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SEZNAM GENU
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ABSTRAKT

,Omics” je souhrnné pojmenovani biologickych disciplin, které se vénuji globalni charakterizaci a
kvantifikaci biomolekul, jez maji zasadni vyznam pro zajisténi zakladnich funkci organizmu.
,0Omics” metody jsou vyuzivané napfiklad v molekuldrni epidemiologii, kterd na zakladé jejich
vysledk(l vyhodnocuje potencidlni biomarkery charakterizujici dopad faktord Zivotniho prostredi
na lidské zdravi. Pfedlozena disertacni prace se zabyva pouzitim téchto metod u biologickych
vzorkd ziskanych od novorozenct, ktefi se narodili v rozdilnych lokalitach Ceské republiky, lisicich
se zejména mirou prlimyslové zatéze. Hlavnim zamérem bylo zjistit, zda mUze vlivem vnéjsiho
prostiedi v pribéhu prenatalniho vyvoje novorozencl dochazet k vyznamnym zménam aktivity
genu a jejich regulace, a vyhodnotit miru znecisténi ovzdusi v dobé, kdy byl odebiran biologicky
material. S vyuZzitim celogenomového pristupu bylo cilem popsat odlisné exprimované geny (DEGs)
u novorozenct z Karviné a Ceskych Budéjovic (CB). U pilotni studie malého souboru novorozenctl
z Mostu a CB bylo zdmérem identifikovat rozdilné metylovana CpG mista na DNA, ktera utlumuji
genovou aktivitu a mohla by byt zodpovédna za dlouhodobé zmény na genetické urovni.
Poslednim cilem bylo nalézt odliSné exprimované malé nekddujici RNA (DE miRNA) mezi

novorozenci z Mostu a CB.

Vzorky pupecnikové krve od 230 novorozenct byly odebrany v porodnicich pfi porodu a nasledné
zpracovény v laboratofi Ustavu experimentdlni mediciny AV CR, v.v.i. ,,Omics“ metody byly pouZity
pro analyzu celogenomové exprese mRNA a genové-specifické metylace DNA na microarray
platformé (iScan, llumina); exprese miRNA byla vyhodnocena metodou sekvenovani nové
generace (MiSeq, lllumina). Statistické zpracovani viech expresnich, metylacnich i sekvenacnich

dat bylo provedeno v R Studiu na zakladé vlastniho skriptovani a s pouZzitim balick( Bioconductor.

Vysledky prace ukazaly, Ze nejvyssi koncentrace prachovych ¢astic o aerodynamickém priméru
< 2,5 um (PM;s)a benzo[a]pyrenu (B[a]P) byly namérené v Karviné, a to zejména v zimnim obdobi.
Ve sledovanych letech dochazelo v této lokalité k prekracovani roénich imisnich limitd polutantd.
Oproti tomu mezi Mostem a CB nebyly rozdily ve zne¢isténi ovzdusi zaznamenany. Nejvice DEGs
bylo nalezeno u vzork( z Karviné v zimnim obdobi, pfi¢emz vliv obdobi v obou lokalitach hral
podstatnou roli. DEGs pozorované u karvinskych vzorki se ucastni zejména bunééné obrany proti
oxidaénimu a elektrofilnimu stresu a imunitni odpovédi. DEGs, které jsou zaclenény v drahach
receptorl T-a B-bunék, byly nalezeny pfi mezisezonnim srovnani v Karviné. Na epigenetické
rovni byly zjistény rozdily mezi novorozenci z Mostu a CB. CpG mista liici se mezi lokalitami cili

na geny a procesy, které jsou zaclenény zejména v drahach T-bunék, imunitni odpovédi, a zmény



v jejich regulaci se objevuji také u astmatu a alergii. Nejvyznamnéjsi pozorované DE miRNA mohou
regulovat aktivitu gen(, které souvisi s vaznosti stavu chronické obstrukéni plicni nemoci, Ci

nékterych atopickych ¢i autoimunitnich onemocnéni, jako jsou eksém ¢i psoridza.

Tato prace demonstruje, Ze odlisny profil exprese mRNA, stejné jako epigeneticky vzorec metylace
DNA a exprese miRNA, miZe byt pozorovan u novorozencu jiz v dobé jejich narozeni. Vysledky
naznacuji, ze zacatek zZivota v odlisSném prostredi bez ohledu na aktualni Uroven znecisténého
ovzdusi mUZe byt spojen s alteraci imunitniho systému, zvySenou vnimavosti k alergiim, astmatu
a naruSenim funkce biochemickych procesl ovliviiujicich zdravy vyvoj jedince. Vliv na droven

exprese rozdilnych genl mlzZe mit i obdobi, ve kterém bylo dité narozeno, pokud je rozdil mezi

obdobimi dan odliSnou Urovni znecisténého ovzdusi.



ABSTRACT

The ,,omics” is a concept of biological disciplines that globally characterizes and quantifies
biomolecules involved in the key functions of an organism. The ,,omics” methods are used e.g. in
molecular epidemiology, where they help to evaluate potential biomarkers that identify the
impact of environmental factors for human health. In this thesis, the ,omics“ methods were
applied in samples collected from newborns born in localities of the Czech Republic mostly
differing by pollution levels from industrial sources. The principal aim was to determine whether
environmental changes during prenatal development can affect gene expression and its regulation
in newborns. The thesis further aimed to evaluate the level of air pollution at the time of biological
samples collection. Using the whole genome approach, differentially expressed genes (DEGs) in
newborns from districts Karvina and Ceske Budejovice (CB) were identified. In a pilot study of a
small group of newborns from districts Most and CB, differentially methylated CpG sites in DNA
were assessed. These sites attenuate gene activity and could be responsible for long-term changes
at the genetic level. Finally, the aim was to find differentially expressed small non-coding RNA (DE

miRNA) in newborns from Most and CB.

Samples of umbilical cord blood from 230 newborns were obtained after delivery and further
processed in the Institute of Experimental Medicine Czech Academy of Sciences. “Omics” methods
were used to analyze whole genome gene expression and genome-wide gene-specific DNA
methylation on a microarray platform (iScan, lllumina); miRNA expression was evaluated using
next generation sequencing (MiSeq, lllumina). Statistical processing of gene expression,
methylation and sequencing data was performed in RStudio using own scripting and Bioconductor

packages.

The highest concentrations of particulate matter of aerodynamic diameter < 2.5 um (PM,5s) and
benzo[a]pyrene (B[a]P) were observed in Karvina, especially in the winter season. In all study
seasons, the annual air pollution limits of the pollutants were exceeded in this locality. In contrast,
no differences in air pollution levels were observed between Most and CB. The highest number of
DEGs was identified in samples from Karvina in the winter season, while the effect of season
played a key role in both localities. The DEGs identified in Karvina samples are mostly involved in
the cellular defense against oxidative and electrofilic stress and the immune response. The DEGs
participating in T- ad B-cell receptor pathways were found for a comparison between both seasons
in Karvina. A different profile at the epigenetic level was also observed for a comparison between

newborns from Most and CB. Here, the CpG sites targeting genes and processes that are involved



mainly in T-cell pathways, immune response, as well as asthma and allergies were found. The most
significant DE miRNA detected in these samples may regulate the activity of genes that are
associated with chronic obstructive pulmonary disease, or some atopic and autoimmune diseases

(eczema, psoriasis).

This work demonstrates that a different gene expression profile and epigenetic pattern of DNA
methylation and miRNA expression can be observed in newborns at delivery. The results suggest
that the beginning of life in a different environment, regardless of the current level of air pollution,
may be associated with alterations in the immune system, increased susceptibility to allergies,
asthma and dysfunction of biochemical processes affecting the healthy development of the
individual. The level of expression of different genes can be also modulated by a birth season,
provided that the difference between the seasons is associated with different levels of air

pollution.
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UvoD

Informace o kvalité vnéjsiho ovzdusi jsou duleZité pro ochranu naseho zdravi, protoZe negativni
zdravotni dusledky zplisobené znecisténym ovzdusim jsou dnes jiz nezpochybnitelné. Dle
Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny (IARC) je znecisténé ovzdusi od roku 2013 zafazeno
jako prokazany lidsky karcinogen (Cohen a kol., 2013). Na znecisténi ovzdusi stale nahlizime jako
na vyznamny epidemiologicky faktor, byt svyvojem modernich technologii a také diky
dlouholetému monitoringu se jeho kvalita stale zlepsuje. Mezi hlavni ndstroje patfi sledovani emisi
a snaha o dodrZovani imisnich limitd, které jsou politicko-odbornym konsensem zaloZenym na
dlouholetych vyzkumech o vlivu ovzdudi na zdravi. Cinnost ¢lovéka je viak nedilné spjata
s produkci Skodlivin do ovzdusi, napfiklad v souvislosti s frekvenci dopravy v husté osidlenych
oblastech. V neposledni fadé se na kvalité ovzdusi podili i pficiny, které jsou mimo védomy vliv
Clovéka, jako prirodni katastrofy, ¢i meteorologicka situace souvisejici se specifickymi mistnimi
podminkami. Kvalita ovzdusi je proto dynamicky ovliviiovana jak mistné, tak i Casové. Obzvlast rok
2020, ve kterém byla prevaziné psana tato prace, se zdd byt v tomto ohledu naprosto vyjimecny.
Vyhlasenim nouzového stavu kvili pandemickému sifeni onemocnéni Covid-19 spolu se zménou
chovani obyvatel, ktefi vyraznym zplsobem omezili cestovani a vyrobu, se zlepsila i kvalita ovzdusi.
Na Uzemi Ceské republiky (CR) ve srovnani s primérem let 2015-2019 doglo béhem prvnich deviti
mésicl roku 2020 ke sniZzeni koncentraci ¢astic polétavého prachu (PM), a to u frakci o
aerodynamickych priimérech mensich nez 10 um a 2,5 um (PMioa PMss) v priméru o 24 % a 30 %,
a u oxidl dusiku (NOx) aNOz 024 % a 21 % (Brzezina, 2020). V pfipadé PM byl pokles nejvyraznéjsi
v Moravskoslezském kraji (MSK), ktery je dlouhodobé studovanou vyznamnou evropskou lokalitou
s vysokou mirou znecisténého ovzdusi (Leoni a kol., 2018; Pokorna a kol., 2015; Sram a kol., 2011).
| pies tato pozitivni méfeni ze stanic Ceského hydro- meteorologického tstavu (CHMU) se viak
ukazuje také negativni souvislost mezi uUrovni znecisténého ovzdusi a umrtnosti pacientl
s onemocnénim Covid-19 (Pozzer a kol., 2020). Autofi této studie vyhodnotili, Ze znecisténé
ovzdusi pfispélo celosvétové k 15 % umrti, pficemz pravé CR figuruje mezi sledovanymi zemémi k
tém s nejvyssi mirou podilu kvality ovzdusi na umrti pacientd, a to i presto, Ze doslo ve stejném

Casovém obdobi k jeho vyraznému zlepseni.

Z téchto dlvodl je na studie, které se vénuji znecisténi ovzdusi, potfeba nahlizet mimoradné
kriticky, protoZe pravé tento typ znecisténi nikdy nepattil mezi snadno hodnotitelné faktory

ovliviujici lidsky organizmus.



ZNECISTENE ovzDUSI

Podle Evropské agentury pro Zivotni prostfedi (EEA) je znecisténé ovzdusi tvoreno latkami
(polutanty), které se dostavaji do ovzdusi bud'z pfirodnich zdrojl (sopecné erupce, lesni pozary,
emise tékavych organickych latek z rostlin), nebo lidskou cinnosti, zejména spalovanim fosilnich
paliv z dopravy, primyslovymi procesy, tézarského primyslu, zemédélstvi ¢i odpadového

hospodarstvi.

Mezi nejcastéjsi polutanty v ovzdusi vznikajici disledkem lidské cinnosti patfi SO, ze spalovani
fosilnich paliv, jak v priimyslovych procesech, tak domacich topenistich. SO, ma drazdivé ucinky
na sliznice dychacich cest, pfispiva k zanétlm pradusek a astmatu (Tewari a Shukla, 1991). Dale
sem tfadime oxidy dusiku, zejména NO a NO,. Jejich emise souvisi se spalovanim fosilnich paliv,
plynu, nafty, biomasy. Podileji se na kyselych destich a pfizemnim ozénu. Mezi producenty patfi i

mikroorganismy (Blaszczak a Cox, 1999).

Vdechovani NO, zpUsobuje drazdéni dychacich cest, protoZe se jeho rozpusténim na sliznicich
tvori HNOs. Z plic také snadno vstupuje do krevniho fecisté, kde se mlzZe vazat na hemoglobin
(Posin a kol., 1978). Dlouho je také znamo, Ze expozice NO, vede ke zvysené nachylnosti
k respiraénim infekcim (Samet a Spengler, 1989). NO je latkou, u které jsou popisovany
karcinogenni ucinky (Reveneau a kol., 1999; Taysi a kol., 2003; Thomsen a kol., 1994), na druhou
stranu se objevuje i jako anti-onkogenni agens (Harada a kol., 2004), proto jeho vlivy zavisi na

koncentraci, nacasovani a lokalizaci (Choudhari a kol., 2013).

Polutanty, o kterych se tato prdce vice zmifuje, jsou zejména PM;,s a polycyklické aromatické
uhlovodiky (PAU), reprezentované benzo[a]pyrenem (B[a]P). Oba polutanty jsou dle IARC

prokazanymi lidskymi karcinogeny.

PM, které jsou soucasti aerosolu v ovzdusi, vznikaji spalovanim organické hmoty. Z pfirodnich
zdroju se vytvareji béhem sopecnych erupci a lesnich pozar(. Produkce lidskou cinnosti je dana
zejména pramyslovou vyrobou, dopravou nebo lokalnimi topenisti, ktera spaluji tuha paliva. PM
se lisi velikosti, tvarem, chemickym sloZenim a zastoupenim organickych a anorganickych latek,

které se na né vazi, a zavisi na typu emisniho zdroje (Hinds, 1999).

Podle aerodynamického priméru castic rozliSujeme PMio, které pronikaji do hornich casti
dychacich cest (Oberdorster a kol., 2005). Zaznamenavani jejich koncentraci ma vyznam zejména

pfi posuzovani historického vyvoje znecisténi ovzdusi. Druhym vyznamnym zastupcem jsou Castice
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PM,s, které jsou indikatorem rizik zne¢idténého ovzdusi na lidské zdravil. Biologicky zajimavé jsou
také ultrajemné nanofrakce PMo 10 aerodynamickém priiméru mensim nez 100 nm, které nejsou

rutinné méreny monitorovacimi stanicemi stavu ovzdusi.

Hlavni negativni vyznam inhalace PM,s spocivd v pronikdni dychacimi cestami az do plicnich
sklipkl. Modelovanim jejich ukladani v jednotlivych ¢astech plic bylo zjisténo, Ze do bronchioll
pronika 2,8 % - 12,1 % Castic PM,s a k depozici do alveoll dojde u 1,0 % aZ 6,5 % c¢astic, odkud
poté prechazi do krevniho fecisté a nasledné do dalsich organ(i (Sturm, 2020). Pfitomnost PM
v krevnim obéhu vede ke stimulaci bunék imunitniho systému (makrofagl), které je eliminuiji.
Dochazi pfi tom k produkci prozanétlivych mediator( a tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS),
které zpUsobuji oxidacni stres, zanét, zkracovani délky telomer a poskozeni DNA, coZ muzZe vést aZ
ke karcinogenezi (Risom a kol., 2005; Valavanidis a kol., 2013). Studie provedené na velkych
lidskych kohortach v pribéhu mnoha let demonstruji, Ze expozice PM,s jsou spojeny
s pfedcasnym umrtim (Beelen a kol., 2014; Pope a kol., 2002). Dlouhodobé expozice zvysuji riziko

vzniku celé fady onemocnéni, zejména kardiovaskularnich a respiracnich (Lim a kol., 2012).

V poslednich dvou dekadach jsou studovany také nanofrakce PMyi, které snadno prostupuji
napfric epitelidlnimi a endotelovymi burikami do krevniho a lymfatického obéhu, kde jsou cileny
do kostni dfené, lymfatickych uzlin, sleziny, srdce a dalsich organd. Prostfednictvim translokace
podél axonl a dendritl byl také pozorovan vliv na centralni nervovy systém (Oberdorster a kol.,

2005).

PAU jsou organické slouceniny tvofené dvéma a vice benzenovymi jadry, které snadno podléhaji
elektrofilni substituci za vzniku derivatd. Rozmanita struktura molekul vede k rdznorodym
vlastnostem i rozdilné biologické aktivité. Izolovdno a charakterizovdno bylo vice nez 300 PAU
(Gutman a Cyvin, 1989). Americka agentura pro ochranu Zivotniho prostredi (US EPA) klasifikovala
skupinu 16 PAU, jejichZ negativni zdravotni dopad souvisi s kontaminaci Zivotniho prostredi (Keith,

2015).

V ovzdusi jsou PAU nejcastéji adsorbovany na povrchu PM ve formé smési, mohou se vsak
vyskytovat i v plynné fazi, nebo samostatné. PAU vznikaji zejména disledkem nedokonalého
spalovani organické hmoty za nedostate¢ného pfistupu vzduchu. Ve smésich jsou zastoupeny
ve variabilnim poméru s rlznym sloZzenim, které je dano typem zdroje. Mezi ty patfi, kromé

pramyslové vyroby a dopravy, také domaci topenisté a tabakovy kour, grilovani ¢i opékani na ohni

! Celosvétova mapa znedisténého ovzdusi, kterd zobrazuje real-time index kvality ovzdu$i posuzovany
podle hodnot PM2s: https://wagqi.info/#/c/39.904/10.252/4.6z



(Khaiwal a kol., 2008), pficemz pravé kontaminanty PAU ve stravé mohou tvofit dominantni cestu
prenosu do organismu (Polachova a kol., 2020). Popisovana je také expozice PAU pres kiZi (Lao a

kol., 2018).

NejvyznamnéjSim karcinogennim PAU ve vztahu kZivotnimu prostiedi je B[a]P, ktery byl
charakterizovdn a izolovan témér pred 90 lety (Cook a kol., 1933). O karcinogenité tehdy jesté
neznamé latky se ale védélo o vice nezZ 20 let dfive, kdy byla popisovana casta rakovina klzZe u

pracovnikd, ktefi zpracovavali bfidlicovy olej, parafin a uhelny dehet (Phillips, 1983).

PAU se vstifebavaji do krevniho fecisté a jsou dale distribuovany do tkani. V bunkach se vazi na
arylhydrokarbonovy receptor (AhR) v cytosolu bunék a zpUsobuiji jeho trvalou aktivaci (Nebert a
kol., 2004). AhR jako transkripc¢ni faktor vyznamné ovliviiuje expresi genQ, které reguluji bunécnou
proliferaci a diferenciaci (Bock a Kéhle, 2006). Aktivovany AhR migruje do bunécéného jadra, kde
interaguje specifickou sekvenci, kterd je vazebnym mistem pro xenobiotika, odkud dochazi
k expresi metabolickych enzymu, napfiklad cytochromu P450 1A1 (CYP1A1) a cytochromu P450
1B1 (CYP1B1). Cytochromy maji schopnost metabolizovat PAU, v¢. B[a]P, na reaktivni metabolity,
které maji mutagenni potencial (Korashy a El-Kadi, 2006) a mohou se vazat pfimo na DNA za vzniku
genotoxickych DNA aduktl (Blaszczyk a Mielzynska-Svach, 2017). Adukty jsou reparacnimi
mechanismy z DNA odstrafiovany, nejéastéji bazovou (BER), ¢i v pfipadé PAU-DNA adukt(
nukleotidovou (NER) excizni reparaci. Pokud vSak k odstranéni nedojde, mohou v mistech, kde se
nachdzi tumor supresorové geny a onkogeny, vznikat mutace, které mohou vést ke karcinogenezi

(Choudhuri a kol., 2018).

