konkrétné
popisuje sniZzenou expresi MiR-126 ve vzorcich bronchialniho kartackového lemu u pacientii s CF
ve srovnani se zdravymi kontrolami a také v CF bronchidlni epitelialni bunééné linii, CFBE41o-
ve srovnani se zdravou bronchialni epitelidlni buné€nou linii, 16HBE140-. SniZzend exprese
miR-126 koreluje se zvy$enim exprese jeji cilové mRNA, TOM1. TOM1 funguje jako negativni
regulator signdlnich drah TLR2, TLR4 a IL-1RI uplatiiujicich se v zanétlivém procesu, ktery je
charakteristickym rysem CF. Zménéna exprese mMiR-126 tedy ovliviiuje vrozenou imunitni

odpovéd (Oglesby et al., 2010; Glasgow et al., 2018).

Rada miRNA je schopna regulovat expresi prozanétlivych posli, véetné IL-6 a IL-8. Patii mezi né
napiiklad miR-146a, jejiz zvySend exprese vede k tomu, Ze makrofagy pacientii s CF nadprodukuji

IL-6 v reakci na stimulaci lipopolysacharidem (Luly et al., 2019). Uloha miR-146a pii zanétu CF
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je spojena také s jeho negativnim dopadem na produkci mucinu SAC, ktery je hlavni slozkou hlenu
dychacich cest (Zhong et al., 2011; De Palma et al., 2020). IL-8 byl identifikovan jako ptimy cil
miR-17 a miR-93 (Fabbri et al., 2014; Oglesby et al., 2015). IL-8 je produkovan makrofagy
a bronchialnimi epitelialnimi bunikami v plicich CF v reakci na infekéni (tj. P. aeruginosa
a S. aureus) a zanétlivé (tj. IL-1B nebo TNF-a)) podnéty. Hlavni funkci IL-8 je ptilakat a aktivovat
neutrofily, které dominuji v zanétlivé odpoveédi v dychacich cestach CF (De Palma et al., 2020).

Bylo prokazano, Ze na expresi IL-8 ma vliv také miR-155, kterd vykazuje zvySenou expresi v CF
bronchialni epitelidlni bunééné linii 1B3-1 ve srovnani s kontrolni buné¢nou linii IB3-1/S9.
Klinicky byla miR-155 vysoce exprimovana také v bunkach plicniho epitelu CF a v cirkulujicich
CF neutrofilech biopsii od pacientt s CF. ZvySené hladiny exprese miR-155 pfispivaji
k prozanétlivé expresi IL-8 v bunikach plicniho epitelu CF snizenim exprese SHIP1 a tim aktivaci
signalni drahy PI3K/AKT (fosfatidylinositol-3-kinaza/protein kinaza B) (Bhattacharyya et al.,
2011).

Studie Bardin et al. (2018) prokazala roli miR-199a-3p jako negativniho regulatoru v signalni
draze nuklearniho faktoru kappa B (NF-kB). Pomoci bronchialnich explantati od pacientt s CF
zjistili, ze exprese miR-199a-3p je nizsi ve srovnani s kontrolami a neptimo koreluje se zvySenim

exprese IKKp a IL-8 a tim pfispiva k chronickému plicnimu zanétu.

Na patogenezi cysticke fibrozy se podileji také makrofagy, jejichZ zvySena hladina je pozorovéana
vV plicich pacient s CF a CF mysi s disledky pro signalizaci v ramci vrozené imunity (Glasgow,
2018). Zhang et al. (2015) identifikuji drahu AKT/miR-199a-5p/CAV1 jako regulator vrozené
imunity, ktery je nefunkéni v CF makrofazich, coz pfispiva k zanétu plic. Vysoké hladiny
mMiRNA-199a-5p, které jsou zavislé na PI3K/AKT vedou ke snizeni CAV1 (kaveolin-1) a nasledné
zvyseni signalizace TLR4 u lidskych a mySich CF makrofagh a mySich CF plic. SniZena exprese
mMiRNA-199a-5p nebo zvysena AKT signalizace obnovuje expresi CAV1 a snizuje zanét v CF
makrofazich. Celecoxib, 1ék schvaleny Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv, obnovuje drahu

AKT/miR-199a-5p/CAV1 u CF makrofagli a zmirfiuje zanét plic u mysi s deficitem CFTR.

Zanétliva reakce v plicich pacientli s CF je také charakteristickd vysokymi hladinami proteédz,
které se uvolnuji z aktivovanych imunitnich bun€k. Roli hraje napt. katepsin S (CTSS). Weldon
et al. (2014) prokazali roli miR-31 v regulaci exprese CTSS prostiednictvim cileni na transkripéni
faktor IRF-1 (interferonovy regulacni faktor 1) v epitelialnich bunikach CF. Zvysené hodnoty

CTSS z bronchoalveolarni lavaze pacientli s CF koreluji se Spatnou funkei plic, kdy CTSS ptispiva
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k zanétu plic degradaci antimikrobialnich proteini. Hladiny miR-31 byly vyznamné nizsi

ve vzorcich z bronchidlniho kartdcovani u pacientti s CF oproti pacientim bez CF.

MiRNA hraji roli také v regulaci exprese proteinu CFTR. V prub¢hu let bylo prokazano, Ze nékteré
miRNA potlacuji jeho expresi pfimo, napf. miR-101 (Megiorni et al., 2011; Hassan et al., 2012;
Viart et al., 2015), miR-144 (Hassan et al., 2012), miR-145 (Gillen et al., 2011; Oglesby et al.,
2013; Viart et al., 2015), miR-223 (Oglesby et al., 2013), miR-494 (Gillen et al., 2011; Megiorni
etal., 2011; Ogleshy et al., 2013; Ramachandran et al., 2013), miR-509-3p (Ramachandran et al.,
2013) amiR-1246 (Gillen et al., 2011), a jiné ji potlacuji neptimo —miR-9 (Sonneville et al., 2017)
a miR-138 (Ramachandran et al., 2013).

V soucasné dobé jsou pro profilovani miRNA vyuzivany predevS§im tfi pfistupy: kvantitativni
reverzné transkripéni PCR (qRT-PCR), metody zaloZené na hybridizaci (napi. DNA microarray)
a RNA sequencing (Pritchard et al., 2012). V ramci této prace byly pouzité prvni dvé zminéné

metody a ty budou bliZze popsany.

2.4 Microarray

Microarray byla jednou z prvnich metod vyuzivanych pro paralelni analyzu velkého poctu
miRNA. Jedna se o metodu vyuzivajici hybridizace vzorku nukleové kyseliny s velkym poctem
oligonukleotidovych sond, které jsou imobilizovany k pevnému nosi¢i — DNA ¢ipu. Bylo vyvinuto
nékolik variant pfistupu, véetné fluorescen¢niho znaceni miRNA v biologickém vzorku (Pritchard

etal., 2012; NCBI, 2021).

miRNA-profilovaci experimenty obvykle zahrnuji srovnani dvou nebo vice skupin, a proto dalsi
fazi analyzy je obvykle vypocet diferencidlni exprese miRNA mezi skupinami. Pfi provadéni
téchto vypoctu je dalezité vzit v uvahu dynamicky rozsah a ptfesnost kvantifikace platformy.
Microarrays miRNA maji obvykle niZsi citlivost a dynamicky rozsah, a proto se nevyuzivaji jako
ptesnost a je jedinou metodou, ktera umoziuje snadnou absolutni kvantifikaci miRNA (Pritchard

etal., 2012).

2.5 Kvantitativni RT-PCR (QRT-PCR)

Kvantitativni PCR s reverzni transkripci (QRT-PCR) je technika, kterd umoznuje spolehlivou
detekci a méfeni produktia generovanych béhem kazdého cyklu PCR reakce. To je umoznéno

zavedenim znacené oligonukleotidové sondy navrzené k hybridizaci v cilové sekvenci. K detekci
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amplifikace produktu se vyuziva $tépeni znacené sondy, coz je umoznéno 5' exonukleazovou
aktivitou TagDNA polymerazy. Kvantitativni RT-PCR se vyuziva k validaci vysledku
DNA microarray, dale pro relativni a absolutni kvantifikaci genové exprese, variacni analyzu
vcetné zjistovani a ovérovani SNP a také pro zjistovani bakterialni, virové nebo houbové zatéze

(Applied Biosystems™, 2016; NCBI, 2021).

V nasem pfipad¢ byla pro validaci vysledki DNA microarray vyuzita TagMan® Advanced
miRNA Assays, ktera se sklada z nékolika reakci. Nejprve jsou maturované miRNA z celkové
RNA modifikovany polyadenylaci na 3' konci a ligaci adaptoru na 5' konec, poté prochazeji
univerzalni reverzni transkripci, ¢imz jsou prevedeny na cDNA. Nasleduje amplifikace
pro rovnomérné zvySeni mnozstvi cDNA odvozenych od vsech miRNA (reakce miR-Amp).

Schéma reakei je zobrazeno na Obr. 2.

Kone¢nou reakci je kvantitativni PCR reakce s vyuzitim TagMan® MGB sond ke kvantifikaci
urovni exprese vybranych miRNA, schéma viz Obr. 3. TagMan® MGB sondy se skladaji
z komplementarni sekvence k dané miRNA, z reportérového fluorescenéniho barviva na 5' konci
a zhaSece na 3' konci, ktery je tvofen nefluorescen¢nim barvivem (NFQ), coz umoziluje v redlném
Case presnéj$i méfeni fluorescence reportérového barviva. Sonda je na 3' konci dale tvofena oblasti
vazici se do malého zlabku (MGB). Ta zvySuje teplotu tani bez prodlouZzeni délky sondy
a umoznuje tvorbu kratSich sond. Pokud je sonda neporusena, zhase¢ blokuje emisi fluorescence
reportéru. Béhem polymerace dochdzi ke $tépeni nahybridizovanych sond. Stépeni oddé&luje
reportér od sondy a oddalenim reportéru od zhasece dochézi k emisi fluorescence reportérového
barviva. Tento proces se opakuje a fluorescence je zaznamenavana v kazdém cyklu (Applied

Biosystems™, 2016; NCBI, 2021).
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Obrazek 2: Schéma reakei predchazejici kvantitativni PCR. 1) Polyadenyla¢ni reakce. Poly(A)

polymeraza se pouziva k pridani 3' adenosinového konce. 2) Ligace adaptoru. K 5' konci molekuly
mMIRNA je ligazou pftipojen adaptor. 3) Reverzni transkripce. Za vyuziti univerzalniho primeru
areverzni transkriptazy dochdzi k piepsani molekuly miRNA do molekuly cDNA.
4) Amplifikacni reakce. Univerzalni primery a DNA polymeraza jsou vyuZzity pro zvySeni poctu
molekul cDNA. (Pievzato a upraveno z uzivatelské ptirucky TagMan® Advanced miRNA
Assays, 2016).
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Obrazek 3: Schéma kvantitativni PCR reakce. 1) Nasyntetizovana cDNA skladajici se z adaptoru,
miRNA a poly(A) konce. 2) Nasednuti forward a reverse primeru, mezi néz naseda TagMan sonda
na zaklad¢é komplementarity. 3) Polymeraza svou 5' exonukle4dzovou aktivitou $tépi 5' konec sondy
s navazanym fluoroforem, ktery emituje fluorescenéni zafeni diky oddaleni od zhasece.
4) Uvolnéni sondy a dokonceni polymerace. (Pfevzato a upraveno z uzivatelské piirucky

TagMan® Advanced miRNA Assays, 2016).
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3 Material a metody
3.1 Biologicky material

V praktické ¢asti diplomové prace byly vyuzity dva typy biologického materialu, vzorky plasmy
a moci Z klinické studie bezpecnosti fenretinidu u 15 dospélych pacientii s cystickou fibrézou.
Pacientim byl jednou denn¢ oralné podavan fenretinid (FDR) ¢i placebo po dobu 21 dnu, coz
predstavovalo jeden cyklus 1écby. Studie zahrnuje tfi 1é¢ebné cykly s minimalné¢ sedmidennimi
prestavkami mezi nimi. Vzorky plasem a mo¢i, které mame k dispozici, byly odebrany béhem
prvniho cyklu 1é¢by. Vyjimku pfedstavuji vzorky moci oznacené “special”, které byly odebrany
pacientim 11, 13, 14 a 15 ve druhém nebo tietim cyklu 1écby, ktera navic nebyla ve vSech cyklech
stejna. Odbéry plasmy prob¢hly ve Ctyfech Casovych intervalech, pted podanim 1é¢by (BSL)
po 8 a24 hodinach a po 21 dnech, odbéry moci ve dvou intervalech, pied podanim 1écby

a po 21 dnech. Piehled pacientti a jim odebranych vzorku je zobrazen v Tab. 1.

Tabulka 1: Ptehled pacient s cystickou fibrézou a jim odebranych vzorkd plasem a moci

po podani fenretinidu/placeba

Odbéry Odbéry
Pacienti Plasma BSL 8hodin 24 hodin 21dni Mo¢ BSL 21 dni
1 FDR PL-1 PL-13 PL-24 PL-36 FDR 1 15

2 FDR PL-2 PL-14 PL-25 - FDR 2 -
3 FDR PL-3 PL-15 PL-26 PL-37 FDR 3 16
4 Placebo PL-4 PL-16 PL-27 PL-38 Placebo 4 17
5 FDR PL-5 PL-17 PL-28 PL-39 FDR 5 18
6 FDR PL-6 - PL-29 PL-40 FDR 6 19
7 FDR PL-7 PL-18 PL-30 PL-41 FDR 7 20
8 Placebo PL-8 PL-19 PL-31 PL-42 Placebo 8 21
9 FDR PL-9 PL-20 PL-32 PL-43 FDR 9 22
10 FDR  PL-10 PL-21  PL-33 PL-44 FDR 10 23
11 Placebo PL-11 PL-22  PL-34 PL-45 Special 11 24
12 FDR PL-12 PL-23 PL-35 PL-46 FDR 12 25
13 Special 13 26
14 Special 14 27
15 Special - 28

FDR — fenretinid; BSL - base line (odbér pfed podanim FDR/placeba)
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V experimentu byly pouzity lidské bunécné linie bronchialniho epitelu CFBE410-, ato jak s CFTR
s homozygotni mutaci F508del (linie P), tak s wild-type CFTR (linie WT) (Sigma-Aldrich,
SCC151). Tyto bunééné linie byly inkubovany s fenretinidem (1,25 uM) ve ¢tyfech ¢asovych
intervalech (6, 24, 48 a 72 hodin). Ve stejnych ¢asovych intervalech byla ukoncena inkubace
vzorku kontrolnich (bez pfidani fenretinidu). Pro kazdy ¢asovy interval a 1é¢bu byly vytvotreny
biologické triplikaty (A, B, C). VSechny vzorky byly uchovany ve 250 pul RNA lateru. Prehled

vzorku je uveden v Tab. 2.

Tabulka 2: Pfehled vzorku ziskanych z bunéénych linii CFBE410- inkubovanych s fenretinidem
po dobu 6, 24, 48 a 72 hodin

Bunécéna linie P
6h 24 h 48 h 72 h
-FDR,A 7 -FDR,A 13 -FDR,A 19 -FDR,A
-FDR, B 8 -FDR,B 14 -FDR,B 20 -FDR,B
-FDR,C 9 -FDR,C 15 -FDR,C 21 -FDR,C
+FDR,A 10 +FDR,A 16 +FDR,A 22 +FDR,A
+FDR,B 11 +FDR,B 17 +FDR,B 23 +FDR,B
+FDR,C 12 +FDR,C 18 +FDR,C 24 +FDR,C

o O A WD

Bunééna linie WT
6h 24 h 48 h 72h
25 -FDR,A 31 -FDR,A 37 -FDR,A 43 -FDR,A
26 -FDR,B 32 -FDR,B 38 -FDR,B 44 -FDR,B
27 -FDR,C 33 -FDR,C 39 -FDR,C 45 -FDR,C
28 +FDR,A 34 +FDR,A 40 +FDR,A 46 +FDR, A
29 +FDR,B 35 +FDR,B 41 +FDR,B 47 +FDR,B
30 +FDR,C 36 +FDR,C 42 +FDR,C 48 +FDR,C

Buné¢na linie P — bunééna linie CFBE410- s homozygotni mutaci F508del
Bunécna linie WT — bunécna linie CFBE41o- s wild-type CFTR

-FDR — kontrola

+FDR — inkubovano s fenretinidem

3.2 Chemikalie, soupravy, roztoky

o Urine microRNA Purification Kit (Norgen Biotek Corp.)
o miRNase Mini Kit (Qiagen)
o TRIzol™ Reagent (Invitrogen™)
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Chloroform (Serva)

Ethanol (Serva)

FlashTag Biotin HSR RNA Labeling Kit (Thermo Fisher Scientific)
GeneChip miRNA 4.0 Array (Thermo Fisher Scientific)

Tris 1 mmol/l o pH 7,4 (Canvax Biotech)

DEPC-Treated Water (Invitrogen™)

TagMan Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Applied Biosystems™)
Recombinant RNasin ® Ribonuclease Inhibitor (Promega)
TagMan™ Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems™)
Buffer TE (Qiagen)