Limity platné pro latky znecistujici ovzdusi jsou v CR uréeny Smérnici Evropského parlamentu
2008/50/ES a jsou implementovany do zdkonu o ochrané ovzdusi 201/2012 Sb. a vyhldsky
330/2012 Sb. o posuzovdni a vyhodnoceni urovné znecisténi, rozsahu informovdni verejnosti o
urovni zneéisténi a pfi smogovych situacich. Do roku 2019 byl limit pro PMys 25 pg/m3. Od roku
2020 plati hodnota zpfisnéna na 20 pg/m?(CHMU 2020). Pro B[a]P je doporuéen limit 1 ng/m?3. Z
dalSich vyznamnych polutant( plati ro¢ni imisni limit pro NO, 40 pug/m3, pficemz pro ochranu
lidského zdravi jsou pro oxidy (SO, a CO) stanovené pouze denni ¢i hodinové limity. U SO, a NOx

plati roéni imisni limity pro ochranu ekosystému a vegetace — 20 pg/m3a 30 pg/m?.

Pro Uplnost, Svétova zdravotnickd organizace (WHO) ma imisni limit pro rocni priimérnou

koncentraci PMy s pFisnéjsi - 10 ug/m3. Jednd se véak pouze o limit doporuduijici.
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STUDOVANE LOKALITY CESKE REPUBLIKY

Primyslovym lokalitdm Ceské republiky se jiz nékolik desitek let vénuji epidemiologické studie,
které hodnoti vliv faktor( Zivotniho prostredi, jako je i znecisténé ovzdusi, na lidské zdravi. Historie
méfeni koncentraci zne&idtujicich latek v ovzdusi se v CR datuje od roku 1964, kdy celonarodni
monitoring zacal zajitovat CHMU. Prvni monitorovaci stanice, které méfily SO, byly umistény do
nejvice znecidténych oblasti CR: v roce 1968 do Podkru$nohofi, nasledujici rok do Ostravského
regionu (Bohm, 1974; Bubnik a Keder, 1986). Byt za poslednich 50 let dochazi v Ostravském
regionu, potazmo celém MSK, ke zlepSovani uUrovné znecisténého ovzdusi, coZ reprezentuji
naptiklad koncentrace PMyo a SO, které se historicky sleduji od 70. let (viz Obr. 1), stale jde o
nejvice zatizenou lokalitu v CR (Jifik a kol., 2016). MSK ma zaroveri i jedny z nejvyssich koncentraci
prachovych castic ve stredni Evropé, jejichz trend byl obdobny jak v dobé odbérli vzorku
popisovanych v této préci (EEA Report 2014), tak i v soucasnosti (EEA Report 2019). Hlavni pticinou
dlouhodobého prekracovani limitli PM1o, PM. 5, benzenu a karcinogennich PAU, reprezentovanych
B[a]P, je tézky prlimysl, podpovrchova tézba ¢erného uhli, metalurgie a chemicky primysl, které
stale tvofi vyznamnou primyslovou ¢innost v MSK. Prostorové a ¢asové rozloZeni koncentrace
polutantll v MSK je rovnéZz vyrazné ovlivnéno umisténim kraje do ostravsko-karvinské uhelné
panve. Jedna se o geomorfologickou oblast Severnich Vnékarpatskych snizenin, kterd zapficinuje

Casty inverzni charakter pocasi v podzimnich a zimnich mésicich.
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Obr. 1 Rocni prdmérnd koncentrace PMio v Ostravé od roku 1972 do roku 2013 a SO2 od roku 1970 do roku
2012. LV year (EU) znaci ro¢ni limit dle Narizeni Evropského parlamentu a GV year (WHO) oznacuje roc¢ni
limit dany WHO. LV day (EU) a GV day (WHO) znaci denni limity. (Obrdzek prevzat z Jifik a kol. (2016),
vydavatelstvi Tigis. PouZiti obrdzku povoleno.)

Mezi dalsi vyznamné primyslové lokality v MSK patfi Karvina. Okres Karvina hranici s Polskem a
Zije v ném 246 324 obyvatel s hustotou zalidnéni 691,5 obyv./km? (Cesky statisticky Gfad 2020).

Oblast je vyznamna zejména tézbou cerného uhli, kterd dodnes probiha v ¢inném cernouhelném



dole Darkov. Z posledniho scitani lidu z roku 2011 vyplynulo, Ze téméf 12 % domacnosti v MSK
topi pevnymi palivy (uhlim, koksem, briketami nebo difevem). V okrese Karvina je zaroven nejvétsi

hustota lokalnich topenist na pevna paliva v celém MSK (Cesky statisticky ufad 2011).

Zejména v 90. letech minulého stoleti byl ve vztahu k ohroZeni lidského zdraviintenzivné
studovanou primyslovou oblasti Ceské republiky Severocesky kraj, zvla$té pak okres Teplice, leZici
v Severoceské hnédouhelné panvi. V oblasti jiZ tfi sta let probiha dilni ¢innost, véetné povrchové
téZby hnédého uhli. V dnesnim Usteckém kraji se nachazi mnoho tepldren a elektraren podilejicich
se na znecisténi ovzdudi, které fadilo severni Cechy v 80.letech minulého stoleti mezi
nejznecisténéjsi oblasti v celé Evropé (Judt, 2018). V dlsledku spalovani hnédého uhli byly v
ovzdusi vysoké koncentrace SO,, které zapficinily odumirani lesd a v konecném dlsledku vedly i k
negativnimu dopadu na lidské zdravi. Okres Most, ktery sousedi s okresem Teplice, ma stejny
vyznam z hlediska tézby hnédého uhli, a navic je vyznamnym centrem chemického primyslu.

V okrese se nachdzi nejvétsi ¢eskd rafinérie ropy. Zije zde 111 708 obyvatel, hustota zalidnéni je

239,1 obyv./km? (Cesky statisticky Ufad 2020).

Ceské Budéjovice (CB) jsou v environmentalnich studiich ¢asto uvadény jako kontrolni lokalita
s nizkou Urovni znedisténi ovzdusi. V okrese s velmi nizkou hustotou zalidnéni (119,6 obyv./km?)
Fije 195 903 obyvatel (Cesky statisticky ufad 2020). PFevaZznou €ast Uzemi tvoFi mirné zvinéna
pahorkatina, kterd sousedi se Sumavskym podhé¥im. Hlavnim znakem okresu jsou ¢etné vodni

plochy. Vice neZ 50 % tvofi zemédélské pozemky a témér 40 % celého okresu zaujima ornd plda.
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NEMOCNOST VE STUDOVANYCH LOKALITACH

Jiz v 90. letech byl prokazan vztah mezi prevalenci respiracnich onemocnéni u déti a intenzitou

dopravy a vytapéni tuhymi palivy na Ostravsku (Lvoneik a kol., 1998).

Zdravotni dopady na détskou populaci Zijici na Ostravsku byly zkoumany také v programu Ostrava,
jenz byl soudasti projektu ,AIRGEN“ (SP/1B3/8/08 Studium zdravotnich disledkt znecisténého
ovzdusi na Ostravsku s vyuZitim genomiky). Studovano bylo celkem 1888 déti stfredoevropského
etnika ze Ctyr ¢asti Ostravy (sever, jih, vychod, zapad), které se narodily mezi lety 2000 a 2004. Do
oblasti Ostrava-vychod patfi nejpridmyslovéjsi oblasti Radvanice a Bartovice, Slezskd Ostrava a
Kuncicky s dlouhodobé nejvyssimi koncentracemi znecisténého ovzdusi. Na celkové nemocnosti
déti se nejvyznamnéji podilela respiraéni onemocnéni, zejména akutni zanéty nosohltanu, zanéty
pradusek a akutni zdnéty mandli. Dle rozdilnych casti Ostravy byl nejvétsi rozdil pozorovan
v 1. roce Zivota ditéte (Obr. 2). U déti Zijicich v Radvanicich a Bartovicich je také pozorovan nejvétsi
podil déti s alergiemi. Vice nez tfetina déti spadajici do této oblasti trpéla astmatem a atopickym

ekzémem (Libalova a kol., 2011).
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Obr. 2 Incidence zdnéti hornich cest dychacich podle véku déti v jednotlivych ¢dastech Ostravy. (Obrdzek
prevzat z Dostal a kol. (2011), vydavatelstvi Obcanské sdruZeni Ochrana kvality ovzdusi. PouZiti obrdzku
je povoleno.)

| v soucCasné dobé je na Ostravsku prevalence respiracnich alergii a opakovanych zanét( dychacich
cest vyssi nez celorepublikovy priimér (Kraténova a kol., 2018). To bylo potvrzeno v zavislosti na

oblastech MSK, které maji riiznou kvalitu ovzdusi (Zejglicova a kol., 2019).



Také v jinych regionech CR byly pozorovany negativni disledky zplsobené zne¢isténym ovzdusim;
v Usteckém kraji zacalo p¥ibyvat od 80. let alergii, imunodeficienci, vrozenych vyvojovych vad
a incidence nizké porodni hmotnosti novorozencl. Bylo také pozorovano zkraceni priimérné délky
Zivota, nez byl celostatni primeér (Kaiserova a Kaiser, 1995). Vyvoj prdmérné stiedni délky Zivota

svvs

v nékolika lokalitach CR, véetné nejnizsich hodnot v Usteckém kraji a Teplicich, znazorfiuje Obr. 3.
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Obr. 3 Zobrazeni stfedni délky Zivota u muZi a Zen z nékolika lokalit CR od roku 1982 do roku 2013 (Sram,
2020).

V 90. letech proto vznikl rozsahly Program Teplice: , Dusledky znecisténi Zivotniho prostredi na
zdravotni stav populace” (Teplice 1., 1991-1996, Teplice 1., 1997-1999), ktery byl vyznamnym
védeckym projektem, zabyvajicim se vlivy znecisténého Zivotniho prostredi na lidské zdravi (Sram
a kol., 1996). V praci byly prokazany negativni vlivy ovzdusi na dychaci funkce u déti, zvySenou
nachylnost k infekcim v nizkém véku ditéte, kterd byla navic korelovana s vyskytem imunitnich
markerQ na povrchu lymfocytd. Dale byl pozorovan zhorseny neuropsychicky vyvoj u déti z Teplic
ve srovnani s détmi z Prachatic a Znojma ve véku 14 let. Ten vsak nekoreloval s Zddnou znedistujici
latkou. Znecisténé ovzdusi v Teplicich plsobilo vyznamné i na téhotenstvi (Dejmek a kol., 2000);
vysledky prokdazaly zvySené riziko vyskytu nitrodélozni ristové retardace, jestlize béhem prvniho
mésice téhotenstvi pfekroily PMyo koncentraci 40 pg/m?3, nebo karcinogenni PAU koncentraci

15 ng/m3.
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MOLEKULARNE-EPIDEMIOLOGICKE STUDIE VE STUDOVANYCH LOKALITACH

Detailnéjsi pohled ptindseji environmentdlni studie vyuZivajici metod molekularni epidemiologie,
které studuji vliv Zivotniho prostfedi na hladiny biomarkerd u lidské populace. RozliSujeme
biomarkery ucinku, vnimavosti a expozice. Z biomarkerd Gc¢inku jsou vyznamné parametry
oxidacniho stresu (produkce reaktivnich forem kysliku, aktivita antioxidacnich enzymu), di
indikatory zmén metabolismu. Biologicky zajimavé jsou pak biomarkery expozice, které souvisi s
narusenim integrity DNA majici za nasledek napt. tvorbu chromozomalnich zlom0 nebo vznik
mikrojader (Ladeiraa Smajdova, 2017). Metodami, kterymi se hodnoti biomarkery na arovni genf,
jsou ziskavany znalosti o zménach genové aktivity (genova exprese), které mohou vést k naruseni
funkce biochemickych drah, ¢i o jednonukleotidovych polymorfismech gent (SNP), patficich mezi
biomarkery vnimavosti. V poslednich letech se analyzuji biomarkery souvisejici s epigenetickymi
mechanismy, které se podileji na regulaci genové exprese, jako jsou metylace DNA, Ci exprese

mikroRNA (miRNA). Tyto mechanismy jsou podrobnéji popsany v ndsledujici kapitole.

Konkrétné Ostrava byva vzhledem ke znecisténému ovzdusi a vyznamné historii tézkého primyslu

vyuzivana také jako modelova oblast pro hodnoceni hladin biomarkerd expozice u lidské populace.

Od roku 1992 do roku 1997 probihal ve spolupraci mezi US EPA, Ministerstvem Zivotniho prostredi
a Ministerstvem zdravotnictvi CR projekt SILESIA, ktery zkoumal vliv PM,s, PAU a B[a]P na hladinu
biomarker( u dospélé populace. Rozsahla studie se zamérovala mimojiné na hladiny DNA aduktd,
pficemz bylo tak poprvé zjisténo, Ze vyssi mira znecisténého ovzdusi na Ostravsku souvisi s vyssi

frekvenci mutaci v DNA (Williams a kol., 1997).

Nase studie zamérujici se na celogenomovou genovou expresi u dobrovolnikl z Ostravy a Prahy
zjistila pfi dlouhodobé expozici znecisténému ovzdusi snizeni hladin genové exprese (Rossner a

kol. 2015, - pfiloha 2).

V roce 2013 byla publikovana préce, ktera identifikovala rozdilny profil metylované DNA mezi
détmi z Ostravy a Prachatic, z nichZ jedna skupina méla diagnostikované asthma bronchiale
(Rossnerova a kol., 2013). Studie ukazala na vyznamny rozdil v rozloZeni metylace DNA zejména
ve vztahu k lokalité. Rozdily v souvislosti s onemocnénim nebyly v jednotlivych lokalitach patrné,
nicméné déti s diagnostikovanym asthma se z hlediska metylace mezi lokalitami liSily. U téchto
déti byl rovnéz sledovan profil celogenomové genové exprese a byly identifikovany geny specifické
pro obé lokality. Zatimco u déti z Prachatic byly nalezeny specifické geny, které jsou spojeny s

typem alergického astmatu, u déti z Ostravy byla pozorovana zvysena exprese gen(, které ovliviuji



fenotyp nealergické formy tohoto onemocnéni. Rozdily mezi astmatickymi détmi z odliSnych

lokalit naznacuji potencidlni pficinu v rozdilné kvalité ovzdusi (Libalova a kol., 2011).

Expozice znecisténému ovzdusi vede k tvorbé ROS a nasledné k oxidacnimu stresu, u pacient(
s bronchitidou, astmatem ¢&i chronickou obstrukéni plicni nemoci (CHOPN) (Chung a Marwick,
2010). Na urovni gen( se proto u déti z Teplic a Prachatic narozenych v 90. letech, u kterych byla
diagnostikovdna bronchitida, studovaly SNP v nékolika vyznamnych genech (Ghosh a kol., 2016 -
priloha 3), které souvisely s oxidacnim stresem, reparacemi DNA a imunitnimi mechanismy. Byt
CB v podobnych studiich vystupuji jako vhodna kontrolni oblast, nase neddvna prace (Rossnerova
akol., 2016) byla zamérena na hodnoceni poskozeni chromozomu na Grovni mikrojader u byvalych
pracovnikl Upravny uranovych rud MAPE Mydlovary, které se nachazi v jihoceském kraji.
Mapovanim faktor(, které by mohly ovlivnit frekvenci mikrojader, a tim i potencialni riziko
karcinogeneze a mutageneze, bylo zjisténo, ze u osob, které v minulosti pracovaly s uranovymi
rudami, je po vystaveni RTG zareni nizsi frekvence mikrojader nez u osob, které RTG zareni
vystavené nebyly. Tento efekt Ize vysvétlit potencidlni adaptaci na ionizujici zareni ziskanou diky

expozici v minulosti.

Dal3i vysledky epidemiologickych studii z Ceské republiky jsou shrnuty v Tab. 1. Studie se vénovaly

vztahu mezi znecisténym ovzdusim a vybranymi genomickymi parametry u lidskych dobrovolnik(.
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Tab. 1 Prehled studii z Ceské republiky, které zkoumaly vlivy znecisténého ovzdusi na genomické parametry

u lidskych dobrovolnikd.

Autofi studie Lokalita Polutant Pocet studovanych Sledovany

objektl (material)  biomarker

(van Leeuwen a Teplice, SOz, NOx, NO2, 47 déti (Zilni krev) = Celogenomova
kol., 2006) Prachatice NO, CO, PMys, genova exprese
PMao, PAU
(Rossner a kol., Praha, PMas, PAU, 139 straznik( (Zilni | Reparacni geny
2011a) Ostrava benzen krev) BER a NHEJ
(Rossner a kol., Praha, PM2.s, PAU 891 matek Genetické
2011b) ¢B (placenty) polymorfismy
(Rossnerova a Ostrava, B[a]P, benzen, 200 déti (Zilni krev) | DNA metylace (27k
kol., 2013) Prachatice NO2, PM1o a specifickych CpG
PM2s mist)
(Votavova a kol., Praha Tabakovy kour 59 matek a Celogenomova
2012) novorozencu (Zilni = genova exprese,
a pupeénikovd qRT-PCR?
krev)
(Rossner a kol., Praha, B[a]P, PMas, 466 straznik( (zilni | Celogenomova
2015) Ostrava benzen krev) genova exprese,
qRT-PCR
(Ghosh a kol., Teplice, PMa.s, PAU 626 déti Genetické
2016) Prachatice s bronchitidou polymorfismy
(Zilni krev)
(Honkova a kol., Karvina, PMa.s, PAU 202 novorozencl Celogenomova
2018) ¢B (pupecnikova krev) | genova exprese,
gRT-PCR (vybrané
geny imunitnich
drah)

2 kvantitativni polymerazova fetézova reakce v redlném &ase
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VYBRANE ,,OMICS“ METODY V MOLEKULARNI EPIDEMIOLOGII

VySe uvedené studie se vénovaly vlivu znecisténého ovzdusi na Urovni exprese jednotlivych gent,
skupin gend, ¢i vyskytu genetickych polymorfism(. Komplexnéjsi data prinesla aplikace
celogenomové genové exprese, ktera se fadi mezi ,,omics“ metody. ,Omics” je odvétvi biologie,
které zahrnuje fadu védeckych disciplin, jako je genomika, proteomika, transkriptomika,
epigenomika, metabolomika a dalsi. Hlavni vyznam ,,omics” studii spociva v globalni charakterizaci
a kvantifikaci biomolekul, které se prekladaji do struktury, funkce nebo popisuji dynamiku
organizmu. Prvni ,omics” disciplinou byla genomika, ktera soustfedila badani komplexné na cely
genom. Velkokapacitni genomické technologie, které oznacujeme jako ,high-thoughput”,
umoznily mapovat celé, ¢i alespon velké ¢asti genomu, které zaroven mlzeme i zkoumat na

specifické drovni (Hasin a kol., 2017).

Kapitola pojedndva o metodach v molekularni epidemiologii s ohledem na transkriptomiku a

epigenomiku, které jsou vyuzity v této disertacni préci.

Transkriptomika studuje RNA na celogenomové urovni (celogenomova genova exprese), a to jak
kvalitativné (mUZeme identifikovat jednotlivé transkripty), tak i kvantitativné (mdZeme zjistit miru
exprese daného transkriptu). Je zaroven i praktickou aplikaci ,dogmatu molekuldrni
biologie” (Crick, 1970), podle néhoz je RNA funkénim prostiednikem mezi DNA a vyslednym
proteinem. Celogenomova genova exprese zkouma, jaké procesy a zmény se v bunce aktualné
odehravaji (Dunham a kol., 2012), coZ je vyhoda a zadroven i hlavni limit metody, protoZze naméreny
transkripcni profil odrazi aktualni stav bunky, ktery trva kratky casovy interval, fadové nékolik

minut (Baudrimont a kol., 2017).

Epigenomika v soucasnosti intenzivné prispiva k novému pohledu na fungovani genové exprese.
Epigenetické zmény genomu jsou definovany jako zmény, které samy nejsou zakddovany
v genetické sekvenci, ale vyznamné ovliviuji transkripci genl (Jirtle a Skinner, 2007). Regulace
genové exprese epigenetickymi mechanismy probihd na nékolika drovnich. Je znamo, Ze pouze
1-2 % DNA kdduje bilkovinné produkty a zbytek tvofi tzv. ,junk DNA”. S pfichodem ,high-
thoughput” technologii a sekvenovani nové generace (NGS) bylo zjisténo, Ze 90 % genomu je
aktivné transkribovano a vice jak 60 % téchto sekvenci tvofi geny pro nekddujici RNA molekuly
(Slaby a Svoboda, 2012), z niz nejvyznamnéjsi jsou molekuly mikroRNA (miRNA), o kterych se

podrobnéji zminime v kapitole Exprese miRNA.

Druhym vyznamnym epigenetickym mechanismem, ktery stabilné ovliviiuje regulaci genové

exprese, je metylace DNA, ke které dochazi na urcitych mistech genomu nejcastéji v mistech, kde
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se vyskytuje velkd koncentrace cytosinli a guanind (CpG). Priblizné 75 % CpG dinukleotidi
v savCich somatickych burkach mlze byt metylovano (Tost, 2010), coZ je asi 1,5 % lidské DNA
(Lister a kol., 2009). Hlavni funkci metylace DNA je utlumeni aktivity genl. Podrobnosti jsou

popsany v kapitole Metylace DNA.

CELOGENOMOVA GENOVA EXPRESE

Jak bylo uvedeno v predchozi kapitole, hodnoceni celogenomové genové exprese predstavuje
vyznamny nastroj pro hodnoceni procest probihajicich v organismu. V zakladnim vyzkumu ma
analyza celogenomové genova exprese své nezastupitelné misto, ale stejné tak je dalezité vnimat
i limity plynouci z nemozZnosti interpretovat signifikantni expresni zménu na dlouhych ¢asovych
skalach. Zaroven pritomnost snizené, ¢i zvySené exprese daného transkriptu automaticky
neznamena snizeni nebo zvySeni mnozstvi funkéniho produktu. Donedavna vyuzivané metody
hodnoceni celogenomové genové exprese byly mikrocipové (,,microarray”) technologie zalozené
na hybridizaci vzorku s komplementarni DNA/RNA (cDNA/cRNA) sondou. Posledni roky
v technologiich celogenomové genové exprese vsak prevladd sekvenacni metoda RNA-Seq

(Ozsolak a Milos, 2011; Wang a kol., 2009).

Prvni velkokapacitni profilovani transkriptd zaloZzené na microarray technologii probihalo v 90.
letech 20. stoleti. Z jednoho vzorku cDNA bylo moziné zjistit expresni hodnoty desitek tisic
transkriptl (Duggan a kol., 1999). Na sklicku (pfipadné membrané) jsou ukotveny fluorescencné,
nebo radioaktivné znacené sondy, na které se hybridizuje vzorek cilové cDNA nebo cRNA. Sklicko
se poté skenuje citlivymi lasery a na zékladé intenzit fluorescencniho signalu je vyhodnocena mira

exprese daného transkriptu.

Jednou z platforem pro celogenomovou genovou expresi zaloZzenou na microarray technologii byly
Cipy lllumina HumanHT-12 v4 Expression BeadChips (Illumina, CA, USA), které fungovaly na
principu hybridizace na oligonukleotidovych kuli¢kach. Na ¢ipech lllumina byla provddéna analyza

celogenomové genové exprese, ktera je predstavena v této praci.

Jedna pozice na Cipu je urcena pro jeden biotinem znaceny vzorek cRNA. Nachdzi se na ni sondy
pro 47 231 transkriptl, z nichz 28 688 jsou anotované kddujici transkripty. DalSich 11 121
transkriptl bylo anotovano provizorné a zbytek tvofi nekddujici transkripty. Na skli¢ku, na které
se nandsi 12 vzork(, jsou vytvoreny jamky s uchycenymi kulickami, které obsahuji specifickou
sekvenci (adresu), diky které je mozné béhem zpracovani identifikovat transkripty na konkrétni

pozici na Cipu. Na adrese je dale navazana sekvence sondy, na kterou se hybridizuje



komplementarni Gsek cRNA (Shi a kol., 2010). Vyroba téchto expresnich Cipl Illumina skondila

v roce 2017 a plné ji nahradila metoda zaloZzend na NGS.

METYLACE DNA

Metylace DNA patfi k nejstudovanéjsim epigenetickym mechanismim, které reguluji genovou
expresi. Hlavnimi funkcemi metylace DNA jsou udrZovani genomické stability a ovlivnéni aktivity
genll (Curradi a kol.,, 2002). DNA metyltransferdzy (DNMTs) prenasi metylové skupiny
z S- adenosylmethioninu (SAM) na 5-pozici cytosinu. Vazba metylové skupiny na cytosin reguluje
tvar chromatinu, ktery je bud', otevien” ¢i ,zavien”, coz ovliviiuje interakce mezi DNA a proteinem
(Obr. 4). Metylové skupiny navazané na DNA zméni konformaci chromatinové struktury do pozice
,zavieno” a DNA tak neni pfistupna transkripénim faktordm. Dochazi k zastaveni transkripce a

nakonec i k umléeni gend, tzv. ,,gene silencing” (Agrawal a kol., 2018).

Metylace DNA
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I 5' metyl-cytosin |

Aktivni (otevieny) chromatin Kondenzovany (zavieny) chromatin
Transkrepee v Transkripce X

Gen

Nemetylované Metylovane
cytosiny cytosiny

Obr. 4 K metylaci DNA dochdzi enzymatickym navdzdnim metylové skupiny na cytosin. Ty méni konformaci
chromatinové struktury, kterd je kondenzovdna a brdni v navdzani transkripcnich faktord. Transkripce
genu je umlcena. (Obrdzek prevzat z Agrawal a kol., 2018, vydavatelstvi Elsevier Inc. PouZiti obrdzku je
povoleno).
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Misto na genomu, které je metylovano, se znaci jako CpG (Phillips, 2008). Zda dojde, ¢i nedojde
k transkripci genu, zavisi na umisténi CpG mista na genomu, které muze byt v mezigenové oblasti,
v promotoru nebo zesilovaci transkripce (enhanceru) genu (Obr. 5). Na genomu se téZ nachazeji
shluky CpG mist, zvané CpG ostriavky, které jsou nejcastéji lokalizované v promotorech provoznich
(housekeeping) genli. CpG ostrivky v promotorech jsou typicky nemetylovany a genova exprese
je aktivni. Metylované CpG ostriavky v promotorech znaci genovou represi. Mista pojmenovana
,Shores” jsou oblasti s nizsi hustotou CpG mist, vzdalena priblizné 2 kilobaze od CpG ostrivkd.
Byvaji tkanoveé specificka a ¢asto asociovana s Utlumem exprese (Lanata a kol., 2018). Promotory
chudé na CpG mista a CpG mista na vzdalenych enhancerech gen( reguluji tkanoveé specifické geny

(Irizarry a kol., 2009).

* s 0 ® fr’“’%ﬂ?@ﬁ??%

QOO

Gen
CpG ostrivek Oblast chuda na CpG

~2kB vzdalen od,
Il::pG OStrﬂde

Obr. 5 Schématickd reprezentace CpG mist na genomu. Bild mista jsou nemetylovand, ¢ernd jsou
metylovdna. K transkripci miZe dojit, pokud je nemetylované CpG misto v promotoru genu, nebo se
metylované CpG misto nachdzi uvnitf genu (Stirzaker a kol., 2014, Vydavatelstvi: Elsevier Incl. PouZiti
obrdzku je povoleno).

Vysledky ziskané z analyz metylace DNA jsou vyuzivané v asociacnich studiich epigenomu zvané
EWAS (Epigenome-wide association studies). Ty jsou zaméreny na celogenomové epigenetické
modifikace a odvozené asociace mezi epigenetickou variaci a fenotypovym projevem. Mezi
technologie vyuzivané v EWAS patfi i microarray platforma lllumina Methylation Assay (lllumina
CA, USA). Pred vice nez deseti lety byly vyvinuty Cipy Illumina Infinium HumanMethylation27,
které umoznily kvantifikovat Uroven metylace u vice nez 27 000 CpG mist lokalizovanych v celkem
14 495 genech (Weisenberger a Laird, 2008). O nékolik let pozdéji byly Cipy rozsifeny na verzi
Ilumina HumanMethylation450 BeadChip s vice nez 450 000 CpG misty, které pokryvaji 96 % CpG
ostrivkl lidského genomu (Bibikova a kol., 2011; Sandoval a kol., 2011). Posledni variantou jsou
Cipy MethylationEPIC BeadChip, které zahrnuiji vice nez 850 000 CpG mist napfi¢ celym genomem.
CpG mista z predchozi verze, na Cipu znacena jako sondy, byla doplnéna o vice nez 333 000 CpG

mist umisténych v oblastech enhancert gen( (Pidsley a kol., 2016).

Modifikaci DNA metylace je mozné vyvolat i plisobenim vnéjsich podminek, proto mohou byt CpG
mista charakterizovana jako vyznamné environmentalni biomarkery. V review autord Nwanaji-

Enwerem a Colicino (2020), byla metodou strojového uceni u nékolika publikovanych studii



identifikovdna signifikantni CpG mista, kterd byla interpretovana jako biomarkery expozice
tabakovému koufti u dospélych kufaka (Zeilinger a kol., 2013) i téhotnych Zen (Joubert a kol., 2012;
Reese a kol., 2017), biomarkery expozice dlouholetému uzivani marihuany (Markunas a kol., 2019)
¢i asociované s konzumaci alkoholu (Liu a kol., 2018). Z environmentalnich rizik autoti zminuji CpG

mista signifikantné spojena s kumulativni expozici olovu (Wright a kol., 2010).

| pfi kratkodobé expozici znecisténému ovzdusi lze pozorovat signifikantni efekty na udrovni
metylace DNA (Jiang a kol., 2014). V ramci experimentu bylo 16 nekurakd s diagnostikovanym
asthma bronchiale rozdéleno na dvé skupiny. Po dobu 2 hodin byla jedna skupina exponovdna
dieselovym emisim (koncentrace PM, 5300 pg/m?) a druha skupina filtrovanému vzduchu. Vzorky
krve byly odebrany pred expozici, poté 6 a 30 hodin po expozici. | tato relativné kratka expozice
vedla k modifikaci 2827 CpG mist asociovanych s inhalaci. Mezi nejvyznamnéjsi z nich patfi mista
ovliviiujici biologické funkce genu NFkB, ktery kdduje transkripcni faktor aktivujici prozanétlivou
odpovéd' vyvolanou oxidacnim stresem. Tento transkripéni faktor ovliviuje prostfednictvim
indukce exprese zanétlivych cytokinQ, napr. i v reakci na expozici dieselovym emisim (Takizawa a
kol., 1999). Metylace DNA se v této studii ukazuje jako vyznamna spojka mezi kratkodobou
expozici dieselovym polutantim a aktivitou genu, ktery na znecisténé ovzdusi reaguje zménou

exprese.

EXPRESE miRNA

Molekuly miRNA jsou malé, 22-25 nukleotidd dlouhé RNA molekuly, které vykonavaji regulacni
funkci. Hlavni ulohou miRNA je posttranskripéni regulace genové exprese, ke které dochazi
navazanim komplexu miRNA na oblast cilové mRNA, a ndsledné k fyziologickému zeslabeni i

Uplnému potlaceni exprese konkrétnich gent (Williams, 2008).

AZ u 80 % eukaryotickych mRNA je median polocasu Zivota méné nez 2 minuty a u zbyvajicich 20 %
dochazi k degradaci do 10 minut (Baudrimont a kol., 2017). miRNA jsou oproti tomu stabilné;si

molekuly s prlimérnym poloc¢asem Zivota okolo 5 dni (Gantier a kol., 2011).

Schéma biogeneze miRNA je zndzornéno na Obr. 6. Geny, které miRNA kéduji, jsou v jadre
prepisovany RNA polymerazou Il do primarnich transkriptl (pri-miRNA). Pri-miRNA jsou dale
sestiihany na kratké, 70 nukleotidl dlouhé vlasenkové struktury, znamé jako pre-miRNA. Tento
sestfih obstarava ribonukleaza Drosha a protein DGCRS, ktery se pfimo vaZe na dvouretézcovou
vlasenku. Poté je pre-miRNA rozpozndana proteinem Exportin 5 a aktivnhim transportem prevedena

do cytoplazmy. Zde je pre-miRNA zpracovana do dvouretézcové miRNA endonukledzou Dicer.
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Tento proces je spjat se sestfihnutim a rozvinutim dvouretézcové miRNA, kde jeden fetézec je
inkorporovan do multiproteinového komplexu miRISC (microRNA-induced silencing complex),
zatimco druhy retézec je degradovan (Matkovich a kol., 2011). Obecné plati, Ze geny pro miRNA
produkuji pouze jeden dominantni fetézec (Jirtle a Skinner, 2007). miRNA spolu
s multiproteinovym komplexem miRISC realizuji svou funkci navazanim na 3" neprekladanou
oblast cilové mRNA, a tim zablokuiji, ¢i jen utlumi translaci konkrétnich protein( (Sevignani a kol.,
2006). Tato vazba umoini regulovat mnozstvi produktll v zavislosti na bunéénych podminkach ci

tkanové lokalizaci (Slaby a Svoboda, 2012).

Pri-miRNA
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Obr. 6. Schéma biogeneze miRNA od genu po enzymatické stépéni funkéni miRNA v cytoplazmé, které
ndsledné vede k represi mRNA (Obrdzek prevzat z publikace (Rossnerova a kol., 2016b), vydavatelstvi: Jan
Medek, Epica.)

| kdyZ jsou molekuly miRNA zndmy jiz od roku 1993 (Lee a kol., 1993), jako potencidlni biomarker
v karcinogenezi byly poprvé popsdny o témér deset let pozdéji, kdy bylo zjisténo spojeni
deregulace konkrétnich miRNA se vznikem rakoviny (Calin a kol., 2002). VSechny dosud popsané
miRNA jsou sdruzeny v databazi miRbase (Griffiths-Jones a kol., 2008). V soucasné dobé je znamo
48 860 miRNA napfi¢ rGznymi organismy, 2 300 je specifickych pro ¢lovéka a 1115 znich je

anotovano v posledni verzi databaze miRBase (v22, bfezen 2018) (Alles a kol., 2019).



V genetické toxikologii a molekularni epidemiologii pfedstavuje analyza exprese miRNA zajimavy
smér vyzkumu. Jeden z prvnich experiment(, ktery zkoumal vliv environmentalni expozice na
expresi miRNA, byl proveden na mysich. Dokazal, Ze exprese miRNA je u plivodné zdravého jedince
zménéna po expozici cigaretovému koufi (Izzotti a kol., 2009). Z kumulativnich experimentalnich
udajl vyplyva, Zze podobné ucinky jsou zplsobeny i riznymi environmentalnimi faktory, véetné
PAU (Izzotti a Pulliero, 2014). Zména exprese miRNA je tak obecnym mechanismem, ktery hraje
klicovou roli v propojeni expozice environmentdlnim toxickym agens s jejich patologickymi
nasledky. Kromé toho jsou specifické miRNA asociovany s riznymi onemocnénimi, véetné plicnich
nemoci ¢i astmatu (Sessa a Hata, 2013). Jina epidemiologicka studie sledovala 153 muz(, ktefi byli
exponovani od 4 hod po 28 dni PM; s a dalSim polutantim. Nejsilnéjsi asociace byla mezi 7-denni
expozici PMysa expresi miRNA, které se Ucastni drah, souvisejicich s imunitni odpovédi (Fossati a
kol., 2014). Nedavno byl publikovan souhrnny ¢lanek (Tumolo a kol., 2020), ve kterém jsou
uvedeny miRNA jako biomakery expozice znelisténému ovzdusi, zejména prachovym ¢dsticim,
dieselovym emisim, ozénu, PAU, polychlorovanym bifenyliim, pesticiddm a tézkym kovim. V
soucasném review (Sima a kol., 2021) autoti popsali specifické miRNA, které jsou deregulované

plsobenim znecisténého ovzdusi a zaroven je jejich odlisna exprese spojena i s rakovinou plic.
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ZAMER DISERTACNI PRACE

Disertacni prace vznikla v Oddéleni genetické toxikologie a epigenetiky Ustavu experimentalni
mediciny AV CR, v.v.i. (UEM AV CR) a je zalozena na ¢tyfech impaktovanych publikacich, které
popisuji vliv expozice znecisténému ovzdusi a jinych polutant( na realizaci genetické informace u
Clovéka. Prace se vénuje zméndm genové exprese a epigenetického profilu u novorozenct

z rozdilnych lokalit CR, které se li§i environmentalni zatéi.

V letech 2013-2016 byl v UEM AV CR te$en projekt Grantové agentury CR ,Dopady znecisténi
ovzdusi na genom novorozencd” (13-13458S), v ramci néhoz byl u matek a novorozenct z Karviné
a z CB sledovan vliv znetisténého ovzdusi, rozdilného prostiedi a typl porodu na oxida¢ni
poskozeni DNA a peroxidaci lipidl (Ambroz a kol., 2016). Byly téZ analyzovany hladiny PAU v modi,
matefském mléce a stravé (Sram a kol., 2016). U studovaného podsouboru novorozencu, na
kterém je zaloZena tato prace, byla hodnocena celogenomova genova exprese (Honkova a kol.,
2018 - ptiloha 1). Na studii v roce 2016 navazal projekt AV CR s ndzvem ,,Ovlivnéni novorozenci
prostiedim® (Strategie AV 21 — QUALITAS), diky kterému bylo moZné do disertacni prace zahrnout

i vysledky ziskané z epigenetickych analyz u novorozencl narozenych v Mosté.

ProtoZe byly lokality primdrné zvoleny na zakladé odliSné drovné znecisténého ovzdusi, bylo
jednim z prvnich cild vyhodnotit kvalitu ovzdusi ve sledovanych lokalitdch a odbérovych obdobich.
Prostredi, v jakém téhotna Zena Zije, mlzZe mit vyznamny vliv na vyvoj novorozence a posléze i
zdravotni stav v pribéhu Zivota. Latky, které znecistuji ovzdusi, jsou v této praci reprezentovany
PM. s a B[a]P. Pti zvySené koncentraci téchto latek a prekracovani imisnich limitQ jsou polutanty v
ovzdusi zna¢nymi rizikovymi faktory, které prokazatelné zhor3uji zdravotni stav ¢lovéka a mohou

vést aZ ke karcinogenezi.

Disertacni prace ma nékolik ¢asti, a proto i nékolik odlisnych cild. Ke zjisténi novych poznatkd bylo

vyuzito metod molekularni biologie na dvou urovnich:

1) na drovni mRNA molekul (transkriptll), které odrazi pravé probihajici déje v burice a
prepisuji geny do funkcnich jednotek (uvadéna jako celogenomova genova exprese);

2) na Udrovni epigenetické, do které je zahrnuta metylace DNA a exprese miRNA, které
reguluji genovou expresi a odrdzi tak zménu v potencidlné ovlivnénych biologickych

procesech.

Ve vySe zminéné publikaci (Honkova a kol., 2018 - pfiloha 1) bylo hlavnim zamérem vyhodnotit

zmény celogenomové genové exprese novorozencd z Karviné a CB narozenych v letech 2013 a



2014. Kromé kvantifikace DEGs bylo cilem nalézt i nejvyznamnéjsi DEGs, které mohou indikovat
zménu aktivity biologickych proces(, popsat jejich funkce a zaradit je do biochemickych drah,
které mohou byt u novorozencl funkéné ovlivnény. ProtoZze microarray analyzy umoznuji zjistit
rozdilnou aktivitu témér celé zndmé funkcni oblasti genomu, bylo rovnéz cilem zamérit se na
hledani odlisSné exprimovanych transkriptd, které fidi imunitni odpovéd, reparacni mechanismy

DNA nebo bunécny cyklus.