TagMan™ Advanced MicroRNA Assays (Applied Biosystems™)
o hsa-let-7e-5p (Assay ID: 478579 _mir)

o hsa-miR-19b-3p (Assay ID: 478264 _mir)

o hsa-miR-22-3p (Assay ID: 477985_mir)

o hsa-miR-107 (Assay ID: 478254 _mir)

o hsa-miR-145-3p (Assay ID: 477915 _mir)

o hsa-miR-324-5p (Assay ID: 483066 _mir)

o hsa-miR-376¢-5p (Assay ID: 478862_mir)

o hsa-miR-335-3p (Assay ID: 478033 _mir)

o hsa-miR-518c-3p (Assay ID: 478982_mir)

o hsa-miR-676-3p (Assay ID: 479470_mir)

o hsa-miR-939-5p (Assay ID: 478245 mir)

o hsa-miR-1252-5p (Assay ID: 478658_mir)

o hsa-miR-1276 (Assay ID: 478680_mir)

o hsa-miR-1281 (Assay ID: 478543 _mir)

o hsa-miR-1285-5p (Assay ID: 479565 _mir)

o hsa-miR-3175 (Assay ID: 478816_mir)

o hsa-miR-6755-3p (Assay ID: 480281_mir)

o hsa-miR-6794-3p (Assay ID: 480356_mir)

o hsa-miR-6752-3p (Assay ID: 480276_mir)

o hsa-miR-6834-5p (Assay ID: 480431_mir)

o hsa-miR-4738-5p (Assay ID: 479989 _mir)

o hsa-miR-6750-5p (Assay ID: 480274 _mir)

o hsa-miR-6880-3p (Assay ID: 480510 _mir)
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3.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

o Laminarni box Aura 2000 M.A.C. (BioAir)

o Centrifuga 5804 R (Eppendorf)

o Vortex Genie (Sigma-Aldrich)

o Promyvaci stanice GeneChip Fluidics Station 450 (Applied Biosystems™)

o Hybridiza¢ni pec Affymetrix GeneChip Hybridization Oven 645 (Applied Biosystems™)
o Sken na microarray Cipy Affymetrix GeneChip Scanner 3000 7G (Applied Biosystems™)
o Lamindrni box Herasafe KS (Thermo Scientific)

o Centrifuga miniSpin (Eppendorf)

o Mixer Vortex VX-200CombiC (Labnet)

o Minicentrifuga Gilson (Gilson)

o Mastercycler Nexus (Eppendorf)

o LightCycler® 480 Il Instrument I1-1 (Roche)

o Chladnicka (Liebherr)

o Mrazak (Liebherr)

3.4 Pouzité experimentalni postupy

3.4.1 lzolace RNA

Izolace RNA z plasmy

Ze vzorku plasmy byla izolovana celkova RNA vcetné miRNA za vyuziti miRNase Mini Kitu
(Qiagen). Postup byl optimalizovan.

1. K rozmrazené a promichané plasmé (500 pl) ptidat 5 ml Trizolu.

2. Inkubovat 5 min pii pokojové teploté. Poté vzorky promichat na vortexu na maximalni vykon
po dobu 1 min a opé€t inkubovat 5 min pii pokojové teploté.

3. Vytvortit alikvoty po 1,1 ml. Ke kazdému alikvotu ptidat 220 pl chloroformu a po dobu
15 s vzorky promichat na vortexu na maximalni vykon. Nasledn¢ 3 min inkubovat
pti pokojové teploté a poté centrifugovat 15 min pii 12000 g a 4 °C.

4. Vodnou fazi odebrat do 15ml falkony. Ptidat 1,5 ml absolutniho ethanolu a promichat.

5. Prenést 700 ul smési na kolonku se zkumavkou a centrifugovat 15 s pii 8100 g. Poté vylit
filtrat a zopakovat tento krok do vyCerpani smési (za vyuZiti stejné kolonky).

6. Pridat 700 ul pufru RWT na kolonku a centrifugovat 15 s pti 8100 g. Filtrat vylit.
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. Pridat 500 pl pufru RPE na kolonku a centrifugovat 15 s pii 8100 g. Filtrat vylit. Dale piidat
dalsich 500 pl pufru RPE a stocit po dobu 2 min pii 8100 g. Vylit filtrat.

Pienést kolonku na novou 2ml sbérnou zkumavku a centrifugovat na max. rychlost po dobu
1 min.

. Prenést kolonku na novou 1,5ml sbérnou zkumavku a ptridat 30 ul RNase-free vody.

Centrifugovat 1 min pii 8100 g. Kolonku vyhodit a filtrat s RNA uschovat v dané zkumavce.

Izolace miRNA z mo¢éi

miRNa ze vzorkd moci byla izolovana za vyuziti Urine microRNA Purification Kitu (Norgen
Biotek Corp.)

Ptenést 1 ml moc¢i do 15ml konické zkumavky. Ptidat 1,5 ml lyza¢niho pufru pfimo na moc.
Bunky lyzovat na vortexu po dobu 15 s.

K lyzatu ptidat 1,5 ml absolutniho ethanolu. Promichat na vortexu po dobu 10 s.

Sestavit kolonu s jednou z poskytovanych sbérnych zkumavek. Na kolonu nanést 650 pl
lyzatu s ethanolem a centrifugovat 1 min pfi 8000 RPM. Vylit filtrat.

Znovu sestavit kolonu a opakovat krok 3, dokud nebude vSechen lyzat nanesen na koloné.

. Poté na kolonu nanést 400 ul promyvaciho roztoku A a centrifugovat 1 min pii 14000 RMP.
Vylit filtrat, znovu sestavit kolonu a tento krok zopakovat.

Centrifugovat prazdnou kolonu po dobu 2 min pti 14000 RPM. Vyhodit sbérnou zkumavku.

Kolonu pfenést na novou 1,7ml elu¢ni zkumavku. Na kolonu nanést 30 pl eluéniho roztoku A
a centrifugovat 2 min pfi 2000 RPM. Eluat pienést znova na kolonu a opét centrifugovat 2 min
pti 2000 RPM. Nasledné centrifugovat 2 min pii 14000 RPM. Kolonu vyhodit.

Purifikovany vzorek RNA miiZze byt dlouhodobé skladovan pti -70 °C.

Izolace RNA z bunéénych linii

Z bunécnych linii byla izolovana celkova RNA vcéetné miRNA za vyuziti miRNase Mini Kitu
(Qiagen).

1. Bunky s RNAlaterem stocit 4 min pti 5000 RPM a 4 °C. Odstranit supernatant.

2. Pridat 500 ul 1x PBS a centrifugovat za stejnych podminek jako v kroku 1.

3. Odstranit supernatant a lyzovat bunky v 700 pl Trizolu. Dale provést izolaci miRNA

za vyuziti miRNase Mini Kitu (Qiagen).
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Inkubovat 5 min pfi pokojové teploté. Poté vzorky promichat na vortexu na maximalni vykon
po dobu 1 min a opét inkubovat 5 min pti pokojové teploté.

Centrifugovat 15 min pfi 12000 g a 4 °C. Odebrat svrchni vodnou fazi do 2ml sbérnych
zkumavek v mnozstvi okolo 350 ul. Nasledné piidat 520 pl absolutniho EtOH a smés
nékolikrat propipetovat.

Poté provést kroky 5. — 9. z podkapitoly I1zolace miRNA z plasmy.

3.4.2 Microarray

Vzorky miRNA z plasmy, moc¢i a bunéénych linii byly nejdiive podrobeny microarray analyze,

ktera byla provedena na ¢ipech GeneChip miRNA 4.0 Array (Thermo Fisher Scientific).

Pro znadeni RNA ve vzorcich pted aplikaci na Cipy byl pouzit FlashTag Biotin HSR RNA

Labeling Kit (Thermo Fisher Scientific). Postup dle instrukci vyrobce popsan nize.

1.
2.

© © N o

10.

11.
12.
13.

Predehtat pec na 48 °C. Rozpustit izolované vzorky na ledu.

Upravit koncentraci izolovanych vzorkit RNA pomoci Nuclease-free vody na 130 ng/8 ul
v 0,2ml mikrozkumavkach.

Ptidat 2 pl RNA Spike Control Oligos.

Nartedit ATP mixu pomoci roztoku Tris o 1 mmol/l v poméru ATP mix:Tris 1:38,5.

Pripravit polyadenyla¢ni reakci dle pokyni vyrobce. Inkubovat smés 15 minut pii teploté
37 °C.

Pripravit liga¢ni reakci podle pokynt vyrobce. Inkubovat 30 minut pii pokojové teploté.
Pfipravit hybridiza¢ni reakci na ¢ipy GeneChip miRNA 4.0 Array dle pokynti vyrobce.
Inkubovat ¢ipy v peci po dobu 16—18 hodin pii 48 °C a 60 rpm.

Vyjmout Cipy z pece a odstranit hybridizacni smés z ¢ipu pomoci pipety do novych
mikrozkumavek. Uchovat hybridiza¢ni smési.