Hlavnim zamérem druhé casti, kterd vychazi z dosud nepublikovanych vysledkd, bylo vyhodnotit
zmény v epigenetickém profilu novorozencll z Mostu, narozenych v roce 2016, a novorozencu
z CB, ktefi jsou podsouborem z prvni €asti prace. Cilem bylo porovnani odlidného epigenetického
profilu, ktery bude vazan na danou lokalitu. Na Urovni genové-specifické metylace DNA, ktera cili
na vice nez 850 000 potencidalné metylovanych mist genomu, je mozné identifikovat specificka
metylovana mista na DNA, ktera posléze reguluji expresi uréitého genu (nebo skupin gen(), a tim
vyvolava zménu fyziologické funkce. Pfi hodnoceni exprese miRNA je cilem nalézt DE miRNA mezi
novorozenci z Mostu a CB. Tyto molekuly rovnéZ genovou expresi reguluji a mohou tak zvysit nebo
snizit expresi konkrétnich gen(. V pfipadé celogenomové genové exprese a metylace DNA byly
analyzovany i genové sady a genové dridhy, jejichz funkce muZe byt témito regulacnimi

mechanismy ovlivnéna.

Disertacni prace resi také nékolik dil¢ich cild, které doplnuji vySe zminéné. Dalsi publikace, ze které
disertacni prace vychazi, ddva moznost diskutovat rozdily v celogenomové genové expresi mezi
novorozenci a dospélymi jedinci, kteti byli dlouhodobé exponovani rozdilné Urovni znecisténého
ovzdu$i a rovnéi pochdzeji z rliznych lokalit CR (Rossner a kol., 2015 - pfiloha 2). Dale bude
diskutovan vyskyt SNP u gen(, které ovliviiuji metabolismus xenobiotik, imunitni odpovéd a
opravné mechanismy DNA u velkého souboru déti s bronchitidou, Zijicich v oblasti se znecisténym
ovzdusim (Ghosh a kol., 2016 - priloha 3). V metodické Casti disertacni prace, ktera popisuje
statistické zpracovani dat metylace DNA microarray platformy, jsou dale diskutovdna data z

pouZzité statistickych pfistupll ziskana u kohorty osob exponovanych nanocasticim v pracovnim

prostiedi (Rossnerova a kol., 2020a - pfiloha 4).

Pilotni vyzkum, ktery je v disertacni praci prezentovan, je sméfovan k hledani interakci v regulaci

genové exprese.
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CiLE

StéZzejnim cilem disertacni prace bylo ovéreni hypotézy, Ze v rozdilném prostredi nékolika lokalit
Ceské republiky dochazi v prib&hu prenatalniho vyvoje novorozencl k vyznamnym genetickym

zménam, které se projevuji na molekuldrni Grovni.

Disertacni prace ma tyto cile:

ITYs

e Charakterizovat populacni rozdily u studovanych parli matka-novorozenec Zijicich v
rGiznych lokalitadch CR a vyhodnotit vztah ke zne&i$téni ovzdusi v dobé, kdy byl odebiran

biologicky material.

e S vyuZitim celogenomového ptistupu popsat DEGs u novorozenct z Karviné a CB, ¢etnost

téchto genu, ovlivnéni jejich aktivity a funkci v biologickych procesech.

e |dentifikovat rozdilné profily genové-specifické metylace DNA u novorozenc( narozenych
v Mosté a CB a nalézt biomarkery, reprezentované rozdilné metylovanymi CpG misty na

genomu, které jsou specifické pro jednotlivé lokality.

e Nalézt diferencialné exprimované miRNA u novorozencl z Mostu a CB, které by mohly

indikovat dlouhodobé zmény na genetické Urovni.



METODIKA

STUDOVANE SUBJEKTY A ROZDELENI STUDII

Sledovani novorozenci se narodili v Nemocnici s poliklinikou Karvina-Raj, Nemocnici Ceské
Budéjovice, a.s. a v Krajské zdravotni a.s. Nemocnice Most, o.z. Studie byla schvdlena Etickou
komisi UEM AV CR, etickymi komisemi zi€astnénych nemocnic, a matky novorozencd souhlasily s
poskytnutim biologického materidlu a podrobnych Udajd o sobé i ditéti podpisem informovaného
souhlasu o dobrovolné ucasti ve studii. Podminkou zapojeni do studie byly matky nekuracky, které
porodily v terminu (37. — 41. tyden). Soudasti odbér( byly podrobné materské dotazniky. Do
analyz byl taktéZ zahrnut lékarsky novorozenecky dotaznik se zdravotnickymi Udaji o prabéhu

porodu a o ditéti.

Pro zpiehlednéni studovanych subjekt(i z Karviné, Mostu a CB (Obr. 7) a zvolenych metod byla
disertacni prace rozdélena na tti studie (Studie 1, 2 a 3; Obr. 8). Pouzité metody byly provadény
v ramci vyzkumnych projektd uvedenych v Gvodu prace, pficemz pro pilotni vyzkum se podet

vzork( v kazdé studii lisil dle dostupnosti a kvality biologického materialu.

Studie 1 zahrnovala novorozence z Karviné a CB. Novorozenci z Karviné narozeni od srpna 2013
do fijna 2013 (obdobi L) a poté od ledna 2014 do kvétna 2014 (obdobi Z) byli srovnavani s
novorozenci z CB narozenymi ve stejném obdobi. Studie byla zaméFena na diferencialni

celogenomovou genovou expresi.

Studie 2 se vénovala genoveé-specifické metylaci DNA u vzorkd novorozencl z Mostu, ktefi byli
narozeni od bfezna do srpna 2017, ve srovnani se vzorky novorozencl z CB narozenymi od ledna
do brezna 2014 (podsoubor Studie 1, pro néjz je k dispozici i miRNA pro sjednoceni soubor( vsech
tii studii).

Studie 3 popisuje diferencidlni expresi miRNA u souboru novorozencl, ktefi tvori podsoubor ze

Studie 2. Z divodu rozdilného obdobi odbér(i vzorkd byly ve Studii 2 a 3 srovnavany pouze lokality.
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Obr. 7 Mapa CR s vyznacenim bydlist matek zahrnutych do studie.
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Obr. 8 Prehled studii, které rozdéluji disertacni prdci do vice celki podle provedenych analyz.



MEREN{ KONCENTRACI LATEK VE VNEJSIM OVZDUSI

Data namérenych koncentraci PM;s a B[a]P béhem obdobi porodl ve Studii 1 byla ziskana ze
stacionarnich vzorkovacl High Volume (HiVol) 3000 Air Sampler (model ECO-HVS3000, Ecotech,
Australia) v reprezentativnich lokacich studovanych lokalit. Vzorky z frakci PM; s byly sbirdny na
membranové filtry (Pallflex EMFAB, TX40H120-WW) a vyménovany nejpozdéji kazdych 72 hod.
Zpusob odbéru vzorkl ovzdusi, extrakce hmotnostnich frakci z filtrd a chemické analyzy PAU

s pouzitim chromatografie (GC-MS/MS) byly popsany v Topinka a kol. (2011).

ProtoZe data ziskana z HiVol signifikantné korelovala (r=0,86, p < 0,001) s hodnotami ziskanymi
z jednotlivych méfeni z blizkych stanic CHMU, byly oba datasety spojeny pro zvyseni pokryti
expozice polutantim v obdobi porodll. Informace o primérné roc¢ni koncentraci vybranych

polutant( (B[a]P, PMas, SO, NOx a NO3) byly ziskany z tabelarnich ro¢enek CHMU3.

BIOLOGICKY MATERIAL

Biologickym materidlem od novorozencl byla pupecnikova krev, odebirana ihned po porodu do
dvou zkumavek VACUETTE obsahujicich etylendiamintetraoctovou kyselinu (EDTA). Jedna
zkumavka byla v porodnicich pfedzpracovana stabilizacni ¢3asti kitu LeukoLOCK Total RNA Isolation
System (Ambion, TX, USA), ktery filtraci pIné krve pres filtr LeukoLOCK a naslednym promytim
stabilizaénim roztokem zajisti po zmraZeni zachovani integrity RNA. Do laboratofe UEM byly
doruceny zamrazené filtry LeukoLOCK se zachycenymi leukocyty stabilizovanymi v roztoku
RNA/ater. Druha zkumavka krve (s ¢aste¢né separovanou plazmou) slouzila pro izolaci DNA a po

odbéru z pupecniku byla ihned zamrazena pfi -20 °C.

STUDIE 1 - ZPRACOVANI{ RNA

Celkova RNA byla izolovana z leukocytl separaci na magnetickych kulickach izolaéni ¢asti kitu
LeukoLOCK Total RNA Isolation System (Ambion, TX, USA). Koncentrace byla méfena na pfistroji

Nanodrop ND1000 Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific, MA, USA). Ve vytéZcich izolované

3 http://portal.chmi.cz/files/portal/docs/uoco/isko/tab_roc/tab_roc_CZ.html
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RNA nebyl mezi studovanymi lokalitami pozorovan signifikantni rozdil. Integrita RNA (RIN) byla

hodnocena na Agilent 2100 Bioanalyzeru (Agilent Technologies, CA, USA).

Celkem 202 vzork( s prdmérnou hodnotou RNA Integrity Number (RIN) 7,31 £ 1,13 bylo uchovano

pfi -80 °C pro dalsi analyzu.

RNA v mnozstvi 200 ng byla reverzné prepsana do cDNA a poté in vitro transkripci pfevedena na
cRNA pouzitim kitu llluminaTotalPrep RNA Amplification Kit (Ambion, TX, USA). Celkem 750 ng
cRNA znacené biotinem bylo hybridizovdno na cipech Illumina HumanHT-12 v4 Expression
BeadChips (lllumina, CA, USA). Hybridiza¢ni postup byl presné dodrzovan dle protokolu
predepsaného vyrobcem. Hybridizované Cipy byly naskenovdny pomoci systému iScan (lllumina,
CA, USA) v celkovém poctu 18 Cipl (12 vzork( na 1 Cipu). Kazdy naskenovany vzorek obsahuje
hodnoty intenzit u 47 324 sond pro vice nez 31 000 anotovanych genl odvozenych z National

Center for Biotechnology Information (NCBI), RefSeq Release 38.

STUDIE 2 - ZPRACOVANI| DNA

Genomickd DNA (gDNA) byla izolovana vysolovaci Milerovou metodou (Miller a kol., 1988),

modifikovanou dle Schmuczerova a kol. (2009).

DNA v mnoZstvi 1000 ng u 50 vzork( (22 z Mostu a 28 z CB) byla upravena hydrogensifi¢itanem
sodnym pouzitim kitu EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research, CA, USA) pro konverzi
nemetylovanych cytosinl na uracily, zatimco metylované cytosiny zlstaly nezménény.
Konvertovana DNA byla po denaturaci, fragmentaci a precipitaci hybridizovana na ¢ipech Infinium
MethylationEPIC Kit (lllumina, CA, USA). Kazdy Cip obsahuje 8 vzork(l a je skenovan na pfistroji
iScan (lllumina, CA, USA). V kazdém slotu se nachazi vice nez 850 000 metylaénich mist s rozlisenim
na jeden nukleotid. Metyla¢ni status kazdého CpG mista je hodnocen dvoukandlové mérenim

intenzit paru metylované a nemetylované sondy.

STUDIE 3 - ZPRACOVANI miRNA

Celkem 39 vzork(l (21 z Mostu a 18 z CB) bylo zpracovéno alternativnim postupem LeukoLOCK
Total RNA Isolation System (Ambion, TX, USA), ktery na separaci RNA vyuZiva kombinaci kolonek
a TRI Reagent. Divodem pouZiti tohoto protokolu byla moznost vychytani i kratkych molekul RNA,
které se na magnetické kulicky vyuZivané pro izolaci RNA nenavazi. Knihovny malych RNA byly
pripraveny ze 150 ng celkové RNA pouZitim Qiaseq miRNA Library Kit (Qiagen Manchester Ltd; UK).
Kit separuje veskeré malé RNA, v€etné miRNA a piRNA. Knihovny miRNA o velikosti fragmenti cca

180 bazi byly ovéreny pomoci Fragment Analyzeru (Agilent Technologies, CA, USA) s pouzitim High



Sensitivity NGS Kit. Sekvenovani knihoven (o koncentraci 4 nmol) v po¢tu osmi vzorki v jednom
sekvenacnim béhu bylo provedena na MiSeq systému (lllumina, CA, USA) s vyuZitim MiSeq

Reagent Kitu v3 (Illumina, CA, USA).

STATISTICKA ANALYZA

Epidemiologickd data ziskand z dotaznikovych Setfeni u studovanych skupin byla zpracovana
v prostfedi R zadkladnimi metodami popisné statistiky. V zavislosti na rozlozeni dat byl pro
porovndni mezi jednotlivymi lokalitami, pfipadné obdobimi, proveden bud t-test nebo
neparametricky Mann-Whitney Sum U-test. Test ANOVA byl poufZit pfi porovnavani vice faktor(

ziskanych z dotaznik(.

STUDIE 1 - ANALYZA CELOGENOMOVE GENOVE EXPRESE

Naskenovana primarni data z hybridizace na cipech Illumina HumanHT-12 v4 Expression
BeadChips (lllumina) byla nejprve importovana do nastroje Genome Studio (lllumina) a vystupni
matice byla nahrdna do prostfedi R s hodnotami priimérnych intenzit fluorescencniho signalu a
detekénich p-hodnot kazdého transkriptu. Data genové exprese byla ocisténa od pozadi,
normalizovana kvantilovou normalizaci a zlogaritmovana. PFiblizné 30 % hodnot se nachazelo pod
detekénim limitem (detekéni p-hodnota < 0,05). Batch efekt, ktery byl zplsoben Cipem (na
kazdém cipu se nachazelo 12 vzorku), byl odstranén funkci ComBat (balicek sva). Pro kompletni
vyhlazeni batch efektu byl parametr Cipu zahrnut jako jeden z faktor( do linedrniho modelu, ktery
byl pouzit pro detekci specifickych DEGs. Dalsimi faktory aplikovanymi v linedrnim modelu byly
vék matky, pohlavi ditéte a hodnota RIN. Faktory byly vybrany na zakladé ANOVA testovani, které
hodnotilo efekt pfidani potencidlniho nového faktoru do linedrniho modelu. Tento efekt byl
kvantifikovan rozloZzenim p-hodnot, které byly asociovany s jednotlivymi transkripty od
signifikantnich k nesignifikantnim a obracené. Diferencidlné exprimované geny byly identifikovany
pouzitim funkce topTable (balicek limma). p-hodnoty byly upraveny metodou pro mnohocetné
testovani Benjamini-Hochberg (BH) (Benjamini a Hochberg, 1995) a adjustovany korekci typu FDR

(false discovery rate). Transkripty s BH g-value < 0,05 byly povaZzovany za signifikantni.

Hodnoty log,FC popisuji nasobky rozdilu v diferencidlni expresi, pficemz limit pro signifikanci byl
nastaven na log:FC >0,8 pro up-regulované a log.FC <-0,8 pro down-regulované transkripty.
Analyza obohacenych genovych sad (geneset enrichment) byla provedena nastrojem
Enrichrwebtool (Chen a kol.,, 2013; Kuleshov a kol., 2016). Jako signifikantné ovlivnéné

biochemické drahy z databazi KEGG (Kyoto Encyklopedia of Genes and Genomes) a WikiPathways
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2015 byly povazovany drahy s p < 0,05. Drahy byly dale charakterizované pomoci Z-skdre, které je
definovano jako rozdil mezi odchylkou z vaZzeného priméru expresnich hodnot gen( v kazdé draze

a odchylkou z vaZeného priméru vsech genl po normalizaci.

STUDIE 2 - ANALYZA GENOVE-SPECIFICKE METYLACE DNA

Primarni data z Cipd Infinium MethylationEPIC Kit (Illumina) charakterizovdna intenzitami
fluorescencniho signdlu byla importovana do prostfedi R. Primarni analyza dat byla provedena
balickem minfi. Data byla ocisténa od pozadi, normalizovdana kvantilovou normalizaci a
zlogaritmovana. Z vice neZz jednoho milioni sond hybridizovanych na cipech bylo postupnou
filtraci ziskano 765 106 sond, které byly nasledné analyzovany. Z metylac¢niho setu byly odstranény
sondy s nizkou detekéni p-hodnotou, sondy na pohlavnich chromozomech, cross-reaktivni sondy

a sondy se zndmymi SNPs v CpG mistech.

Beta hodnoty (ziskané fuknci getBeta z balicku minfi) reprezentuji Uroven metylace a jsou
pomérem fluorescencniho signdlu metylovanych a nemetylovanych mist. Signifikantni B hodnoty
metylovanych mist <0,2 jsou povazovany za hypometylovana, zatimco (>0,8 za

hypermetylovana. Pro analyzu byly také ziskdny M hodnoty (logP hodnot).

Batch efekt, ktery byl detekovan u nékterych CipQ (na kazdy Cip se nanasi 8 vzorkl) na zakladé
vykresleni hlavnich komponent, byl nasledné odstranén funkci ComBat z bali¢ku sva. Oznaleni
Cipu bylo rovnéZz pouzito jako faktor vlinedrnim modelu. Seznam diferencidlné hypo- a

hypermetylovanych mist byl ziskan pouzitim funkce topTable (limma).

Pro zpracovani microarray dat je nejvyuzivanéjsi korekce p-hodnot metodou mnohocetného
testovani BH (Benjamini a Hochberg, 1995), ktera byla pouzita napfiklad v nasi nedavné studii
(Rossnerova a kol., 2020a - priloha 4). Nicméné pfi pouziti BH metody ve Studii 2 bylo ziskano
nékolik desitek tisic diferencidlné metylovanych mist. Proto pro zesileni vyznamnosti nalezenych
CpG mist byla pouzita robustnéjsi korekce na mnohocetné testovani, které bylo v této studii
provedeno prisnéjsi metodou Holm (Holm, 1979). Diferencialné metylovana mista s adjustovanou

p-hodnotou < 0,01 byla povaZovana za signifikantni.

Pouzitim anotacniho balicku AnnotationDbi byly ziskany kompletni anotace, véetné funkéniho
pfifazeni CpG mista ke konkrétnimu genu a pozici mista na genu. U nalezenych diferencialné
metylovanych mist byla na zdkladé zndmych ENTREZID a s vyuZitim funkci knihoven enrichplot a

clusterProfiler provedena statisticka a funkéni analyza obohacenych genovych sad a popsana



genova ontologie u potencidlné ovlivnénych biologickych procest. Vykresleni genl v KEGG

drahdch bylo poutzito v nastroji KEGG mapper (Kanehisa a Sato, 2020).

STUDIE 3 - ANALYZA EXPRESE miRNA

FASTQ soubory z osmi sekvenacnich béhd byly nahrany do online nastroje GeneGlobe (Qiagen)
pro provedeni primarni analyzy. Analyzou byla zjisténa distribuce sekvenovanych typl RNA a
poctu miRNA. V datech bylo identifikovano v priiméru 2 284 201 ¢teni miRNA molekul, které
pramérné tvofily vice nez 60 % celkového poctu sekvenaéniho Cteni. V GeneGlobe byly
identifikovany pocty UMI sekvenci miRNA (Unique Molecular Index), které kompenzuji sekvenacni
bias. Pomér poctu celkovych cteni a UMI ¢teni se nelisi o vice nez 10 %. Molekuly piRNA do

sekundarni analyzy nebyly zahrnuty.

Sekunddrni analyza pro detekci diferencidlné exprimovanych miRNA byla provedena s pouzitim
knihovny DESeq2 v programu R (Love a kol., 2014) na UMI ¢tenich. Pro pdrové porovnani mezi
lokalitami byl pouZzit Walddv test (Chen a kol., 2011), ktery je vhodny pro testovani sekvenacnich
dat, pro korekci na multicetné testovani byla pouzita BH metoda (Benjamini a Hochberg, 1995).
Rovnice modelu pocitala s rozdilem mezi lokalitami, kde byl ovliviiujicim faktorem zafazen batch

sedmi sekvencnich béhu, které by mohly ovlivnit biologicky rozdil.

Hodnoty log,FC popisuji stejné jako ve Studii 1 nasobky rozdilu v diferencialni expresi, pficemz
limit pro signifikanci byl nastaven na logFC > 0 pro up-regulované a logFC < 0 pro down-regulované

miRNA.

Nékteré zvybranych diferencidlné exprimovanych miRNA byly anotovany v open-source
platformé miRWalk pro predikci cild znamych gen(, které miRNA reguluji (Sticht a kol., 2018).

Interakce a uvedené biologické procesy jsou ziskany z databaze miRTarBase (Hsu a kol., 2011).
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VYSLEDKY

CHARAKTERISTIKA SUBJEKTU

Nejvétsi soubor novorozencl byl sledovan ve Studii 1, kterou tvofilo celkem 202 par(i matka-
novorozenec z Karviné a CB. Do Studie 2 bylo zahrnuto 50 par(i z Mostu a CB a Studie 3 se zabyvala

39 pary matka-novorozenec z Mostu a CB.

Zakladni charakteristiky matek a novorozenct byly zaloZzeny na materském a lékafském dotazniku.

NejdlleZitéjsi parametry jsou uvedeny v Tab. 2 (Studie 1), Tab. 3 (Studie 2) a Tab. 4 (Studie 3).

Ve Studii 1 byly soubory rozdéleny na dvé odbérova obdobi, kterd byla charakterizovdna datem
narozeni novorozencl. | kdyz nékolik matek koufilo v prvnim trimestru téhotenstvi, signifikantni

vliv na vysledky Studie 1 nebyl zaznamenan a vzorky byly v analyzovaném souboru ponechany.

Nékteré parametry se mezi studovanymi skupinami mirné lisily. Pasivni koufeni v domacnosti a
aktivni kouteni matek pred téhotenstvim (p < 0,05) av 1. trimestru bylo ¢astéjsi u matek z Karviné.
Statistickd vyznamnost (p < 0,05) byla pozorovana u dosazeného vzdélani a véku matky: v Karviné

byl vyssi podil mladsich matek se zdkladnim vzdélanim.

Veer

v okrese Most pozorujeme vyssi podil kuracek pred téhotenstvim (50 %) a vyssi pocet Zen se
zadkladnim vzdélanim (9 %). Statisticky vyznamna (p < 0,01) je nizsi porodni vaha novorozenct

z Mostu (3456 + 515 g) oproti porodni vaze novorozencti z CB (3602 + 459 g).

Studie 3 zahrnovala novorozence z Mostu a CB, ktefi tvofili podsoubor Studie 2. ProtoZe bylo
nékolik vzorkd vyrazeno kvili Spatné kvalité miRNA knihoven a v souboru je tedy zafazeno méné
subjektd nez ve Studii 2, je charakteristika Studie 3 uvedena samostatné v Tab. 4. Rozdily mezi

obéma lokalitami jsou obdobné jako ve Studii 2.



Tab. 2 Zdkladni charakteristiky pdri matka-novorozenec pro Studii 1 ziskané z materskych a lékarskych

dotaznikda.

Karvina
Obdobi L Obdobi Z
(N=43) (N=51)
primér; SD nebo primeér; SD
N (%) nebo N (%)
Matky — zdakladni charakteristiky
VEék (p < 0,05 pti srovnani lokalit) 28,9; 4,8 30,6; 4,6
BMI 24,1;4,0 24,2; 4,5
Typ porodu
Vagindlni 26 (60 %) 30 (59 %)
Cisarsky rez 17 (40 %) 15 (29 %)
Jiny” 0 (0 %) 6 (12 %)
Faktory Zivotniho stylu
Vzdélani matky
Zakladni (p < 0,05 pfi srovnani 6 (14 %) 1(2 %)
lokalit)
Stredoskolské 22 (51 %) 27 (53 %)
Vysokoskolské 15 (35 %) 20 (40 %)
Nezndmé 0 (0 %) 3 (6 %)
Aktivni koufeni
Pred téhotenstvim (p < 0,05 pfi 6 (14 %) 11 (21 %)
srovnani lokalit)
V 1. trimestru 5(12 %) 4 (8 %)
Ve 3. trimestru 0 (0 %) 2 (4 %)
Pasivni koufeni v domacnosti 7 (16 %) 10 (20 %)
Konzumace alkoholu 7 (16 %) 5 (10 %)
v téhotenstvi*
UZivani vitamint 27 (63 %) 33 (65 %)
béhem téhotenstvi
Novorozenci — zakladni charakteristiky
Pohlavi
Chlapec 22 (51 %) 20 (39 %)
Dévce 21 (49 %) 31 (61 %)
Porodni vaha (g) 3340; 469 3373; 419

*Klestovy porod ¢i porod vakuumextrakci.

*Konzumace alkoholickych napojl ¢astéjsi nez 1x tydné.

Obdobi L
(N=34)

primér; SD
nebo N (%)

32,3;3,9
23,6; 3,9

24 (71 %)
9 (26 %)
1(3 %)

0(0 %)

21 (62 %)
11 (32 %)
2 (6 %)

4 (12 %)

1(3%)
1(3%)
6 (18 %)
6 (18 %)

22 (65 %)

14 (41 %)
20 (59 %)
3413; 448

Obdobi Z
(N=74)

primér; SD
nebo N (%)

32,4;4,4
24,0; 5,0

38 (51 %)
31 (42 %)
5 (7 %)

0(0%)

43 (58 %)
28 (38 %)
3 (4 %)

5(7 %)

3 (4 %)
0 (0 %)
10 (14 %)
9 (12 %)

57 (77 %)

38 (51 %)
36 (49 %)
3491; 438
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Tab. 3. Zakladni charakteristiky pdri matka-novorozenec pro Studii 2 ziskané z materskych a lékarskych

dotaznikda.

Matky — zakladni charakteristiky
Vék
BMI
Typ porodu

Vagindlini

Cisarsky rez

Jiny*
Faktory Zivotniho stylu
Vzdélani matky

Zdkladni

Stredoskolské

Vysokoskolské

Nezndmé
Aktivni koufeni

Pred téhotenstvim (p < 0,05)

V 1. trimestru

Ve 3. trimestru
Pasivni koutreni v domacnosti (p <0,05)
Konzumace alkoholu v téhotenstvi*
UzZivani vitaminl béhem téhotenstvi
Novorozenci — zakladni charakteristiky
Pohlavi

Chlapec

Dévce

Porodni vaha (g) (p <0,05)

*Klestovy porod ¢i porod vakuumextrakci.

Most
N =22
primeér; SD nebo N (%)

31,3;5,0
24,1; 4,7

14 (64 %)
7 (32 %)
1(5 %)

2 (9 %)
12 (55 %)
8 (36 %)

0(0%)

11 (50 %)
1(5%)
0(0%)
7 (32 %)
2(9%)

16 (73 %)

10 (45 %)
12 (55 %)
3456; 515

*Konzumace alkoholickych napojl ¢astéjsi nez 1x tydné.

v

cB
N=28
primér; SD nebo N (%)

32,8;3,9
24,4;3,8

22 (71 %)
6 (29 %)
0 (0 %)

0(0%)
17 (61 %)
8 (29 %)

2(7%)

8 (29 %)
1(4%)
0(0%)

5 (18 %)
2(7%)

20 (71 %)

15 (54 %)
13 (46 %)
3602; 459



Tab. 4. Zdkladni charakteristiky pdri matka-novorozenec pro Studii 3 ziskané z materskych a lékarskych

dotaznikda.

Matky — zakladni charakteristiky
Vék
BMI
Typ porodu

Vagindlini

Cisarsky rez

Jiny*
Faktory Zivotniho stylu
Vzdélani matky

Zdkladni

Stfedoskolské

Vysokoskolské

Nezndmé
Aktivni koufeni

Pred téhotenstvim (p < 0,05)

V 1. trimestru

Ve 3. trimestru
Pasivni koureni v domacnosti (p < 0,05)
Konzumace alkoholu v téhotenstvi*
UZivani vitamin{ béhem téhotenstvi
Novorozenci — zakladni charakteristiky
Pohlavi

Chlapec

Dévce

Novorozenecka hmotnost (g) (p < 0,05)

*Klestovy porod ¢i porod vakuumextrakei.

Most
N=21

primeér; SD nebo N (%)

31,2;5,1
24,4; 4,5

13 (62 %)
7 (33 %)
1(1%)

2 (10 %)

12 (57 %)
7 (33 %)
0(0%)

10 (48 %)
1(1%)
0 (0 %)
7 (33 %)
2 (10%)
15 (71 %)

10 (48 %)
11 (52 %)
3495; 494

*Konzumace alkoholickych napoju castéjsi nez 1x tydné.

CB
N=18

primér; SD nebo N (%)

33,6;3,4
23,6; 3,5

17 (94 %)
1(6 %)
0 (0 %)

0(0%)
10 (56 %)
6 (18 %)
2 (18 %)

5 (28 %)
1(6%)
0 (0 %)
3(17 %)
0(0%)

13 (72 %)

8 (44 %)
10 (56 %)
3664; 526
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HODNOCENI{ ZNECISTEN{ OvZDUSI

ProtoZe byla ve Studii 1 porovnavana dvé obdobi ve dvou nésledujicich letech (2013 a 2014) a ve
Studii 2 a 3 v rozdilnych letech (2014 a 2016), jsou na Obr. 9 a Obr. 10. vyznacena casova okna

jednotlivych studii.

Namérené koncentrace polutantld PM,s a B[a]P v dobé narozeni novorozenc( ve Studii 1 byly
dominantnim a signifikantnim faktorem (p < 0,001), ktery rozdéloval lokality a obdobi. Nejvyssi
naméfené koncentrace (prdmér + SD) byly v Karviné béhem obdobi Z: PM;s: 40,3 + 31,5 ug/m3;
B[a]P: 5,2 = 5,5 ng/m>. Nejniz&i Groven znecisténi ovzdusi byla detekovana v CB v obdobi L: PM,:
12,5 £ 6,5 pg/m?; B[a]P: 0,5 + 0,6 ng/m>. Primérné hodnoty pro jednotlivd obdobi v Karviné a CB

jsou uvedeny v Tab. 5.

U Studie 2 a 3, ve kterych byly porovnavany lokality Most a CB, neni moZné provést posouzeni
vlivu Urovné znecisténého ovzdusi béhem odbéru vzork(, protoZe se novorozenci nenarodili ani
ve stejném obdobi, ani ve stejném roce. Namérené koncentrace polutantti v éasovych oknech v CB
jsou navic vy$si ne? v Mosté&, protoZe v pfipadé CB se jednalo o zimni a v pfipadé Mostu o letni

obdobi.

Ve sledovaném obdobi nebylo mozné posuzovat prekracovani imisnich limit(, protoZe ty jsou
definované pro ro¢ni primeérné koncentrace polutant a ve studii byly srovndvany pouze ¢asti
rokl. Proto byly pro Uplnost priimérné ro¢ni koncentrace vybranych polutanttd (B[a]P, PM;s, SO,,
NOy, NOz) mezi lety 2013-2017 ve studovanych lokalitach zkompletovany z tabeldrnich ro¢enek
CHMU (Tab. 6).

K dlouholetému prekracovani roénich imisnich limitli dochazelo zejména u B[a]P ve vSech tfech
lokalitach, pficemz v Mosté nebyla koncentrace B[a]P méfena a nejbliZsi stanice byla umisténa
v nedalekych Teplicich. Znegidténi zde viak bylo niz$i ne? v CB, zejména ve studovanych letech
2016 a 2017. V pfipadé PM,s byly prekracovany limity kaZzdorocné v Karviné. V Mosté doslo
k prekroéeni limit(l v letech 2013 a 2014. V letech 2016 a 2017 bylo znetisténi v Mosté a CB
srovnatelné a neprekracovalo roc¢ni imisni limity. U dalSich polutant(i nebyly az na vyjimky (NOx
v letech 2014 a 2015 v Karviné) roc¢ni limity prekroceny. Obecné bylo vsak znecisténi v Mosté dané
koncentracemi SO, a NO, mirné vyssi oproti CB, zatimco u NOx byly roéni koncentrace v Mosté

nizéi nez v CB. Nejvy$si namérené hodnoty byly ve viech letech naméFeny v Karviné.
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Tab. 5 Primérné hodnoty (+ SD) polutantu pro jednotlivd obdobi lokalit Karviné a CB ve Studii 1.

Polutanty Karvind — L Karvind —Z éB-L éB-z
PM_.5(ug/md) 31,4+28,7 40,3+31,5 12,5+6,5 21,1+13,2
Bla]P (ng/m?3) 2,9+4,4 52+5,5 0,5+0,6 1,6+1,2

Tab. 6 Priimérné rocni koncentrace polutantd pro lokality Most, CB a Karvind od roku 2013 do 2017.
Prekrocené roéni imisni limity dané EU jsou oznaceny tuéné (Zdroj: Tabuldrni rocenky CHMU).

B[a]P (ng/m?3)
Limit 1 ng/m?3 2013 2014 2015 2016 2017
(d:] 1,5 [+1,6 1,2 |+1,3 1,4 |14 1,8 [+2,9 1,3 [+1,8
Most (Teplice) 1,3 [£1,7 11 [+1,2 1,1 [+15 09 |+1,2 09 |[+14
Karvind 45 |+6,7 36 [+55 35 |[+45 33 [+43 42 |+7,9
PM2.5 (ug/m3)
Limit 25 pg/m? 2013 2014 2015 2016 2017
¢B 183 |+14,7 | 16,9 |+10,4 | 143 |+86 18,5 |+14,5 | 14,6 |+15,0
Most 21,8 |£14,9 | 22,4 |+142 | 18,7 |+13,8 | 18,4 |+125 | 183 |+18,0
Karvind 38,1 |+36,6 | 36,2 |£30,3 | 33,1 |+27,6 | 27,1 |+21,8 | 27,0 |£30,0
S02 (ug/m?3)
Limit 20 pg/m3 2013 2014 2015 2016 2017
(d:] 48 |+3,0 43 |+3,4 38 |+21 2,1 |+11 30 [+16
Most 9,8 |+6,4 6,7 |+5,0 84 |+47 88 |+57 9,1 |57
Karvind 12,0 [£9,5 99 [+7,8 9,2 |+58 9,2 |£59 10,0 |+9,4
NOx (ug/m3)
Limit 30 pug/m? 2013 2014 2015 2016 2017
(d:] - |- 22,5 |£17,3 | 26,0 |+21,5 | 256 |+296 - |-
Most 16,4 |£9,4 16,6 |+9,1 16,5 |+10,3 | 159 |+9,1 16,1 |+11,1
Karvind 21,2 |+13,4 | 32,2 |+19,2 | 30,4 |+17,8 | 29,4 |+16,7 | 21,9 |+16,9
NO; (ug/m3)
Limit 40 pug/m? 2013 2014 2015 2016 2017
¢B 15,6 | +7,2 15,1|+7,1 16,8 | 6,93 15,7 | +8,34 15,4 | + 8,25
Most 21,5|+8,84 22,5|+8,95 20,7 |+9,61 20,8 |+8,89 20,8 | +12,24
Karvina 24,0|+9,83 23,1|+8,45 22,7 | +8,97 21,1|+8,12 21,2 | +10,91
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STUDIE 1 - HODNOCEN( DIFERENCIALNE EXPRIMOVANYCH GENU

Srovnanim véech vzorkl z Karviné s kontrolni lokalitou CB bylo nalezeno nékolik desitek DEGs v
letnim (L) a zimnim (Z) obdobi. V analyze hlavnich komponent (PCA) je mezi prvnimi dvéma
hlavnimi komponentami vSech detekovanych DEGs patrny rozdilny profil v genové expresi mezi

lokalitami v obou obdobich (Obr. 11).

Nejvy$si pocet DEGs byl pozorovan u vzorkél z Karviné v Z obdobi pfi srovnani se vzorky z CB ve
stejném obdobi: 135 genl se zvysenou expresi (up-regulovanych) a 49 genl se sniZzenou expresi
(down-regulovanych). V L obdobi bylo u skupiny z Karviné nalezeno 17 up a 3 down-regulované

geny ve srovnani se stejnym obdobim v CB.

Rozdilné exprimované geny specifické pro vzorky z CB byly nalezeny srovndnim Za L obdobi
porodu: Celkem 127 up- a 46 down-regulovanych gen(. Stejnym sezénnim srovnanim u vzork( z
Karviné byly identifikovany celkem 4 up- a 11 down-regulovanych gen(. Pocty unikatnich a

spole¢nych DEGs pro jednotlivé skupiny jsou uvedeny na Obr. 12.

Podrobnégjsi vysledky se zaméruji na nejvyznamnéjsi diferencialné exprimované geny u vzork( z
Karviné béhem zimniho obdobi porodu ve srovnani se stejnym obdobim v CB. Hierarchické

klastrovani mezi obéma lokalitami u nejvyznamnéjsich DEGs je ukdzano na Obr. 13.
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Obr. 11 Na hlavnich komponentdch je patrnd signifikantni separace mezi Karvinou a CB v L a Z obdobi.
Zvyraznény symbol u kaZdého klastru znaci medidn hodnot log-intenzit studovanych skupin.



Obr. 12 Venntv diagram reportuje pocty DEGs specifickych ve studovanych skupindch. (A) Karvind vs. CB v
zimnim obdobi; (B) Karvind vs. CB v letnim obdobi; (C) Srovndni Karviné mezi obéma obdobimi; (D)
Srovndni CB mezi obéma obdobimi; (E) Karvind vs. CB nezdvisle na obdobi.
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Obr. 13 Mapa nejvyznamnéjsich DEGs nalezenych u vzorkt z Karviné v zimnim obdobi (season 2) ve
srovndni se zimnim obdobim CB. Individudini vzorky jsou zndzornény ve sloupcich, fadky reprezentuji log-
intenzitu jednotlivych genda.
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Diferencialné exprimované geny specifické pro vzorky z Karviné odebrané v zimnim obdobi jsou
zobrazeny také na Obr. 14. Geny s hodnotami |log,FC|> 1,4 jsou oznaceny symbolem a vybrané

z nich jsou popsany nize.
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Obr. 14 Individudlni DEGs specifické pro karvinské vzorky odebrané v zimnim obdobi. Graf zobrazuje
signifikantni geny (p-hodnota < 0,05; ¢erné), up-reqgulované geny (log2FC > 0,8; fialové) a down-regulované
geny (log:FC < -0,8, modre). Geny s log2FC > 1,4 a log>FC < -1,4 jsou vyznaceny symbolem.

Mezi nejvyraznéji down-regulované geny nalezené ve vzorcich z Karviné v zimnim obdobi patfi
PRSS33 (loga,FC = -1,46, p <0,001). Gen byl zaroveri up-regulovan ve vzorcich z CB pfi srovnani
zimniho a letniho obdobi. Z vyrazné up-regulovanych gen( u karvinskych vzork( ze zimniho obdobi
byl pozorovan pseudogen SERPINA13 (log,FC=1,74, p <0,001), gen FBXO7 (log.FC=1,58, p <0,001)
a MUCE6 (log,FC = 1,56, p <0,001).