Ptipravit promyvaci stanici. Naskenovat ID ¢ipt do software Affymetrix GeneChip Command
Console.

Promyt ¢ipy na promyvaci stanici dle pokynt vyrobce.

Vyjmout ¢ipy z promyvaci stanice a vlozit je do skeneru. Naskenovani ¢ipa.

Upravit skeny ¢ipti pomoci Thermo Fisher Scientific GeneChip CommandConsole software.
Export souborti CEL.

Text byl prevzat a upraven z Bakalaiské prace na téma MiRNA profilovani meningiomt (Lausova,
2018).
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3.4.3 gqRT-PCR s TagMan sondami

Na zaklad¢ vysledki z microarray analyzy bylo vybrano 20 miRNA, které byly podrobeny

kvantitativni analyze za vyuziti qRT-PCR s TagMan sondami. Postup dle instrukci vyrobce popsan

nize.

Piiprava cDNA

Postup ptipravy cDNA zahrnuje polyadenyla¢ni reakei, ligaci adaptoru a naslednou univerzalni

reverzni transkripci. Poté jsou vzorky podrobeny preamplifika¢ni reakci.

10.

Vzorky miRNA pievést do cDNA za vyuziti TagMan Advanced miRNA cDNA Synthesis
Kit.

Ptipravit Poly(A) reakéni mix pro odpovidajici pocet vzorka dle Tab. 3. Oproti sloZzeni smési

vvvvv

Tabulka 3: Ptiprava Poly(A) reakéni smési

Reagencie Objem na 1 reakci [pl]
10x Poly(A) Pufr 0,50
ATP 0,50
Poly(A) Enzym 0,30
RNase-free water 1,36
RNasin 0,34

Do 0,2ml zkumavek pienést 2 pl vzorku a poté 3 pl Poly(A) reakéniho mixu. Zkumavky vlozit
do termocycleru a nastavit program dle vyrobce.

Okam?zité provést nasledujici reakci — Ligace adaptéru.

Ptipravit odpovidajici mnozstvi Ligacniho reak¢niho mixu podle pokynl vyrobce.

Do kazdé zkumavky obsahujici produkt polyadenylacni reakce pfenést 10 pl ligacniho
reakéniho mixu.

Zkumavky vlozit do termocycleru a nastavit program dle vyrobce.

Okam?zité provést reverzni transkripci.

Ptipravit dostate¢né mnozstvi reakéniho mixu pro reverzni transkripci dle pokynil vyrobce.
Do kazdé zkumavky obsahujici produkt ligani reakce pifenést 15 pl reakéniho mixu

pro reverzni transkripci a zkumavky vlozit do termocycleru a nastavit program dle pokynt
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vyrobce. Nasledné provést preamplifikacni reakci (miR-Amp). (Produkt reverzni transkripce
muze byt skladovan pfi teploté -20 © C az po dobu dvou mésici).

11. Pipravit preamplifika¢ni reakéni mix pro odpovidajici pocet reakci dle Tab. 4.

Tabulka 4: Ptiprava reak¢niho mixu pro preamplifika¢ni reakci

Chemikalie Objem na jednu reakci [pl]
2X miR-Amp Master Mix 25

20X miR-Amp Primer Mix 2,5

RNase-free water 17,5

12. Pienést 45 pl reakéniho mixu do novych zkumavek a do kazdé zkumavky piidat 5 ul produktu
reverzni transkripce.

13. Zkumavky vlozit do termocycleru a nastavit program dle pokynt vyrobce.

14. Pokracovat provedenim kvantitativni PCR reakce. Nefedény reakcni produkt miR-Amp lze

skladovat pfi teploté -20 © C po dobu az 2 mésict.

Kvantitativni PCR reakce

Kvantitativni PCR reakce byla provedena za vyuziti sond TagMan Advanced miRNA Assay

a PCR smési TagMan Fast Advanced Master Mix. Postup dle pokynti vyrobce je uveden nize.

1. Postup byl optimalizovan, vzorky cDNA byly pro potieby kvantitativni PCR reakce fedény

Vv rizném poméru S TE pufrem na zakladé pouzité sondy (Tab. 5).

Tabulka 5: Redéni vzorkti cDNA s TE pufrem v zavislosti na pouzité sondé

Redéni miRNA sonda

1:1 hsa-let-7e-5p, hsa-miR-145-3p, hsa-miR-335-3p, hsa-miR-518c-3p, hsa-miR-
939-5p, hsa-miR-1285-5p

1:4 hsa-miR-19b-3p

1:9 hsa-miR-22-3p, hsa-miR-376¢-5p, hsa-miR-676-3p, hsa-miR-1252-5p, hsa-miR-
1276, hsa-miR-1281, hsa-miR-3175, hsa-miR-4738-5p, hsa-miR-6755-3p, hsa-
miR-6794-3p, hsa-miR-6752-3p, hsa-miR-6834-5p, hsa-miR-6750-5p, hsa-miR-
6880-3p hsa-miR-107, hsa-miR-324-5p

2. Pripravit PCR reak¢éni mix pro odpovidajici pocet reakci dle Tab. 6. Oproti Slozeni smési

uvedené vyrobcem pouzit poloviéni mnozstvi.
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Tabulka 6: Priprava PCR reakéniho mixu

Chemikalie Objem na jednu reakci [pl]
TagMan® Fast Advanced Master Mix (2X) 50
TagMan® Advanced miRNA Assay (20X) 0,5
RNase-free water 2,0

3. Do jednotlivych jamek 96 jamkové desky prenést 7,5 pul PCR reakéni smeési. Do kazdé jamky
ptidat 2,5 pl ztedéného cDNA templatu, propipetovat pro promichani obsahu a kratce stocit.

4. 96 jamkovou desku vlozit do termocycleru a nastavit program dle Tab 7.

Tabulka 7: Program termocycleru pro kvantitativni PCR reakci

Teplota [°C] Cas Pocet cykli

Aktivace enzymu 95 20s 1
Denaturace 95 10s 50
Annealing 60 40 s 50
Ukonceni 37 1ls 1

3.4.4 Zpracovani dat

Data ziskana z microarray analyzy byla vyhodnocena za vyuziti softwaru R a softwaru
Bioconductor. Nejdiive byly hodnoceny parametry kvality vzorkli za vyuziti funkce
arrayQualityMetrics softwaru Bioconductor. Data ziskana ze vzorkl plasem a mo¢i pacienti s CF
byla nasledné zpracovéana za vyuziti Wilcoxonova exaktniho jednovybérového a dvouvybérového

testu. Data ziskand z bunécnych linii byla zpracovana dvouvybérovym t-testem.

Ct hodnoty jednotlivych vzorkd generované PCR analyzou (LightCycler 480®, Roche) byly
normalizovany na expresi miR-107, miR-324-5p a miR-19b-3p. Data ziskana ze vzorki plasem
byla zpracovana za vyuZiti Wilcoxonova exaktniho jednovybérového a dvouvybérového testu.
Na zpracovani dat z bunéénych linii byl vyuzit statisticky model mixed-effect. Statistické

zpracovani dat bylo provedeno v softwaru R. Podrobngjsi informace jsou uvedeny v kapitole
Vysledky.

Dynamické zmény v expresi miRNA byly hodnoceny metodou 224!, Nejdiive byla od hodnot Ct
vzorkt ode¢tena hodnota Ct pfislusné normy, ¢imz byla ziskdna hodnota ACt. Nasledné byla

dle nize uvedeného vzorce porovnana exprese mezi dvéma intervaly 1é¢by/inkubace fenretinidem.
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V ptipadé, Ze je hodnota AACt kladna, je exprese dané miRNA v ¢ase 2 niz8i nez v Case 1.

V piipadé¢, Ze je hodnota AACt zaporna, je exprese dané miRNA v Case 2 vySsi nez v Case 1.

ACt (n) ... normalizovand hodnota Ct v Case 1
ACt (t) ... normalizovana hodnota Ct v Case 2
AACt = ACt (t) — ACt (n)

FC = 2"44Ct | pfevod AACt hodnoty na relativni zménu exprese (fold-change)
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4 Vysledky

Vzorky miRNA izolované z bunéénych linii CFBE410- a ze vzorkti plasmy a moci pacientti s CF
byly podrobeny molekularné biologické analyze exprese miRNA za vyuziti metod microarray
a gRT-PCR.

4.1 Microarray analyza

Nejprve probéhla microarray analyza vzorki miRNA izolovanych z plasmy, moci a z bunéénych

linii CFBE41o0-.

Microarray analyza byla provedena na 32 vzorcich miRNA izolovanych z plasmy osmi pacientti
s CF. Do analyzy byly zatazeny vzorky plasem pacientll, od nichz mame k dispozici vzorky
z prvniho a z posledniho odbéru. Tomuto kritériu odpovida pét pacientd 1é¢enych fenretinidem
(1,5, 6, 7 a 12) a tii pacienti, kterym bylo podano placebo (4, 8 a 11). Vzorky PL-9, 10, 22, 32, 37
a43 byly z microarray analyzy vyfazeny, protoze nesplnily parametry kvality provedené
softwarem Bioconductor za vyuziti funkce arrayQualityMetrics. Tato funkce vyhodnoti pro kazdy
vzorek tii miry kvality: vzdalenost mezi arrayemi, porovnani distribuce intenzit dané arraye vaci
distribuci poolované za vyuziti Kolmogorov-Smirnovovy statistiky a odchylku od mediant
intenzit vSech arrayi za vyuziti Hoeffdingovy statistiky. V piipadé, ze byl vzorek oznacen

za odlehlou hodnotu v alespon dvou ze tii uvedenych testi, byl z analyzy vytazen.

Pro zpracovani dat z microarray analyzy byl pro vzorky skupiny FDR (fenretinid) vyuzit
Wilcoxontiv jednovybérovy exaktni test. Bylo vybrano prvnich 50 ncRNA na zakladé hodnot
p-value mezi poslednim (D21-den 21) a prvnim odbérem (BSL-base-line), které byly sefazeny
vzestupng, a na zakladé absolutni hodnoty medianu rozdilu exprese mezi D21 a BSL, které byly

fazeny sestupné. Na Obr. 4 je zobrazena heat mapa vytvotena na zakladé uvedenych kritérii.

Nasledné¢ byla data zpracovana za vyuziti Wilcoxonova exaktniho jednovybérového testu
pro skupinu placebo vzorkli a Wilcoxonova exaktniho dvouvybérového testu v pripad€é porovnani
vyznamnosti diferenci v ¢ase mezi vzorky FDR a placebo. Heat mapa na Obr. 5 je vytvofena
na zaklad¢é rozdilu v expresi mezi poslednim odbérem (D21) a prvnim odbérem (BSL) tak,
ze je vybrano prvnich 20 ncRNA sefazenych dle nejvyssich p-value jednovybérového testu

pro skupinu placebo. Vybrany jsou jen ty nCRNA, pro které plati:

1. Rozdil exprese mezi poslednim dnem a prvnim odbérem ve skupiné FDR je na hladiné

vyznamnosti 10 %; p-value (FDR: D21-BSL=0) < 0,1 a soucasné
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2. Rozdil exprese D21-BSL mezi skupinami FDR a placebo je na hladin¢€ vyznamnosti 5 %;
p-value (FDR vs. placebo) <0,05

Mezi t¢mito ncRNA bylo 15 miRNA molekul a 5 molekul malych nukleolarnich RNA (sShoRNA)
(Obr. 5).

— 7

hsa-let-7d-5p 6 gr
a7 HFDR
hsa-let-Te-5

P 4 Placebo
hsa-let-a-5p
hsa-miR-223-3p 2

hsa-miR-15b-5p

ENSG00000252256 °
ENSGO0000252256 -2
hsa-mir-939 "
hsa-miR-142-3p
hsa-miR-676-3p -
hsa-mir-1276
ENSGO0000200063
hsa-mir-6727

hsa-miR-1463-5p
hsa-miR-584-5p

hsa-miR-7150
hsa-miR-550a-5p
hsa-miR-4274
hsa-miR-1825
hsa-miR-6869-5p
hsa-miR-22-3p
hsa-miR-4516

hsa-miR-4725-5p

\
T 1 T T e

hsa-miR-4648-3p
ENSG00000238891
hsa-mir-5703
hsa-miR-6776-3p
hsa-mir-610

hsa-mir-376¢
hsa-mir-4275
hsa-miR-933
hsa-miR-129-2-3p
ENSG00000238464
hsa-miR-6752-3p
ENSG00000233155
ENSGD0000238480

ENSGD0000251992
ENSG00000238775

hsa-miR-6794-3p
hsa-miR-3935
ENSG00000238686
ENSG00000238686
hsa-miR-1281

hsa-miR-5100
hsa-miR-6796-3p
ENSG00000239080
ENSGD0000239080
hsa-miR-455-3p
ENSGO0000238386
ENSG00000236385

Obrazek 4: Heat mapa znazornujici zménu exprese 35 miRNA a 15 snoRNA ziskanych z plasem
osmi pacientd s CF po podani fenretinidu/placeba. Radky odpovidaji jednotlivym molekulam
ncRNA. Sloupce piedstavuji pacienty, kterym byl podén fenretinid (Cern€) a placebo
(bez barevného vyznaceni). Zelena barva (kladné hodnoty) vypovida o zvySené expresi v case D21

oproti BSL, ¢ervend barva (zdporné hodnoty) odpovidé sniZzené expresi v case D21 oproti BSL
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Obrazek 5: Heat mapa znazoriujici zménu exprese mezi vzorky pred podanim FDR/placeba
(BSL—base line) a 21. dnem po podani (D21) u 15 miRNA a 5 snoRNA ziskanych z plasem osmi
pacienttl s CF po podani fenretinidu/placeba. Radky odpovidaji jednotlivym molekuldm ncRNA.
Sloupce ptredstavuji pacienty, kterym byl podan fenretinid (¢erné) a kterym bylo podano placebo
(bez barevného vyznaceni). Zelena barva (kladné hodnoty) vypovida o zvysené expresi v Case D21

oproti BSL, ¢ervend barva (zdporné hodnoty) odpovida snizené expresi v ¢ase D21 oproti BSL.

Nasledné probéhla microarray analyza vzorkli miRNA izolovanych z moci pacientli s CF.
Pro analyzu byly vyuzity vzorky pacientl, u nichz mame k dispozici oba dva odbéry,
pacienti 2 a 15 tedy nebyli do microarray analyzy zahrnuti. Celkové bylo microarray analyze
podrobeno 13 pacientt, z nichz osmi byl podan fenretinid, dvéma placebo a tfi patfili do kategorie

“special”. Data byla zpracovéna za vyuziti jednovybérového exaktniho Wilcoxonova testu nulové
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diference. Bylo vybrano prvnich 50 ncRNA na zaklad¢ hodnot p-value mezi poslednim a prvnim
odbérem (D21-BSL) ve skupin€ FDR, které byly sefazeny vzestupné a absolutni hodnoty medianu
rozdilu exprese mezi D21 a BSL ve skupiné FDR, které byly fazeny sestupné. Na Obr. 6

je zobrazena heat mapa vytvoiena na zakladé vySe uvedenych kritérii.
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Obrazek 6: Heat mapa znazornujici zménu exprese 40 miRNA a 10 snoRNA ziskanych z moci
13 pacientli s CF po podéani fenretinidu/placeba. Radky odpovidaji jednotlivym molekuldm
ncRNA. Sloupce predstavuji pacienty, kterym byl podan fenretinid (Cern€) a placebo
(bez barevného vyznaceni). Kategorie ,,special je oznacena Sed¢. Zelena barva (kladné hodnoty)
vypovida o zvysené expresi v ase D21 oproti BSL, ¢ervena barva (zaporné hodnoty) odpovida

sniZzené expresi v ¢ase D21 oproti BSL.
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Jak bylo zminéno vySe, v ramci microarray analyzy vzorkd z klinické studie byly zjisténo,
ze krom¢ deregulace miRNA doslo také k deregulaci nékterych malych nukleolarnich RNA,
jejichz exprese muze byt ovlivnéna transkripnimi faktory. Byly proto zkoumany interakce
S potencialnimi transkripénimi faktory, nicméné se nepodatilo najit spojeni pifimo se SNORNA.
Zkoumaly se proto interakce transkrip¢nich faktord s miRNA. U nékterych miRNA (miR-22-3p,
miR-223-3p, miR-335, miR-646, miR-877-3p, miR-939-5p, miR-3175 a miR-3689a-3p)
se podaftilo nalézt souvislost s transkripcnimi faktory: ATF6, E2F1, E2F2, STAT6 a IRFS. Tato

data nejsou soucasti diplomové prace.

Dale data z microarray analyzy pacientskych vzorkid vypovidaji o korelaci zmény exprese miRNA
s ur¢itymi Klinickymi znaky jako napt. s hladinami kyseliny arachidonové a dokosahexaenové,
s mnozstvim interleukini a neutrofili a s hodnotou CRP. Tato data nejsou soucasti diplomové

prace.