PFi srovnani vzork( z letnich obdobi byla u vzorkl z Karviné pozorovana up-regulace gent BCL2L1

(log2FC = 1,42, p <0,001) a CYP4F3 (logsFC = 0,92, p <0,001).



Z deregulovanych transkriptt specifickych pro vzorky z CB byla identifikovdna up-regulace EP300
(logoFC =1,47, p <0,001) a down-regulace genu HINT3 (log,FC = -1,60, p <0,001).

Nizky pocet nalezenych DEGs neumoziioval provést plnohodnotnou analyzu. Pro prehled jsou
uvedeny pouze statisticky signifikantni drahy (p < 0,05), které zahrnuji vice nez dva DEGs. Celkem
28 deregulovanych drah bylo pozorovano u vzork( z Karviné pti srovnani zimniho a letniho obdobi.
Sestnact drah bylo signifikantné deregulovano ve vzorcich odebranych v zimnim obdobi bez
ohledu na lokalitu. Odpovédi na znecisténé ovzdusi v Karviné v zimnim obdobi oproti letnimu
muze byt signifikantni ovlivnéni funkce nékterych drah imunitnich procest (p <0,001), jako je
signalni draha pro receptor B-bunék (hsa:04662 B-cell receptor signalling pathway) a signalni

draha pro receptor T-bunék (hsa: 04660 T-cell receptor signaling pathway).

U vzork( z Karviné, které byly porovnany se vzorky z CB v zimnim obdobi, bylo nalezeno 12
deregulovanych drah. Mezi nejvice ovlivnéné (p < 0,001) patfila drdha metabolismu porfyrinu a
chlorofylu (map:00860 Porphyrin and chlorophyll metabolism) a dale draha NRF2 (WP: NRF2

pathway, p < 0,02).

U vzorkd z CB bylo nalezeno pfi srovnani zimniho a letniho obdobi deset potencialné ovlivnénych
drah. Nejvyznamnéji ovlivnéna (p < 0,01) byla signdlni draha FOXO (map:04068 FoxO signaling
pathway).

P¥i srovnani vzorkd z Karviné a CB v letnim obdobi byla identifikovana potencialné ovlivnéna draha
amyotrofické laterdini sklerézy (hsa:05014 Amyotrophic lateral sclerosis, p < 0,001) a signalni

draha pro TNFa (WP: TNF-a Signaling Pathway, p < 0,01).

Prehled signifikantné deregulovanych biochemickych drah ziskanych srovnanim vzork( z Karviné
a CB je uveden v Tab. 7. Ostatni prehledy drah jsou uvedeny v publikaci (Honkova a kol.,

2018 - priloha 1).
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Tab. 7. Signifikantni biochemické drdhy, které zahrnuji dva a vice diferencidlné exprimované geny,
identifikované pri srovndni lokalit pro jednotlivd obdobi. Drahy jsou uvedené v ptivodnim pojmenovani.

Karvina vs. CB, obdobi Z Databaze p-hodnota Z-skore
Porphyrin and chlorophyll metabolism KEGG 0,0011 -1,89
SIDS Susceptibility Pathways WP 0,0018 -2,01
Biosynthesis of amino acids KEGG 0,0083 -1,74
Glycine, serine and threonine metabolism KEGG 0,0090 -1,83
Nitrogen metabolism KEGG 0,0141 -1,2
NRF2 pathway WP 0,0209 -1,9
Interleukin1 and megakaryotyces in obesity WP 0,0272 -1,66
Glycolysis / Gluconeogenesis KEGG 0,0355 -1,88
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism KEGG 0,0362 -1,25
Pentose phosphate pathway KEGG 0,0386 -1,2
Leishmaniasis KEGG 0,0440 -1,64
AMPK signaling pathway KEGG 0,0450 -1,59
Karvina vs. CB, obdobi L Databaze p-hodnota Z-skoére
Amyotrophic lateral sclerosis KEGG, WP 0,0001 -1,86
TNF-a Signaling Pathway WP 0,0132 -1,93
Integrin-mediated Cell Adhesion WP 0,0158 -1,84
Senescence and Autophagy in Cancer WP 0,0170 -1,82
Toxoplasmosis KEGG 0,0211 -1,9
Phagosome KEGG 0,0346 -1,66




STUDIE 2 - HODNOCEN{ GENOVE-SPECIFICKE METYLACE DNA

Genové-specifickd metylace DNA analyzovand v 776 000 CpG mistech byla hodnocena u 50
novorozenc( z Mostu a CB. Po odfiltrovéni sond, které se nachazeji na pohlavnich chromozomech,
byl vykreslenim hlavnich komponent pozorovan rozdilny profil metylace DNA s viditelnou tendenci
separace mezi studovanymi lokalitami (Obr. 15). ProtoZze nemohl byt hodnocen vliv rozdilného
obdobi, jsou v této kapitole analyzovany pouze rozdily mezi lokalitami, kde exponovanou skupinou

jsou novorozenci z Mostu a kontrolou novorozenci z CB.

Vystupem linedrniho modelu byla identifikace 868 CpG mist, jejichz metylace se lisi u vzork( z
Mostu a CB (p< 0,01). Z téchto mist bylo u vzorkd z Mostu 238 hypometylovdno a 630

hypermetylovano.

Vysledkem hierarchického klastrovani je vyrazny trend separace obou lokalit. Sest CpG mist

s nejvétsimi rozdily v hypermetylaci u vzork( z Mostu s log,FC> 1, je znazornéno v Obr. 16.

Distribuce a ¢etnost CpG mist v genomu je rozdélena mezi oblasti zndmé jako Open Sea*, které
tvofi nejvétsi zastoupeni nalezenych CpG mist (84 % pro hypermetylovand a 63 % pro
hypometylovana CpG), a dale CpG ostrivky, které byly pozorovany pouze u hypometylovanych
mist (7 % CpG ostravk).

Dvanact nejvyznamnéjsich odlisné hypo- a hypermetylovanych CpG mist je uvedenych v Tab. 8.

Nejvyraznéjsi je hypermetylace mista cg10613215 (log,FC = 1,13, p = 2,30E-05), které se nachazi
na chromozomu 6 a reguluje aktivitu genu HIVEP2. Ta je spojovana i s dalsim signifikantnim CpG
(cg06770429, log,FC = 0,52, p = 7,0E-03). Zhypometylovanych CpG mist je tfeba zminit
cg11747349 (log,FC = -0,97, p = 1,2E-03) nachazejici se také na 6. chromozomu, které ovlivriuje
aktivitu gend GPSM3 a NOTCH4. Vsechna nalezend odliSné metylovand mista jsou uvedena

v Doplrikové tabulce I.

4V 2adné publikované literatufe dosud nebyly oficidlné pouZity Ceské preklady pojmi ,,Open Sea“,
,Shelf“a ,,Shore”, proto jsou pouzita originalni oznaceni.
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Obr. 15 Profil metylace DNA vykresleny mezi dvéma hlavnimi komponentami u log-intenzit vSech 776 000
CpG mist zobrazuje oddélené skupiny z Mostu a CB.
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Obr. 16 Hierarchické klastrovdni Sesti nejrozdilnéji metylovanych CpG mist (log2FC > 1) mezi vzorky z Mostu
a CB. Sloupce znaéi jednotlivé vzorky, fadky reprezentuji log-intenzity nejvyznamnéjsich CpG mist.



Tab. 8 Prehled nejvice diferencidlné metylovanych CpG mist (log:FC < -0,9 a > 1) ve vzorcich z Mostu ve

srovndni se vzorky z CB.

CpG Chromosom Umisténi na Gen log2FC adj. p-
genomu hodnota

Hypermetylace

cg10613215 6 OpenSea HIVEP2 1,13 2,3E-05
cg07031680 3 OpenSea BTLA 1,05 4,3E-05
€g21264165 12 OpenSea PTPRO 1,04 2,2E-04
cg21512660 19 OpenSea -- 1,04 2,4E-03
cg12093275 2 OpenSea EML4 1,02 6,9E-04
€g21674018 18 OpenSea FECH 1,01 8,9E-03
Hypometylace
cgl1747349 6 S Shore GPSM3 & NOTCH4 -0,97 1,2E-03
cg08376705 16 OpenSea -- -0,96 5,8E-04
cg19149957 4 OpenSea TEC -0,96 8,4E-03
€g21279706 3 N Shore KIAA1257 -0,95 1,7E-03
cg01761758 17 N Shore TIMP2 -0,92 2,2E-04
cg04306184 6 OpenSea ARID1B -0,91 8,4E-03

U 868 diferencidlné metylovanych CpG mist bylo anotovano 559 znamych gen(, které byly
podkladem pro analyzu geneset enrichment. Nalezeno bylo 9 signifikantnich biochemickych drah,

z nichz pét nejvyznamnéjsich s oznacenim genl a genovym prekryvem je znazornéno na Obr. 17.

Geny v uvedenych procesech mohou byt regulovdny nalezenymi demetylovanymi CpG misty,
proto byly do signdlni drahy receptoru T-bunék (hsa:04660 T-Cell receptor signaling pathway) a
drahy primarni imunodeficience (hsa: 05340 Primary immunodeficiency) zakresleny geny
potencidlné deregulované hypo- ¢i hypermetylaci, které zpUsobuji zvysenou ¢i snizenou aktivitu
jejich exprese (Obr. 18 a Obr. 19). V signdlni draze receptoru T-bunék bylo nalezeno celkem 23
demetylovanych CpG mist, ktera mohou ovliviiovat funkci 16 gena, pficemz tfi hypermetylovana
CpG mista (cg03889044, cg00795812, cg20805133), ktera se nachazeji ve shodné oblasti genomu,
reguluji gen PDCD1. Podobné mUze byt regulovana i aktivita genu LAT (cg16462073, cg16704586,
€g25147847). V draze se také nachazi gen TEC, jehoZ aktivita mlzZe byt ovlivnéna vyraznou

hypometylaci (cg19149957, log,FC = -0.96, p = 8,4E-03).

V testech genové ontologie bylo nalezeno 155 biologickych proces(, z nichz vétsina souvisi s
regulaci v T bufikdch imunitniho systému a bunécné adheze. Pfehled dvaceti nejvyznamnéjsich je

znazornén na Obr. 20.
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Zavérecnou funkcni analyzou, kterd shrnuje predchozi vystupy genovych sad, je enrichment mapa
(Obr. 21), kterad znazornuje vzdalenosti biologickych procest pfibuzné genové ontologie mezi
jednotlivymi genovymi sadami. Nejvétsi funkcni celek tvori procesy, které se Ucastni regulace

aktivity T bunék imunitniho systému a signalni transdukce.
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Obr. 17 Pét nejvyznamnéjsSich procesi s popsanymi geny, které jsou potencidlné regulovdny diferencidlné
metylovanymi misty. Velikost kruhu kaZdé kategorie znali pocet gend, které se ucastni dané drdhy.
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STUDIE 3 - HODNOCENI DIFERENCIALNI EXPRESE MIRNA

Diferencidlni exprese molekul miRNA byla hodnocena jako pilotni experiment u souboru 39
novorozenc( z Mostu a CB, ktery byl podsouborem Studie 2. Vystupem primarni analyzy byla
identifikace 899 molekul miRNA. Nalezeno bylo i 150 molekul piRNA, které vsak analyzovany
nebyly. Rozdilny profil exprese miRNA s viditelnou separaci mezi studovanymi lokalitami je uveden
na Obr. 22. Stejné jako ve Studii 2 byl z divodu malého souboru i zde hodnocen pouze rozdil mezi

studovanymi lokalitami.

Vystupem linearniho modelu bylo 139 DE miRNA, z nichz bylo 64 up-regulovano a 75 down-

regulovano (p < 0,05 BH). Jejich seznam je uveden v Doplrikové tabulce Il.

Hierarchickym klastrovanim vzork( neni patrny pfilis vyrazny trend separace obou lokalit. Deset
nejvyraznéjsich DE miRNA mezi vzorky z Mostu a CB |log:FC| > 1,5 s vyznagenim klastrovénim

skupin je znarornéno na Obr. 23.

Nejvyraznéjsi DE miRNA byly down-regulovany: miR-6800-3p (log:FC = -2,30, p = 1,9E-02) a miR-
193b-5p (logoFC =-2,13, p = 5,4E-04). Z up-regulovanych DE miRNA byla pozorovdna miR-190a-5p
(logoFC = 1,86, p = 1,0E-03) a miR-548d-5p (log,FC = 1,80, p = 5,0E-04).

Kazda miRNA mUzZe regulovat expresi desitek az stovek gen(, proto v této praci nebylo moziné
provést funkéni analyzu cilovych molekul pfi neznalosti vysledkd celogenomové genové exprese.
Nicméné propojenim dat ziskanych ve Studii 2 se Studii 3 byla nalezena moZnd spojitost mezi
snizenou expresi miR-1268a (log.FC = -0,93, p = 2,7E-02) a hypermetylaci CpG mista cg05564644
(log2FC = 0,72, p = 4,0E-03), které reguluje aktivitu této miRNA. Potencialni interakce miR-1268a

s mRNA cilovych gent znazornuje Obr. 24.

Nejzastoupenéjsi DE miRNA, miR-548, byla deregulovand v 7 variantach, z toho v Sesti pfipadech
up-regulovand, a jedna varianta (miR-548a0-3p) byla down-regulovana. Pét z nich, které maji

shodné cilové geny, jsou vykresleny na Obr. 25.
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Obr. 22 Profil exprese miRNA vykresleny mezi dvéma hlavnimi komponentami u odlisné exprimovanych
miRNA zobrazuje oddélené skupiny z Mostu a CB.
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FAM234A ZNF641

/. miR-1268a

" SCARF1

MAPK1
CERS1
NDST3
RAET1E
ENTREZID SYMBOL POPIS GENU
135250 RAETIE Retinoic acid early transcript 1E (RAET1E),
transcript variant X4, mRNA.
818 CAMK2G Calcium/calmodulin dependent protein kinase Il

gamma (CAMK2G),
transcript variant 4, mRNA.
23650 TRIM29 Tripartite motif containing 29 (TRIM29),
transcript variant 2, mRNA.

121274 ZNF641 Zinc finger protein 641 (ZNF641),

transcript variant X9, mRNA.
83986 FAM234A Family with sequence similarity 234 member

A(FAM234A),
transcript variant 1, mRNA.
8578 SCARF1 Scavenger receptor class F member 1 (SCARF1),
transcript variant 3, mRNA.

10715 CERS1 Ceramide synthase 1 (CERS1),

transcript variant 1, mRNA.
5594 MAPK1 Mitogen-activated protein kinase 1 (MAPK1),

transcript variant 1, mRNA.

Obr. 24 Interakce miR-1268a s cilovymi geny, které mohou byt regulovdny. V tabulce je uveden seznam
genu s jejich popisem (uveden origindlIni popis). Vystup byl ziskdn z database miRWalk (Sticht a kol., 2018).
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DISKUZE

Pavodnim cilem této disertacni prace bylo vyhodnotit vliv prenatalni expozice znecisténému
ovzdusi na aktivitu celogenomové genové exprese novorozenct. Diky navazujicim studiim byly do

disertacni prace zahrnuty i dalsi genomické postupy, jako metylace DNA ¢i exprese miRNA.

V disertaéni praci byly studovany tfi lokality Ceské republiky (Karvina, Most a CB), které se lisi
mirou znecisténi ovzdusi. Vzajemné srovnani bylo provedeno zejména mezi lokalitami Karvina a
CB (Studie 1), a to i ve vztahu k obdobi. Ndsledné pilotni studie v Mostu a v CB (Studie 2 a 3) byly
vzhledem k odliSnym odbérovym obdobim zaméreny vyhradné na hodnoceni vlivu lokality. Navic
v poslednich letech doslo k vyrazném zlepseni stavu ovzdusi v Usteckém kraji. Nelze proto délat
zavéry z paradoxniho zjisténi, Ze v ,,¢ist$i“ lokalité CB je horsi kvalita ovzdusi ne? v okrese Most,
jelikoz vzorky v CB byly odebirdny zimnich mésicich, zatimco v Mostu v letnim obdobi. Vliv
znecisténého ovzdusi v dobé odbéru vzorkd viak mUze hrat minoritni roli, protoZe na zdravotni
stav novorozence ma vliv i expozice znecisténému ovzdusi v prenatalnim obdobi, v zavislosti na
lokalit&, v niz matka Zila. Na srovnani mezi novorozenci z rGznych lokalit CR tak bylo nahlizeno jako

na komplex interakce prosttredi a Zivotniho stylu, ktery je pro sledované lokality specificky.

Stézejni cilem disertacni prace proto bylo vyhodnotit, v jakém rozsahu mize rozdilné prostiedi
nékolika lokalit CR ovlivnit prenatalni vyvoj novorozenc(, ktery Ize pozorovat na molekularni

Urovni.

CHARAKTERISTIKA PROSTREDI A SUBJEKTU

Znecisténé ovzdusi charakterizované koncentracemi PM,s a B[a]P v Karviné v letnim a zimnim
obdobi v letech 2013-2014 (Studie 1) bylo majoritnim faktorem pro srovnani novorozenc(
narozenych v Karviné a CB (Tab. 5). Hodnoty zjisténé v CB v zimnim obdobi jsou srovnatelné
s letnim obdobim v Karviné. Vyrazné znecisténi ovzdusi v MSK oproti okresu CB je viak zjevné i z
koncentraci dalsich polutantd, jako jsou napfiklad kovy (Rossnerova a kol., 2013). Studie o
znecisténém ovzdusi v této lokalité prokazuji signifikantni dopad na incidenci asthma bronchiale

u déti (Sram a kol., 2013).

Ve Studii 1 bylo sledovano 202 novorozencu. U matek byly zjistény rozdilné faktory Zivotniho stylu,

jako je aktivni koutreni matek pred téhotenstvim. V pfipadé socioekonomickych parametr( byla

svvs
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U novorozencl zKarviné bylo zjisténo vétsi oxidacni poskozeni makromolekul oproti
novorozenciim z CB (Ambroz a kol., 2016). Autofi uvadéji, e naméfené koncentrace PM, s jsou
vyznamnym prediktorem hladin biomarkeru oxidacniho poskozeni DNA 8-oxodG (8-oxo-7,8-
dihydro-2‘-deoxyguanosinu). To se mUZe projevit zvysenou nemocnosti déti v pribéhu dospivani

(Sram a kol., 2017).

Zajimavosti u studie Ambroz a kol. (2016) je, Ze u matek z Karviné byly zjistény statisticky
vyznamné niz$i hladiny markeru 8-oxodG oproti matkdm z CB, coi mlZe byt zpisobeno
pfizpisobenim dospélého organizmu nepfiznivym podminkam prostfedi a vyvojem obrannych
mechanismu, na coZ bylo v jiné studii také poukazano (Rossnerova a kol., 2020b). ProtoZe bylo
téma predloZené disertacni préce pilotnim vyzkumem, nebyla celogenomova genova exprese u
matek z Karviné a CB hodnocena. Nicméné v navazujicim a v souc¢asné dobé probihajicim projektu
HAIE (,Zdravé starnuti v priimyslovém prostiedi“, 2018-2022), na kterém spolupracuje i UEM AV

CR, v.v.i., je pldnovana genomicka analyza u novorozenctl i jejich matek.

U déti narozenych v Karviné a CB, kterym je nyni jiz sedm let, byl v neddvné dobé zkouman vliv
typu porodu na vysledky psychologickych test(, i kdyzZ vliv odliSnych lokalit zde studovan nebyl
(Blazkova a kol., 2020a). U pétiletych déti, které se narodily cisarskym rfezem, byl pozorovan
signifikantné snizeny vyvoj kognitivnich funkci. U téchto déti byl rovnéz studovan efekt prenatalni
expozice PAU a PM; s na kognitivni vyvoj. | vliv PAU prokazan nebyl, avsak vyssi koncentrace PM;s,
namérené béhem tretiho trimestru téhotenstvi, ovlivnily kognitivni vyvoj divek z Karviné (Blazkova

a kol., 2020b).