Microarray analyze byly kromé vzorkt z klinické studie podrobeny také vzorky miRNA ziskané
z bunéénych linii CFBE410- s homozygotni mutaci F508del (bunécna linie P) a bez této mutace
(bunécna linie WT). Celkové probéhla microarray analyza 48 vzorkd. Nebylo mozné vytvofit
reprezentativni heat mapu znazorfiujici rozdilnou expresi molekul miRNA izolovanou
z bunéénych linii CFBE410- z divodu malého mnozstvi signifikantnich rozdili v expresi mezi
jednotlivymi skupinami vzorki. Data byla zpracovana za vyuziti dvouvyb&rovych t-testd
pro porovnani skupiny inkubované s fenretinidem vzhledem ke kontrole. Byly vybrany jen
miRNA, pro které je adjustovana hodnota p-value pfislusného t-testu na hlading vyznamnosti 10 %
(p-value < 0,1). Adjustace hodnot p-value byla provedena metodou Benjamini-Hochberg. Zmény
exprese mMiRNA se projevily pouze ve vzorcich ziskanych z bunééné linie P, na kterou pusobil

fenretinid. Seznam miRNA vybranych na zakladé vySe uvedenych kritérii je uveden v Tab. 8.

Data ziskana z microarray analyzy vzorku z bunéénych linii se pfekryvaji s nalezem v plasmé
¢i moci jen ve dvou piipadech. Jedna se o miR-7e-5p a miR-6880-5p, které byly deregulovany
ve vzorcich z bunééné linii P, ktera byla vystavena 48 hodinovému pusobeni fenretinidu (FDR).
Deregulace prvni zminéné miRNA byla zaznamenéna pfi microarray analyze vzorkil z plasmy
mezi 50 nejvyznamnéji deregulovanymi miRNA. O ¢asteény piekryv se jedna v ptipadé
miR-6880-5p. Ve vzorcich ziskanych z moc¢i pacienti s CF byla zaznamenana deregulace
miR-6880-3p mezi 50 nejvyznamnéji ovlivnénymi miRNA. Jedna se o molekuly, které vznikly

Z opacného konce stejného prekurzoru.
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Tabulka 8: Ptrehled deregulovanych miRNA izolovanych z bunéénych linii P po inkubaci

s fenretinidem

Pisobeni FDR po

mMiRNA
dobu [h]
miR-4723-3p 6
miR-25-3p 24
let-7e-5p 48
miR-101-5p 48
miR-132-3p 48
miR-155-5p 48
miR-365b-5p 48
miR-586 48
miR-1251-5p 48
miR-2115-5p 48
miR-3621 48
miR-5189-3p 48
miR-6880-5p 48
miR-8075 48
miR-301b 72

FDR - fenretinid

Na zaklad¢ dat ziskanych z microarray analyzy vzorktt miRNA a na zaklad¢ biologické funkce
danych miRNA bylo vybrano 20 miRNA pro kvantifikaci pomoci qRT-PCR s TagMan sondami.
Let-7e-5p, miR-335-3p, miR-676-3p, miR-6752-3p a miR-6750-5p byly vybrany z diivodu jejich
ucasti na biosyntéze mucinu, ktery je sloZzkou hlenu dychacich cest, a byly vyznamné

deregulovéany ve vzorcich pacienti s CF.

MiR-22-3p, miR-3175 a miR-6794-3p se ucastni adheze bun¢k a byly deregulovany v plasmeé
amoci pacienti s CF. MiR-1252-5p, miR-1276 a miR-6755-3p byly vybrany pro tucast
na metabolismu lysinu a pro jejich zménu exprese ve vzorcich plasmy pacientti s CF. MiR-145-3p
byla vybrana z diivodu interakce S ECM (extracelularni matrix) receptorem a vlivu na chloridovy
kanal 3. MiR-6834-5p hraje roli v metabolismu glutaminu/glutamatu a reguluje synapse.
Ob¢ zminéné molekuly miRNA byly vyrazné deregulovany v plasmé pacientti s CF. Z divodu
zmény exprese prekurzorit ve vzorcich plasmy od pacienti s CF byly pro kvantitativni analyzu
vybrany miR-376¢-5p, miR-518¢c-3p a miR-939-5p. Prvni zminéna je spojovana s plicni fibrozou,
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posledni zminéna se podili na vapnikové a hedgehog signalizaci a miR-518c-3p se ucastni
biosyntézy GPI (glykofosfatidylinositolové) kotvy. MiR-1281 byla do kvantitativni analyzy
zatazena na zaklad¢é zmény jeji exprese ve vzorcich plasmy od pacientu s CF. Tato miRNA je
zapojena do biosyntézy folatu a zpracovani proteinu v ER. Pro deregulaci ve vzorcich moci
pacienti s CF, korelaci s CRP a interakci s receptorem ECM byla vybrana miR-1285-5p.
MiR-4738-5p a miR-6880-3p byly vybrany z divody zmény jejich exprese ve vzorcich moci. Obé
dv¢ se ucastni metabolickych procest, prvni z nich metabolismus glycerofosfolipidii a druha

metabolismu aminokyselin. Pichled vybranych miRNA je uveden v Tab. 9.

Tabulka 9: Seznam miRNA vybranych pro validaci za vyuziti metody gqRT-PCR s TagMan

sondami

. Biologicky material, ve kterém . L,
MIRNA . Biologicka role
byla miRNA deregulovana:

let-7e-5p Bunééna linie CFBE410-; Biosyntéza mastnych kyselin a
plasma mucinu; FoxO signalni draha
miR-22-3p Plasma Biosyntéza lipida a glykolipidi;
adheze; sou¢ast mnoha signalnich
drah
miR-145-3p Plasma Interakce s ECM-receptorem; vliv na

chloridovy kanal 3

miR-376¢-5p Plasma (deregulovany Bazova excisni oprava; spojovano
prekurzor) S plicni fibrézou
miR-335-3p Plasma (deregulovany Soucast signalnich drah- PI3K-Akt,
prekurzor) Hippo, ErbB, TGF-p
miR-518c-3p Plasma (deregulovany Biosyntéza GPI kotvy
prekurzor)
miR-676-3p Plasma Biosyntéza mucinu; adheze; GPI
signalizace
miR-939-5p Plasma (deregulovany Vapnikova a hedgehog signalizace;
prekurzor) glykolyza; cytoskelet
miR-1252-5p Plasma Degradace lysinu; metabolismus
zavisly na CYP P450
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Tabulka 9: Pokra¢ovani

) Biologicky material, ve kterém . L
MIRNA Biologicka role
byla miRNA deregulovana:

miR-1276 Plasma Metabolismus lysinu; mTOR
signalizace; GABA synapse
miR-1281 Plasma Biosyntéza folatu; zpracovani

proteinti v ER; epitelialni signaly

miR-1285-5p Mo¢ Koreluje s CRP; interakce receptoru
ECM; ucast v metabolickych
drahach

miR-3175 Plasma Wnt, Hedgehog a GnRH signalizace;
adheze

miR-6755-3p Plasma Degradace lysinu; biosyntéza
glykosaminoglykanu

miR-6794-3p Plasma a mo¢ Riizné metabolické drahy; adheze

miR-6752-3p Plasma Interakce receptoru ECM; biosyntéza
mucinu; metabolismus
glutaminu/glutamatu

miR-6834-5p Plasma Metabolismus glutaminu/glutamétu;
synapse

miR-4738-5p Mo¢ Metabolismus glycerofosfolipidi;

signalizace tyroidnich hormonti
miR-6750-5p Moc¢ Biosyntéza mucinu; signalizace
Rap1l; adheze; degradace lysinu

miR-6880-3p Mo¢ Metabolismus arginine; ornithinu a
prolinu; infekce

FoxO — forkhead box O

ECM — extracelularni matrix

P13K-Akt — fosfatidylinositol-3-kinaza/protein kinaza B

Hippo signalni draha — regulace bunééné proliferace, fizeni ristu a regenerace organti (Misra et Irvine, 2018)
ErbB — rodina tyrozinkinazovych receptorti (Arteaga et Engelman, 2014)

TGF-B — transformujici rastovy faktor

GPI — glykofosfatidylinositol

Hedgehog signalni draha - vyvoj Zivo¢ichl a homeostazy tkani (Briscoe et Thérond, 2013)
mTOR — kinaza (mammalian target of rapamycin)

GABA — kyselina y-aminomaselna

ER — endoplasmatické retikulum

CRP — C-reaktivni protein

Whnt — Wingless-related integration site

GnRH — gonadotropin uvoliyjici hormon

Rapl — Ras-related protein 1
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4.2 qRT-PCR analyza

Vzorky miRNA izolované z plasem a bunécnych linii CFBE410- byly vyuzity pro kvantitativni
stanoveni 20 MiRNA vybranych na zaklad¢ vysledkti microarray a biologické funkce. Z divodu
nedostatku biologického materialu nebyly do gRT-PCR analyzy zafazeny tyto vzorky plasem:
PL-8, 9, 12, 13, 24, 27, 29, 30, 33, 34, 35 avzorek 42 ziskany z bunéénych linii. Analyza byla
provedena za vyuziti sond TagMan™ Advanced MicroRNA Assays. Vysledky byly
normalizovany na miR-107, miR-324-5p a miR-19b-3p.

Z vybranych 20 miRNA poskytovalo hodnotitelna data devét miRNA: let-7e-5p, miR-22-3p,
miR-145-3p, miR-335-3p, miR-518c-3p, miR-676-3p, miR-939-5p, miR-1281 a miR-1285-5p.
U ostatnich miRNA byla exprese zcela minimalni nebo nulova, proto byly z dalsi analyzy

vyfazeny.

Kazdy vzorek ziskany z plasem byl testovan v dubletu. Nejprve byla data dubletd zprimérovana
a nasledné normalizovana na miR-107, kterd se v analyze vzorkt plasem ukazala jako
nejstabilnéj§i. Ziskané hodnoty byly statisticky zpracovany za vyuziti jednovybérového
Wilcoxonova testu diferenci mezi jednotlivymi ¢asy odbéru. Testovali jsme, zda se ACt hodnoty
v odbérovych ¢asech vyznamné 1isi mezi vzorky pacientii 1é¢enych FDR nebo placebem. Nasledné
byl proveden dvouvybérovy Wilcoxonliv test rozdild ACt hodnot v pfislusnych casovych

intervalech mezi skupinou placebo a FDR.

Statisticky vyznamné rozdily byly pozorovany v expresi dvou miRNA, miR-22-3p a miR-1281
(Tab. 10). U obou byly zjistény signifikantni rozdily v expresi mezi druhym a poslednim odbérem
ve skupiné vzorkll pacientli 1é€enych fenretinidem. V piipadé¢ miR-22-3p byl pozorovan stejny
trend také v expresi mezi prvnim (BSL) a poslednim odbérem (D21). Ve vSech tiech piipadech
téchto miRNA mezi skupinami lé€enymi placebem a FDR vSak nebyly pozorovany statisticky

vyznamné rozdily. Dalsi vysledky nebyly hodnotitelné z ditvodu malého poctu méteni.
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Tabulka 10: Vysledky Wilcoxonova testu diferenci mezi jednotlivymi ¢asy odbéru pro skupinu

placebo/FDR a jejich porovnani za vyuziti normy miR-107

MiRNA Skupina 8h_BSL 24h_ BSL D21 BSL 24h_8h D21 _8h D21 _24h
vzorki
miR-22-3p Placebo (n) 2 0 2 1 3 1
FDR (n) 5 3 6 4 6 3
Placebo
(pV) 0,500 NA 0,500 NA 0,250 NA
FDR (pV) 0,063 0,500 0,031 0,625 0,031 0,250
pVvV 0,095 NA 0,429 NA 0,262 NA
miR-1281  Placebo n 2 0 2 1 3 1
FDRn 5 3 6 4 6 3
Placebo
(pV) 1,000 NA 0,500 NA 0,250 NA
FDR (pV) 0,813 1,000 0,156 0,625 0,031 0,500
pV 0,857 NA 0,429 NA 0,262 NA

Tuéné jsou zvyraznény statisticky vyznamné hodnoty p-value (niz$i nez 0,05)

BSL — base-line

FDR — fenretinid

Placebo (n)/FDR (n) — pocet pacientt, od kterych mame k dispozici vzorky po/pted podanim fenretinidu/placeba
Placebo (pV)/FDR (pV) — hodnota p-value jednovybérového Wilcoxonova testu pro placebo/FDR skupinu v danych
casech

pV — hodnota p-value dvouvybérového Wilcoxonova testu porovnani mezi skupinou placebo a fenretinidu v danych
casech

NA — neanalyzovano z divodu malého poétu méteni

Na zpracovani dat z bunéénych linii byl vyuzit mixed-effect statisticky model. Pro oba typy
bunéénych linii (zvlast P a zvlast WT) a kazdy ¢asovy interval (6, 24, 48 a 72 h) se fitoval model
se smiSenymi efekty, kde je fixovanym efektem 1é¢ba (tedy zda na linii pusobil fenretinid
¢i nikoliv) a ndhodnym efektem je vzorek. | v tomto ptipadé byl kazdy vzorek testovan v dubletu
(Jednotlivé vzorky byly na zacatku celé analyzy ptipraveny v triplikatech a kazdy z téchto vzorka

byl v ramci kvantitativni PCR analyzy testovan dvakrat).

Data z bunécnych linii byla normalizovana k miR-19b-3p, ktera vykazovala stabilni expresi
v ramci celého experimentu. Hodnotitelna data poskytlo pét miRNA z vybranych deviti a to
let-7e-5p, miR-22-3p, MiR-335-3p, MiR-1281 a miR-1285-5p. V ramci kazdé bunécné linie
(zvlast’ P a WT) byly porovnavany vzorky po pusobeni fenretinidu a kontrolni vzorky ve ¢tyfech

casovych intervalech (Tab. 11). U vsech miRNA byla u linii P zaznamenana statisticky vyznamna
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zména exprese PO 72hodinovém pisobeni fenretinidu. Pro miR-335-3p byl zaznamenam
statisticky vyznamny rozdil v expresi také v kratSich ¢asovych intervalech (24 a 48 hodin). Nize
jsou uvedeny vysledky statistické analyzy zmény exprese tii miRNA. MiR-22-3p a miR-1281
vykazovaly zménu exprese také ve vzorcich pacientské plasmy a miR-335-3p vykazovala

signifikantni zmény exprese v bunécné linii P.

Tabulka 11: Rozdil exprese vybranych miRNA mezi vzorky inkubovanymi s fenretinidem

a kontrolnimi vzorky v buné¢nych liniich CFBE410-

MiRNA Doba P WT
inkubace

miR-22-3p 6 0,797 0,586
24 0,082 0,432

48 0,483 0,335

72 0,005 0,243

miR-335-3p 6 0,912 0,184
24 0,046 0,004

48 0,042 0,109

72 4,13-10°5 0,183

miR-1281 6 0,770 0,018
24 0,471 0,072

48 0,688 0,124

72 5,88-10° 0,219

Tucné jsou zvyraznény statisticky vyznamné hodnoty p-value (nizsi nez 0,05)
P — bunécna linie CFBE410- s CFTR s homozygotni mutaci F508del
WT — bunééna linie CFBE410- s wild-type CFTR

Exprese miR-22-3p byla v bunééné linii P a WT zvysena (Obr. 7). Rozdil v expresi miR-22-3p
V bunécné linii P mezi vzorky po plsobeni fenretinidu a kontrolnimi vzorky kolisal v z&vislosti
na ¢ase. Nejvyznamnéjsi rozdil byl pozorovan v ¢ase 72 h. V bunééné linii WT se zména exprese

miRNA mezi vzorky, které byly vystaveny piisobeni fenretinidu, a vzorky kontrolnimi neprojevila.

MiR-335-3p byla v obou bunéénych liniich sniZzen¢ exprimovana. Dale byl pozorovan nartstajici
rozdil v expresi miRNA-335-3p v bunécné linii P mezi vzorky inkubovanymi s fenretinidem
a bez fenretinidu v zavislosti na ¢ase. V bunécné linii WT je zména exprese MIRNA Vv Case vetsi,

nicmén¢ vzdy klesd exprese (nariista ACt) obou typa vzorki, kontrolnich i1 téch po plsobeni

48



fenretinidu. Pfi analyze vzorkd plasmy pacienti s CF nebyly zmény exprese této miRNA

statisticky vyznamné.

Exprese miR-1281 je ve vzorcich z obou buné¢nych linii snizena. V buné¢né linii P exprese této
miRNA roste v Case nezavisle na inkubaci s fenretinidem. Statisticky vyznamny rozdil v expresi
mezi vzorky inkubovanymi s fenretinidem a bez fenretinidu se projevil v ¢ase 72 h. V bunécné

linii WT je trend zmény exprese miR-1281 opacny, v zavislosti na ¢ase klesa.
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Obrazek 7: Hodnoty exprese vybranych miRNA (ACt) vzorkli bunéénych linii P (nesouci
homozygotni mutaci F508del) a WT (wild-type) v ¢asovych intervalech inkubace s fenretinidem
a bez fenretinidu. Modfe jsou znazornény vzorky, které byly inkubovany s fenretinidem

a oranzove vzorky kontrolni. Jednotlivé triplikaty znazornény geometricky.
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5 Diskuze

Cysticka fibroza (CF) je nejcastéj$i autozomalné recesivné dédicné onemocnéni v kavkazské
populaci. Pfi¢inou vzniku onemocnéni je mutace genu CFTR, ktery koduje chloridovy kanal
na povrchu epitelialnich bunék (Davies et al., 2007; Ratjen et al., 2015). CF je multiorganovym
onemocnénim postihujicim plice, jatra, pankreas, gastrointestinalni a reprodukéni trakt (De Boeck
etal., 2011; Kerem et Kerem, 2017; Peterson et al., 2003; Ratjen et Doéring, 2003). Bylo zjisténo,
ze na patofyziologii CF se podileji také miRNA, které hraji roli v regulaci exprese proteinu CFTR
a tedy ve zméné iontové vodivosti, reguluji vrozenou imunitu a zanétlivé reakce (De Palma et al.,
2020). Pfedmétem vyzkumu vyvoje novych 1é¢iv cystické fibrozy je v poslednich letech také
synteticky analog vitaminu A — fenretinid (FDR). V modelech CF byla prokazana jeho role
v normalizaci hladiny ceramidi, ve stabilizaci poméru kyseliny dokosahexaenové a kyseliny
arachidonové a v ovlivnéni hladin zanétlivych molekul (Guilbault et al., 2008; Guilbault et al.,
2009; Lachance et al., 2013). Cilem diplomové prace bylo objasnit vliv fenretinidu na drahy
mMIiRNA v modelech cystické fibrozy.