U novorozenc( z okresi Most a CB (Studie 2 a 3) nebyl hodnocen rozdil v koncentracich PM,sa
B[a]P, protoZe byly obé lokality studovany v jiné ¢asti roku. Rozdil ve znecisténém ovzdusi mezi
témito lokalitami vSak nebyl pozorovan ani ve srovnatelnych obdobich (Obr. 10). Nicméné

zdravotni stav populace v panevnich okresech se stéle li$i od obyvatelstva CB. V Usteckém kraji,

evvs

T

zmineny fakt, Ze vliv aktualnich hladin polutantl v ovzdusi ma na celkovy zdravotni stav populace

pouze c¢astecny vliv.

V Mostu a CB bylo sledovéno 50 a 39 subjekt(. U matek z Mostu byl zjistén statisticky vy$si podil
koufeni v domacnosti a aktivni koufeni pred téhotenstvim. Pozorovano bylo také vyssi procento
matek s nizsim vzdélanim, ale kvali malému poctu nebylo mozné statistickou vyznamnost
spolehlivé vyhodnotit. Statisticky vyznamna byla v Mosté nizsi novorozeneckd hmotnost oproti

novorozenciim z CB (Tab. 3 a Tab. 4).



V navazujici studii byly pfi analyze koncentraci metabolitd PAU v moci novorozencl z Mostu
zjistény 2x vys&i koncentrace studovanych latek nez v CB (Urbancova a kol., 2020). Proto se také
odhaduje, Ze zmény v metabolismu PAU mohou byt dlisledkem pfedchozi dlouhodobé zatéze

faktorlim Zivotniho prostredi (Sram, 2020).

| kdyZ doslo v poslednich letech v Usteckém kraji ke zlep$eni stavu Zivotniho prostfedi, a tedy i
stavu ovzdusi, dopady na zdravi populace pretrvdvaji. Zmény, které mohla indukovat Spatna
kvalita ovzdusi v 70. a 80. letech minulého stoleti, se tak pravdépodobné prenaseji i do dalSich

generaci.

Velkym handicapem v priimyslovych lokalitdch (MSK, Ustecky kraj) je i obecné niz&i vzd&lani
obyvatel, které je spojeno s horSim Zivotnim stylem. Rovnéz vétsi mnoZstvi socidlné vyloucenych
lokalit a vyssi nezaméstnanost mohou byt faktory, které zvysuji pravdépodobnost negativniho

vlivu na zdravi (Cesky statisticky Gfad 2020).

STUDIE 1 — CELOGENOMOVA GENOVA EXPRESE

Studie hodnoti celogenomovou genovou expresi u novorozencd a je unikatni svym rozsahem,
protoZe porovnavala vice neZ 200 novorozencd narozenych ve dvou srovnatelnych obdobich

v pribéhu roku.

Prvni studie z CR, ktera vyhodnocovala stejnou metodikou Grover genové exprese jako odpovéd

na znecisténé ovzdusi, byla provedena u malého souboru déti z Teplic a Prachatic (van Leeuwen a

kol., 2006). Pocet deregulovanych gent byl korelovan s frekvenci mikrojader.

Analyza transkriptomu u novorozenc( byla déle provedena pfi srovnani vzork(l z Prahy a CB
(Votavova a kol., 2012). Ve studii bylo identifikovano 104 diferencialné exprimovanych genu
podilejicich se na bunécnych procesech a drahach souvisejicich s imunitni odpovédi, negativni
regulaci proliferace, apoptézy nebo MAPkinazové signalni drahy. Mezi up-regulované geny patfil

napf. SERPINA1, ktery je spojovan s genotoxicitou (Gupta, 2019).

Soucdsti studie Votavova a kol. (2012) byl i podsoubor 25 matek kuracek a 34 nekuracek. Zmény
exprese genll na celogenomové urovni byly sledovany v pupecnikové krvi a v placenté. Expozice
tabakovému koufti ovlivnila expresi gend kddujici adhezni molekuly a regulaci imunologické

odpovédi.

Ve Studii 1 bylo také nékolik matek kuracek, ale na prezentované vysledky nemélo jejich zatazeni

7adny vliv. DGvodem byl nejspise jejich nizky pocet (9,6 % u matek z Karviné a 3,7 % u matek z CB).
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Nejvice DEGs (184) bylo nalezeno u vzorkd z Karviné v zimnim obdobi ve srovnéni s CB, zatimco
v letnim obdobi byl rozdil zjiStén pouze pro 20 DEG. Prekvapujicim bylo pomérné nizké mnozstvi
deregulovanych genll ve srovnani s vysledky ziskanymi stejnou metodou na environmentalné
exponované dospélé populaci (Rossner a kol., 2015 - pfiloha 2). Pocet DEGs zde byl fadové
v tisicich, konkrétné 4270 DEGs u subjektl z Prahy a 3360 u subjekt( z Ostravy, pficemz 2077 bylo
(vyssi koncentrace polutant(). Vysvétlenim rfadového rozdilu v po¢tu DEGs mezi novorozenci a
dospélymi jedinci mGzZe byt fakt, Ze novorozenci maji z principu nizsi odpovéd na environmentalni
zatéz nez dospéli. Pozoruhodné vsak je, Ze vysoka Uroven znecdisténi ovzdusi v Ostravé u dospélych
jedincl korespondovala paradoxné s mensim mnozstvim DEGs, kdeZto u novorozenct narozenych
v Karviné tomu bylo naopak. Tato zjiSténi mohou poukazovat na moznost urcité adaptace na
znecisténé ovzdusi, kterou dospéli jedinci ziskaji v pribéhu svého Zivota, jak jiz bylo diskutovano
v drivéjsi studii (Ambroz a kol., 2016). | pfes nizky pocet DEGs detekovany u novorozencl je
vhodné poukdzat na efekt obdobi zndzornény mimo jiné i na Obr. 12, pti kterém je mezi zimnim a
letnim obdobim u vzorkl z CB pozorovén vétsi rozdil v poctu DEGs (173 DEGs) ne? pfi srovnani u
vzork( z Karviné (15 DEGs). Podobny trend popisuje i diskutovana studie (Rossner a kol., 2015 -
priloha 2), kdy je pocet DEGs mezi dvéma obdobimi vyssi v kontrolni nez ve znecisténé lokalité.
Schématické srovndani je uvedeno na Obr. 26. Je vSak potfeba dodat, zZe v pfipadé studie na
novorozencich (Honkova a kol., 2018) byl hodnocen rozdil mezi zimnim a letnim obdobim, kdezto

v predchozi praci (Rossner a kol., 2015 - priloha 2) byla srovnavana dvé zimni obdobi.

ces

MozZné mechanismy vedouci ke sniZzeni genové exprese u dospélé populace Zijici ve zneciSténém
prostiedi MSK disledkem potencidlnich adaptacnich mechanism( byly shrnuty v nedavné studii
(Rossnerova a kol., 2020b). Konkrétnim pfikladem je studie, kde byla pozorovana zvysena exprese
reparaéniho genu XRCC5°, ktery ovliviiuje aktivitu protein( reparaéni drdhy NHEJ, opravujici zlomy
DNA nehomolognim spojovanim volnych konct (Rossner a kol., 2011b). Na druhou stranu bylo v
této studii také zjisténo, Ze dobrovolnici z Ostravy méli vyssi hladinu vitamin( A a E v plasmé, coZ

mobhlo zpUsobit zaroven i nizsi hladinu oxida¢niho poskozeni DNA.

5 Zvy$end exprese XRCC5 u jedincd Zijicich na Ostravsku se stala natolik pozoruhodnd, Ze gen ziskal i
medialni zajem v podobé popularniho oznaceni ,Ostragen”, zavedeného pisnickarem Jaromirem
Nohavicou (Nohavica vymyslel ndzev genu proti smogu. Ostragen, 2011).
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Obr. 26 Srovndni lokdlné-specifickych unikdatnich DEGs (a) a DEGs ziskanych mezisezonnim srovndnim (b) u
studie na dospélé populaci (Rossner a kol., 2015) a studie na novorozencich (Honkova a kol., 2018).

Ve Studii 1 byly identifikované up-regulované DEGs s nejvétSi zménou exprese (log,FC > 1,4)
zejména u vzorkl z Karviné v zimnim obdobi, kde byla pozorovana napf. zména exprese genu
SERPINA13. Ta byla naopak down-regulovdna v mezisezdnnim srovnani u vzork(l z CB. Gen by
mohl byt tedy povaZzovan za potencidlni biomarker, jehoz aktivita je zvySena zejména v lokalitach
s vysSi hladinou znecisténého ovzdusi. SERPINA13 kdéduje serin peptiddzovy inhibitor, ktery
reguluje aktivitu serin proteindzy predchazejici nekontrolované proteolyze. Serpiny obecné patfi
do rozsahlé superrodiny proteind, které kontroluji procesy, které vyzZaduji regulaci krevni

koagulace, zanétlivé odpovédi a fibrinolyzu (Huntington, 2011).

Dalsim z vyrazné up-regulovanych genl byl FBOX7, ktery kéduje F-box protein 7 negativné
regulujici zanik neuronll indukovany oxida¢nim stresem. Dysfunkce Fbxo7 proteinu muze vyustit
v nedostatec¢nou funkci ubiquitin-protedzomového systému zplsobujiciho neuronalni degeneraci

(Nelson a kol., 2013).

Ve vztahu k respiraénimu systému byla pozorovana up-regulace MUC6 u vzork( z Karviné v zimnim
obdobi a jeho down-regulace u vzorkd z CB v mezisezénnim srovnéni. Protein MUC6 hraje kli¢ovou
roli vochrané epitelidlnich bunék a ve vyzkumu je pouZivan jako tumorovy marker rady
nadorovych onemocnéni. Muciny se také ucastni imunitni obrany, kterd chrani jedince proti
patogenlim a environmentdlnim toxinlm. Zanétlivd ¢i imunitni odpovéd, kterd vede k
nadprodukci hlenu, charakterizuje chronické onemocnéni dychacich cest, jako je asthma, CHOPN

¢i cysticka fibréza (Rose a Voynow, 2006).

Ve vzorcich z Karviné odebranych v letnim obdobi byla pozorovana také zvySend exprese genu
CYP4F3. Jak jiz bylo zminéno v Uvodu, proteiny cychochromu P450 katalyzuji reakce, které se
Ucastni metabolismu xenobiotik. Enzym CYP4F3 zahajuje inaktivaci leukotrienu B4, ktery je

potencidlni mediator zanétu (Hardwick, 2015). Pozoruhodné je, Ze tento gen byl up-regulovan u

)]
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vzork( odebranych v letnim obdobi, kdy byla koncentrace polutantli vyznamné nizsi nez v zimnim
obdobi. Nabizi se proto tGvaha, Ze faktory, které mohly mit vliv na zmény genové exprese, pusobily

v prvnim trimestru téhotenstvi, ktery v pfipadé téchto vzorkl pfipadl na zimni obdobi.

Autoti studie Michikawa a kol. (2017) zjistili, Ze efekt prenatdlni expozice polutantlim v ovzdusi na
negativni vyvoj plodu ma nejvyraznéjsi vliv pravé v prabéhu prvniho trimestru téhotenstvi.
Vzhledem k designu Studie 1 a omezené metodice zaloZzené na expresi mRNA molekul viak nebylo

mozné vyhodnotit vliv jednotlivych trimestrd téhotenstvi na aktivitu genové exprese.

Nizky pocet deregulovanych gend znemoznoval provést podrobnou analyzu biochemickych drah.
Bylo vSak mozné identifikovat nékolik signifikantnich drah, zahrnujicich vice nez 2 deregulované

geny, jejichZ funkce mlzZe byt u studovanych vzork( ovlivnéna.

Statisticky nejvyznamnéjsi biochemickou drahou pozorovanou u vzork( z Karviné ze zimniho
obdobi je draha Metabolismu porfyrinu a chlorofylu (hsa: 04662), ktera tidi syntézu hemu, jeho
transport a metabolismus (Salim a kol., 2001). Z dalSich vyznamnych drah v tomto srovnani je
draha NRF2 (WP: NRF2 pathway), ktera hraje roli v bunééné obrané proti oxidacnimu a
elektrofilnimu stresu (Kaspar a kol., 2009). Draha SIDS (WP: SIDS Susceptibility Pathways)
zahrnuje deregulované geny asociované s neurdlni signalizaci, zanétlivou odpovédi, vietné
syntézy serotoninu (Kinney & Thach, 2009). Tato dréha byla signifikantni také u vzork( z CB pfi

mezisezdnnim srovnani.

Draha amyotrofické lateralni sklerézy (hsa:05014 Amyotrophic lateral sclerosis) a Signalni draha
TNR-a (WP:TNF-a¢ Signaling Pathway), které ovliviiuji indukci oxida¢niho stresu tvorbou
reaktivnich forem kysliku (Borjesson a kol., 2013), byly identifikovany u vzork( z Karviné v letnim

obdobi.

Mezisezénni srovnani u vzorkl z Karviné vedlo k detekci drah, které jsou zdsadni pro imunitni

odpovéd organismu, jako jsou signalni drahy pro receptory B- (hsa:04662) a T-bunék (hsa: 04660).

Ve studii Ghosh a kol. (2016) - priloha 3 byl analyzovan vyskyt SNP v nékolika genech (EPHX1, IL10,
STAT4 a XPC) u déti ve véku 0-2 let, které se narodily v Teplicich a Prachaticich v 90. letech a byly
u nich diagnostikovany opakované epizody bronchitidy a bronchiolitidy. Cilem studie bylo zjistit
interakce koncentraci PAU a PM;ss vyskytem vybranych SNP. Geny a genetické polymorfismy pro
tuto studii byly vybrany na zakladé jejich biologického vyznamu, kam se fadi obrana proti
oxida¢nimu poskozeni a ovlivnéni metabolismu xenobiotik (EPHX1), modulace imunitni a
protizanétlivé odpovédi (IL10, STAT4) a reparacni mechanismy DNA (XPC). EPHX1 je exprimovan v

burikach bronchidlniho epitelu a metabolizuje reaktivni kyslikové formy vyvolané napf. expozici



polutantim (Smith a Harrison, 1997). Aktivita EPHX1 je asociovdna sfadou respiracnich
onemocnéni (Ghosh a kol., 2012). Pfi poSkozeni DNA indukovaného expozici genotoxickym
polutantlm je roli XPC zahajeni opravnych procest DNA (Melis a kol., 2013). IL10 kéduje hlavni
protizanétlivy cytokin, jehoZ exprese ve stadiu zanétu je nezbytna k regulaci produkce
prozanétlivych cytokind a chemokin( (Sun a kol., 2013). V reakci na rizné cytokiny véetné IL10
jsou aktivovany clenové proteinové rodiny, kédovanych genem STAT. Jeden zvyznamnych
zastupcl, STAT4, se podili na dozravani T-bunék. U pacientll s CHOPN a bronchidlnim astmatem
byly pozorovany zvysené hladiny aktivovaného STAT4 (Di Stefano a kol., 2004) a snizenda produkce

IL10 (Hackett a kol., 2008).

Statisticky vyznamné interakce SNP s koncentracemi PAU byly nalezeny u Ctyf variant [EPHX1,
(rs2854461), STAT4 (rs16833215), XPC (rs2228001 a rs2733532)], které ale po korekci na
mnohocetné testovani nebyly signifikantni. Vyznamna vsak byla interakce koncentraci PM;s
sedvéma SNP v genu XPC (rs2228001 and rs2733532), jejichZz vyskyt souvisel s narlstem
koncentrace PMys o 25 pg/m3. Role polymorfismd XPC v alteraci kapacity reparace DNA byla
pozorovana u studie, kterd hodnotila rakovinu plic (He a kol., 2013). V ramci reparacniho
mechanismu NER se XPC také podili na odstrafiovani DNA adukt( vzniklych z produktd

biotransformace B[a]P (Melis a kol., 2011).

STUDIE 2 — GENOVE-SPECIFICKA METYLACE DNA

Hlavnim limitem studii zamérujicich se na celogenomovou expresi na trovni gen je kratky polocas
Zivota mRNA, proto mUZe byt posuzovani vlivu dlouhodobych expozic hire prikazné a biologické
mechanismy konkrétnich procesu, které by byly disledkem prenatalni expozice genotoxickym
agens, tak byvaji nedostatecné prostudovany. Naproti tomu epigenetické mechanismy jsou

prozkoumany lépe, protoze mohou stabilnéji odrazet dlouhodobé efekty.

Metylace DNA hraje klicovou roli v udrZzeni genomické stability a regulace exprese gena. Je
povaZovana za vyznamny mechanismus, ktery po expozici znecisténému ovzdusi plisobi na vyvoj
plodu a pozdéji mliZze negativné ovlivnit zdravotni stav jedince v pribéhu Zivota (Koukoura a kol.,
2012). Nepfiznivé efekty environmentalnich rizik se projevuiji i pfi expozici in utero (Barouki a kol.,
2018). Dlouhodobé zmény genové exprese a ovlivnéni funkce bunék vyvolané epigenetickymi
modifikacemi mohou byt zjistény perinatalné, ale vztahuji se k prenatdlni expozici znecisténému

ovzdusi béhem téhotenstvi matky (Desai a kol., 2017). U novorozencll byla metylace genomické

DNA pozitivné asociovana také s Urovni B[a]P-DNA aduktl v pupecénikové krvi (Subach a kol., 2007).
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Rozsahld meta-analyza nékolika evropskych kohort novorozencli a déti byla zamérena na
hodnoceni vlivu prenatdlni expozice oxidu dusiittmu na udroven metylace DNA ve vzorcich
pupecnikové krve. Ve studii byly vyhodnoceny geny CAT a TPO, jejichz odliSnd metylace méla vztah
k expozici NO; (Gruzieva a kol., 2017). Stejni autoti se pozdéji zaméfili také na hodnoceni PM;sa
PMjo u stejnych kohort. Ze signifikantnich CpG byla identifikovana mista regulujici aktivit( gen(
FAM13A a NOTCH4, jejichz funkce je asociovana s astmatem a plicnimi onemocnénimi (Gruzieva

a kol., 2019).

Znecisténé ovzdusi je ¢asto spojovano s vys$sim vyskytem astmatu a alergii u déti, byt nékteré
studie tento vztah pfimo neprokazuji (Gruzieva a kol., 2014). Studie Perera a kol. (2009) uvadi, ze
vysoka prevalence astmatu u déti z New Yorku muZe souviset s transplacentarni expozici PAU,
proto v pilotni studii 20 déti autoti zkoumali sekvence metylované DNA u vzork( pupecnikové krve.
Metylacni status u vice nez 30 sekvenci DNA souvisel s expozici PAU. Metylace v CpG ostrlivku
genu ACSL3 byla vyznamné asociovana nejen s prenatalini expozici PAU, ale i s vyskytem symptomd

astmatu u déti do véku 5 let.

Expozice zvySenym koncentracim PAU muZe byt asociovana také s vyskytem atopického ekzému
u déti. Studie Hew a kol. (2015) nalezla epigenetické modifikace v lokusu FOXP3, ktery ovliviiuje

vyskyt atopie.

Jedna z prvnich molekularné-epidemiologickych studii v CR, ktera méla za cil analyzovat profil
metylace DNA v lidské populaci, se vénovala 200 détem ve véku 7 — 15 let ze dvou regiond, lisicich
se urovni znecisténého ovzdusi — Prachatice a Ostravsko (Rossnerova a kol., 2013). Analyzou
27 000 CpG mist bylo nalezeno 58 signifikantné metylovanych CpG (s rozdilem vétsim nez 10 %).
Vsech 58 CpG mist bylo u ostravskych déti v porovnani s détmi z Prachatic hypometylovano. Autofi

studie popisuji lokusy cg08460026 (CTLA4) a cg02901679 (/L10) ve vztahu k imunitni odpovédi.