Pusobenim fenretinidu na hladiny miRNA se jiz zabyvali napt. Kutty et. al. (2010), ktefi
detekovali zvySenou expresi miRNA-9 v bunkach lidského retinalniho pigmentového epitelu
(ARPE-19) po podani fenretinidu. Dale Yiicel et Sahin (2020) popsali roli fenretinidu pfti potlaceni
miR-10b, ktera se podili na sniZzeni angiogeneze V bunétné linii lidskych endotelialnich bunék
odvozenych z pupe¢nikové zily (HUVEC). Psobeni fenretinidu na hladiny miRNA v bunéénych

modelech cystické fibrozy dosud nebylo zkoumano.

V ptedkladané diplomové praci byla nejprve provedena microarray analyza vzorkt plasmy a moci
pacientil s CF a vzork bunéénych linii CFBE410- s CFTR s homozygotni mutaci F508del
a s wild-type CFTR. Na zaklad¢ dat ziskanych z microarray analyzy a jejich biologické role bylo
vybrano 20 miRNA pro validaci za vyuziti kvantitativni RT-PCR. Bylo pozorovano statisticky
vyznamné snizeni exprese miR-22-3p a miR-1281 v plasmé pacientii s CF 1é¢enych fenretinidem.
U pacientt, kterym bylo podano placebo, statisticky vyznamné zmény pozorovany nebyly. Vzorky
moci pacientt s CF nebyly z diivodu nedostate¢ného mnozstvi materialu podrobeny kvantitativni

RT-PCR analyze.

V dalsi casti diplomové prace byla pozorovana statisticky vyznamna zmeéna exprese let-7e-5p,
miR-22-3p, miR-335-3p, miR-1281 a miR-1285-5p ve vzorcich bunééné linie nesoucich

homozygotni mutaci F508del inkubovanych s fenretinidem. Pii podrobné analyze vSak
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vykazovaly miR-22-3p, miR-335-3p a miR-1281 rozdilné trendy v expresi mezi vzorky
inkubovanymi s fenretinidlem a vzorky kontrolnimi, stejné¢ jako mezi vzorky linie P a WT.

Ze ziskanych dat nelze vyhodnotit jednoznacny zaver.

Z4dna za tif uvedenych miRNA, miR-22-3p, miR-335-3p a miR-1281, dosud nebyla v literatufe
popsana v souvislosti s cystickou fibrozou. Studie Gu W. et al. odhalila, Ze nadmérna exprese
miR-22 v endotelialnich bunkach zvySuje syntézu prozanétlivych cytokini. Tento nalez byl
potvrzen za vyuziti buné¢né linie HUVEC a ovéien in vivo v C57BL/6 mysich. Zhang et al. (2020)
popsali v lidskych ektopickych endometrialnich stromalnich bunkach zvySenou expresi
miR-22-3p, ktera vedla k nartistu buné¢né proliferace a migrace. Studie ukazala, Ze se miR-22-3p
vaze na SIRT1 mRNA, ¢imz snizuje expresi genu SIRT1. Dle studie Kauppinen et al. (2013)
SIRT1 stimuluje produkei oxidacni energie a souc¢asné inhibuje signalizaci NF-xB a potlacuje tak
zanét. Signalni draha NF-kB je hlavnim mediatorem vrozené imunity, zatimco SIRT1 je dilezitym
regulatorem energetického metabolismu a bunééného preziti. Inhibice SIRT1 tedy vede k naruSeni
metabolismu oxidativni energie a stimuluje zanétlivé reakce vyvolané NF-«xB pfitomné v mnoha
chronickych, metabolickych a s vékem souvisejicich onemocnénich. V nasi praci jsme u pacient
s CF lécenych fenretinidem pozorovali snizeni exprese miR-22-3p, coz by dle uvedenych studii

mohlo pfispivat k potlaceni zanétu piitomného u nemocnych s CF.

Studie Muralidharan et al. (2017) zaznamenala zvysenou expresi miR-1281 v moc¢i a v plasme
pacientli s chronickym onemocnénim ledvin se snizenou odhadovanou glomerularni filtraci
azminila jeji roli v signalnich drahach BMP (kostni morfogeneticky protein) a TGFp
(transformujici ristovy faktor ). TGF-B je pleiotropni cytokin se silnou regulacni a zanétlivou
aktivitou a BMP se podili na zanétlivych procesech mnoha onemocnéni jako napf. aterosklerozy
¢i revmatoidni artritidy (Sanjabi et al., 2009, Wu et Hatzopoulos, 2019). Studie Greco et al. (2020)
prokazala pozitivni regulaci exprese proteinu VEGFA (vaskularni endotelialni ristovy faktor A)
aktivaci transkripce genu VEGFA prostfednictvim miR-1281 v bunétné linii HUVEC. VEGF
je mediatorem angiogeneze a zanétu, coz jsou uzce integrované procesy v fadé fyziologickych
stavli a onemocnéni, v€etné revmatoidni artritidy, obezity, aterosklerdzy, psoriazy a nadora
(Shaik-Dasthagirisaheb et al., 2013). Je tedy mozné, ze se miR-1281 podili na zanétlivé etiologii
CF. NaSe vysledky popisuji snizeni hladin miR-1281 u pacientli s CF po 1écbé fenretinidem, coz

by opét mohlo naznacovat jeho protizanétlivy ucinek.
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Studie Tamanini et al. (2021) popsala zvyseni exprese CFTR scaffoldového proteinu NHERF1
prostiednictvim peptidové nukleové kyseliny (PNA), ktera inhibuje miR-335-5p v bronchialnich
epitelidlnich bunkach Calu-3. Soucasn¢ pusobenim PNA na buiky Calu-3 doSlo ke zvyseni
exprese proteinu CFTR. Autofi studie navrhuji cileni na miR-335-5p jako strategii ke zvySeni
hladin proteinu CFTR. Na druhou stranu studie Gao et al. (2018) potvrzuje schopnost miR-335-5p
potlacovat zanétlivou odpovéd’ negativni regulaci syntdzy mastnych kyselin v my$im modelu
sepse. V nasi praci jsme v buné¢nych liniich pozorovali zmény exprese miR-335-3p, tedy miRNA,
ktera vznikla z opacného konce stejného prekurzoru. Nicmén¢ zména exprese nevykazovala v ase
stejny trend. Navic exprese této miRNA nebyla vyznamné zménéna ve vzorcich plasmy pacienti

s CF.

Vliv fenretinidu na expresi miRNA u pacienti s CF dosud nebyl v literatuie popsan. Dle studie
Shishodia et al. (2005) fenretinid potlacuje aktivaci NF-kB indukovanou mnoha latkami jako napf.
tumor nekrotizujicim faktorem nebo peroxidem vodiku. Nami popsané snizeni exprese miR-22-3p
by mohlo byt dal§$im mechanismem inhibice signalni drahy NF-«xB, které vede k potlaceni

zanétlivé odpovédi.

Studie Eaton (2010) popsala sniZzeni exprese VEGF v lidské bunécéné kultute RPE (retinalni
pigmentovy epitel) v reakci na oxidacni stres po predbézné 1écbe fenretinidem a snizeni exprese
VEGF bylo popsano také v modelu hyperglykemickych mysi po 30dennim podavani fenretinidu.
V nasi praci jsme v plasmé& pacientll s CF léCenych fenretinidem detekovali snizené hladiny

rrrrr

pusobeni fenretinidu je dano také ovlivnénim signalni drahy VEGF prostfednictvim miR-1281.
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6 Zavér

Cilem ptedkladané diplomové prace bylo popsat vliv fenretinidu na drahy miRNA, které
se podileji na patofyziologii cystické fibrozy. S vyuzitim microarray analyzy bylo identifikovano
20 kandidatnich miRNA, které byly néasledné validovany pomoci kvantitativni RT-PCR analyzy

s TagMan sondami. Dvé miRNA, miR-22-3p a miR-1281, jsou potencialnim biomarkerem

rrrrr
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