Ve studii 2 byla hodnocena kohorta 50 novorozenc(i z Mostu a CB na microarray platformé, kterda
umoznuje analyzu 850 000 CpG mist., Ve studii bylo nalezeno 868 rozdilné metylovanych CpG mist
a pozorovany vyrazny klastr mezi genové-specifickymi CpG misty byl dan zejména odliSnou
lokalitou. Vice CpG mist bylo hypermetylovano (630 hyper- vs. 238 hypometylovanych CpG mist),
pri¢emz u statisticky nejvyznamnéjsich mist byla pozorovana hypermetylace DNA, kterd m(iZe vést
k dtlumu aktivity metylaci regulovanych gen(. Vétsina zjisténych CpG mist (84 % u hyper-a 63 %
u hypometylovanych mist) se nachazi v genomu roztrousené (Open Sea oblasti), proto nejsou

v této praci hodnoceny oblasti CpG ostravka.

Nejvyraznéji hypermetylované CpG misto cg10613215 se nachazi v promotoru genu HIVEP2, jehoz

aktivita mGze byt ovlivnéna také hypermetylaci cg06770429, které se nachazi ve stejném oblasti



na chromosomu 6. Hypermetylace cgl0613215 byla nalezena také nalezena u jednoho z
monozygotnich dvojéat s rakovinou vajecnikl ve srovnani se zdravym sourozencem (Erdogan a
kol., 2020). HIVEP2 kdéduje stejnojmenny transkripcni faktor, ktery se podili na regulaci genl
ovliviiujicich imunitni odpovéd, bunécnou proliferaci a metastazovani bunék. Vyrazné snizeni jeho
exprese (0 96 %) bylo pozorovano napftiklad u bunék karcinomu prsu ve srovnani s normalni tkani
(Fujii a kol., 2005). Pro uplnost je tfeba dodat, Ze mutace HIVEP2 je spojovana s opozdénym

vyvojem a mentdlnim postizenim (Steinfeld a kol., 2016).

Nejvyraznéjsi hypometylace byla pozorovéna u cg11747349, ktery reguluje aktivitu gend GPSM3
a NOTCH4. U T-bunék se metylace CpG mista objevuje u CD4+ a CD8+ (Reinius a kol., 2012).

GPSM3 reguluje stavbu a funkci G-proteinu a inhibuje inflamazovou aktivitu NLRP3 (Giguere a kol.,
2014). GPSM3 je vyrazné exprimovan v bunécéné linii THP-1 odvozené od pacientl s leukémii a
jeho sniZzena exprese je spojovana s protektivnim plsobenim pfi akutni artritidé (Giguere a kol.,
2013). NOTCH4 byl identifikovan jako geneticky marker u astmatu (Li a kol., 2013). Exprese
NOTCH4 mUze hrat roli také pfi zanétu plic vyvolanym ozénem, kterému byly exponovany mysi.

Up-regulace NOTCH4 mUze téz chranit proti zanétlm (Verhein a kol., 2015).

Mapovani odlisné metylovanych CpG mist na genom umoznilo identifikaci nékolika biochemickych
drah, kterymi mohou byt popsany biologické efekty u hodnocennych vzork(, byt s uréitou mirou
nejistoty, nebot bez verifikacni analyzy neni mozné spolehlivé vyhodnotit, zda tato signifikantni
CpG mista geny u studovanych vzork(l skutecné reguluji. Pét statisticky vyznamnych
biochemickych drah obsahovalo pomérné vysoké mnozstvi genli anotovanych pres CpG mista

(Obr. 17).

Nejvyznamnéjsi drahou byla signdlni draha receptoru T-bunék (hsa:4660), ktera byla

identifikovana také ve Studii 1 pfi mezisezénnim srovnani vzorkd z Karviné.

Tato draha aktivuje T-lymfocyty a je kliCovym procesem ucinné odpovédi imunitniho systému (Obr.
18). V dréze bylo identifikovano 23 CpG mist v 16 genech. Nachazi se v ni gen TEC, jehoz exprese
mUZe byt ovlivnéna CpG mistem cg19149957, které je uvedeno v Tab. 8 jako jedno z nejvice
hypometylovanych CpG mist. TEC kdduje tyrosin-kindzu ITK. Tyrosin-kindzy hraji klicovou roli v
regulaci adaptivni imunitni odpovédi, reguluji vyvoj, funkci a diferenciaci T-bunék (Andreotti a kol.,

2010; Readinger a kol., 2009).

U genu PDCD1, ktery je téZ soucasti této drahy, byla pozorovana 3 hypermetylovana CpG mista ve
shodné oblasti genomu. Gen kdduje protein PD1, ktery se vyskytuje na povrchu bunék, kde

reguluje reakci imunitniho systému vici vlastnim bunkam sniZzovanim imunity a podporou
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tolerance potlacenim zanétlivé aktivity T-bunék. Tim se zabranuje autoimunitnimu onemocnéni,
ale zaroven i zabijeni rakovinnych bunék (Syn a kol., 2017). V drdze se nachdzi i gen LAT, u kterého
byla nalezena rovnéz tfi hypermetylovana CpG mista, ktera mohou vést k utlumu jeho exprese.
Exprese genu LAT a jim kddovaného proteinu byla sniZzena v periferni krvi u T-bunék astmatickych

pacientl ve srovnani se zdravymi jedinci (Li a kol., 2013).

Regulacni aktivita v T-bunkach ma vyznamny vliv i na vyvoj alergii. Pozménéna aktivita bunék CD4+

CD25+ mUZe u novorozencl zvySovat vnimavost k alergiim (Smith a kol., 2008).

Geny PDCD1 a LAT jsou také soucasti drahy exprese PD-L1 (hsa05235: PD-L1 expression and PD-1
checkpoint pathway in cancer), ktera ma se signalni drdhou receptoru T-bunék osm spolecnych

genl asociovanych s nalezenymi CpG misty .

Studie, ktera byla publikovana v letosnim roce (Merid a kol., 2021), integrovala data z evropskych
kohort 656 déti a adolescentl z analyzy transkriptomu s DNA metylaci. Autofi identifikovali
nékolik funkénich modull (gend NR1/2, MAPK6, TAF8 and SCARA3) ve vztahu k expozici PMys

udavané pti narozeni déti.

Studie EWAS hodnotici stovky a tisice metylovanych mist na genomu jsou obvykle provadény na
vzorcich z plné krve, co? je i pfipad vzork( analyzovanych v této praci. Je nutno zminit, Ze genové-
specifickd metylace DNA na microarray platformé byva z plné krve ¢asto hodnocena komplexné,
byt krev obsahuje mnoho funkéné a vyvojové odlisnych typl bunék. Prikladem je 8252
metylacnich mist, ktera pokryvaji 343 gen(, hrajicich roli v imunitnich onemocnénich, pficemz 22 %
z nich je odlisSné metylovano u mononuklearnich bunék a u granulocytli. Na drovni jednotlivych
genu je vétSinou metylacni vzorec pro rlizné typy krevnich bunék podobny, nicméné néktera CpG
mista v regulacnich oblastech mohou mit metylacni vzorec opacny. Pfi hodnoceni, interpretaci a
zejména pfi srovnavani s jinymi studiemi je proto tfeba vzit v Uvahu rozdily vyplyvajici z podilu

odlisnych typu bilych krvinek (Reinius a kol., 2012).

Na zakladé zjisténych vysledk, které byly soucasti pilotni Studie 2, je nyni v navazujicim projektu
HAIE hodnocena metylace DNA u stovek novorozenc( z Karviné a CB opét u vzorkd z pupeénikové
krve. Hodnoceni metyla¢niho vzorce CpG mist bude vztazeno k jednotlivym bunéénym typlim

v krvi.

STUDIE 3 — DIFERENCIALNI EXPRESE miRNA

V poslednich deseti letech je o studie, které hodnoti plisobeni celé fady faktorl na expresi miRNA,

velky zdjem, zejména ve spojitosti miRNA jako biomarkeru, prediktoru onemocnéni i



potencialniho terapeutika. Zadanim kli¢ovych slov ,cancer” a ,miRNA“ do databaze PubMed je
nalezeno 54 706 zaznam (k lednu 2021), pricemz posledni roky pocet publikovanych praci mirné
klesa. Podobny trend se tyka i studii hodnoticich miRNA jako biomarker znecisténého ovzdusi (148

zaznamu) s prudkym poklesem novych publikaci za posledni tfi roky.

Review zaméfujici se na miRNA ovlivnéné environmentalni expozici in utero bylo publikovano jiz
v roce 2014 (Kappil & Chen, 2014). Napfiklad s astmatem jsou asociovany miRNA ¢i jejich SNPs
varianty ve studiich Tan a kol. (2007) a Su a kol. (2011). Prikladem hodnoceni vlivu xenobiotik na
hladiny exprese miRNA je in utero expozice alkoholu (Sathyan a kol., 2007) ¢i koutfeni matek
v pribéhu téhotenstvi analyzované ve vzorcich pupecénikové krve, kde autofi pozorovali efekt
zmény exprese miRNA na pocet T-bunék a nasledné i na zvySené riziko alergii (Herberth a kol.,

2014).

Ovlivnéni exprese konkrétnich miRNA jako biomarker( expozice PM;s bylo pozorovano in utero
v placenté v zdvislosti na obdobi téhotenstvi. Nejvyznamnéjsi expresni zmény byly zjistény
v 2. trimestru téhotenstvi, a to u miRNA, které reguluji drahy imunitni odpovédi a karcinogeneze

(Tsamou a kol., 2018).

Posledni metodou, kterd tak byla do disertacni prace pridana, byla analyza exprese miRNA
provedena pomoci NGS. Hodnoceni probéhlo u novorozenct, ktefi tvorili podsoubor Studie 2. V
této pilotni studii (celkem 39 vzorka), bylo statistické hodnoceni zaméreno na srovnani rozdilné

exprese mezi dvéma lokalitami.

Hierarchickym klastrovanim mezi vzorky z Mostu a CB u ziskanych DE miRNA byla pozorovana
méné vyrazna separace vzork(l mezi lokalitami nez u Studie 2 (Obr. 27). Dlvodem muZe byt mensi
pocet vzorkdl, ktery je na hranici pro statistické vyhodnoceni molekuldrné-epidemiologickych

studii.

Studie 2 Studie 3

B Most
CB

Obr. 27 Hierarchické klastrovdni mezi vzorky hodnocené genové-specifickou metylaci DNA (Studie 2) a DE
miRNA (Studie3).

Propojeni mezi odliSné metylovanymi CpG misty a DE miRNA ukazalo down-regulaci miR-1268a,
jejiz exprese je zdroven regulovana CpG mistem cg05564644, u kterého byla pozorovana

hypermetylace.
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JelikoZ geny kddujici molekuly miRNA mohou byt stejné jako geny pro proteiny modifikovany
metylaci DNA, jeden typ epigenetického mechanismu muizZe byt v principu regulovan jinym
epigenetickym mechanismem. Propojeni metylace DNA s miRNomem muzZe vést k posileni
regulace genové exprese (Oltra a kol., 2018) a pfipadnd dysregulace nasledné k vyznamnym

fyziologickym a patologickym projeviim (Bannister a Kouzarides, 2011; Piletic a Kunej, 2016).

Ve studii Oltra a kol. (2018), kterd se zamérovala na mladé Zeny s karcinomem prsu, autofi s
vyuzitim Infinium MethylationEPIC BeadChips hodnotili 6 567 CpG mist, které reguluji expresi
genl kodujicich miRNA. Ve studii je popsana i miR-1268a, jejiz exprese je vsak regulovana jinymi
CpG misty, nez bylo pozorovano v rdmci disertacni prace. Informace z dostupné literatury o miR-
1268a jsou prozatim nedostatecné. Silna up-regulace této miRNA byla popsana napfiklad ve studii,
ktera hodnotila vliv velkych ddvek ionizujiciho zafeni na mononuklearni buriky (Beer a kol., 2014).
miR-1268a se také zda byt specificka pro téhotenskou cukrovku, ale autofi studie pro vyhodnoceni

miRNA biomarker(i poufzili velmi maly vzorek Zen (Santangelo a kol., 2016).

Nejvyraznéji up-regulovanou miRNA byla miR-190a. Jeji role byva spojovdna s pulmonarni
hypertenzi a byla pozorovana také korelace zvysené exprese s vaznosti stavu CHOPN (Jiang a kol.,
2018). Vin vitro studii (Chanyshev a kol., 2019) byla up-regulace miR-190a nejvice ovlivnéna
plGsobenim B[a]P u primarnich bunéénych kultur, kde vedla ke sniZeni exprese genli TP53INP1 a
PHLPP1. Autofi se domnivaji, Ze miR-190a je soucasti klicovych bunécénych procesu, které jsou
indukovany v odpovédi na plsobeni B[a]P. Ve Studii 3 byla pozorovana statisticky vyznamna
hypermetylace CpG mista cg01824466, které reguluje gen TP53INP1. Down-regulace miR-190a

byla v jiné studii asociovana s expozici cigaretovému koufi in vitro (Wang a kol., 2019).

Nejvyraznéji down-regulovand miRNA ve Studii 3 byla nové identifikovana miR-6800. Down-
regulace dalsi miRNA (miR-193b) byla popsana u atopického ekzému (Specjalski a Jassem, 2019).
Jeji zménéna exprese byla rovnéz pozorovana u dalSich autoimunitnich onemocnénich, jako je
roztrousena skleréza Ci psoridza (Honardoost a kol., 2015; Zhao a kol., 2014). Komplexnéjsi nahled
na mechanismus této odpovédi pfinesla neddvna studie Shirani a kol. (2020), ktera popisuje nové
objeveny typ imunitnich bunék Th-17, které se Ucastni pravé autoimunitnich onemocnéni. miR-
193b je zde popsana jako vyznamny marker, ktery inhibuje expresi negativnich reguldtor(

diferenciace Th-17.

Nejvétsi zastoupeni DE miRNA ve Studii 3 tvofilo sedm variant miR-548, z nichz Sest bylo up-
regulovano a jedna down-regulovana. Z databaze miRBase vyplyvd, Ze rodinu miR-548 tvofi

celkem 121 sekvencnich typa, které jsou roztrousené po celém genomu. Rodina miR-548 hraje



dulezitou roli v rozliénych biologickych procesech, véetné fady onemocnéni. Vysledky enrichment
analyzy véetné miRNA:miRNA interakci ¢len rodiny jsou uvedeny v dalsi studii Liang a kol. (2012).
Z drah zjisténych ve Studii 3 je mozné zminit drahy T-cell receptor pathway Ci Adherens junction,
které byly zaroven i nejvice signifikantni u cilovych genl CpG mist zjisténych ve Studii 2. Geny v
drahach, na které cili miRNA rodiny miR-548, jsou vsak jiné nez ty, na které cili vyznamné

metylovand CpG mista ve Studii 2.
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ZAVER

V predkladané disertaéni praci byl u novorozenct ze tii lokalit Ceské republiky (Karvina, Ceské
Budéjovice a Most), které se lisi primyslovym zatizenim, studovan vliv prostfedi na aktivitu
celogenomové genové exprese a epigeneticky profil. Zavéry prace je moziné rozdélit do t¥i

tematickych celk(:

V prvni ¢asti byla analyzovdna droven znecisténi ovzdusi ve sledovanych lokalitdch a populaéni

rozdily u matek a novorozencu.

Ve druhé ¢asti (Studie 1) byla provedena celogenomova expresni analyza u vice nez 200

novorozenc( z Karviné a CB ve dvou obdobich (letni a zimni obdobi).

Ve teti ¢asti (Studie 2 a 3) byla hodnocena pilotni skupina novorozenc@i z Mostu a CB, u kterych
byl sledovdn epigeneticky profil reprezentovany genové-specifickou metylaci DNA a expresi

miRNA.
Hlavni poznatky prvni ¢asti prace:

e Nejvyssi koncentrace polutantll PM;sa B[a]P byly naméreny v Karviné v zimnim obdobi.
V této lokalité byly hodnoty z letniho obdobi srovnatelné se zimnimi koncentracemi v CB.

eV Karviné v letech 2013-2017 dochdzelo ke kazdoroénimu prekraovani ro¢nich imisnich
limit PM,s. V pripadé B[a]P byl ro¢ni imisni limit prekracovan ve vSech tfech lokalitach.
Mezi Mostem a CB nebyl pozorovan rozdil v Grovni zneci$téného ovzdudi ani ve
sledovaném obdobi, ani pfi meziro¢nim srovnani.

e Populacni rozdily u studovanych matek z rliznych lokalit byly pouze minimalni. Mensi
rozdily se tykaly ¢astéjSiho koureni v domacnosti a v obdobi pred téhotenstvim u matek
z pramyslovych lokalit Karviné a Mostu. Matky z Karviné byly mladsi a Castéji dosahly
pouze zakladniho vzdélani. U novorozencl z Mostu byla pozorovana nizsi porodni vaha
neZ u novorozencl z CB. Je véak nutné dodat, 7e zminéna charakteristika se tykd pouze

omezeného souboru matek ze studovanych lokalit.
Hlavni poznatky druhé ¢asti prace:

e Bylo popsano nékolik odligné exprimovanych gent specifickych pro vzorky z Karviné a CB,
jejichz aktivita byla ovlivnéna predevsim obdobim porodu. Rozdily mezi lokalitami bez
vlivu obdobi byly minimaini.

e Nejvice deregulovanych gen( bylo pozorovano u vzorkd z Karviné v zimnim obdobi.



Odlisné exprimované geny nalezené u vzorkl z Karviné se nejCastéji ucastnily bunécné
obrany proti oxidacnimu a elektrofilnimu stresu a imunitni odpovédi. U mezisezénniho
srovnani byly rozdilné exprimované zejména geny zucastnéné v signalnich drahach
receptort T- a B- bunék.

Vysledky celogenomové genové exprese u lidskych dobrovolnikd naznacuji i moZnost

adaptivni odpovédi u jedinc( Zijicich ve znecisténém prostredi.

Hlavni poznatky tfeti ¢asti prace:

Mezi novorozenci z Mostu a CB byl pozorovdno 868 odli§né metylovanych CpG mist
analyzovanych na Siroké oblasti genomu.

Odlisné metylovana CpG mista mohou ovliviiovat cilové geny, které souvisi pfedevsim s
regulaci T-bunék a celkové imunitni odpovédi. NejvyznamnéjSimi biochemickymi drahami,
jejichZ funkce mizZe byt pozménéna metylaci pfislusnych gend, je signalni draha receptoru

T-bunék a primarni imunodeficience.

Nékolik statisticky vyznamnych CpG mist je pfimo spojeno s vyskytem astmatu a alergiemi.

Mezi vzorky z Mostu a CB byly nalezené rozdilné exprimované molekuly miRNA. Mezi né
patfi miR-190a, miR-193b a miR-548. U posledné jmenované molekuly bylo pozorovano
nékolik odlisné exprimovanych sekvencnich variant.

Byly také identifikovany potencialni interakce miRNA:CpG. Nejvyznamnéjsi je up-regulace
miR-190a, kterd mze byt ovlivnéna hypermetylaci CpG mista cg01824466. Uvedena
miRNA ovliviiuje aktivitu genu TP53INP1, jehoZ exprese je spojena s expozici B[a]P.
Vysledky této pilotni studie zkoumajici rozdily v epigenetickych profilech novorozencl
z rGznych lokalit CR jsou nyni pfedmétem navazujicich vyzkumd, které v sou¢asné dobé

probihaji v UEM AV CR, v.v.i.
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Prvoutorsky ¢lanek Gene expression profiling in healthy newborns from diverse localities of the
Czech Republic byl podkladem pro napsani disertacni prace, kterd byla rozsifena o dosud
nepublikované vysledky metylace DNA a miRNA.
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Seznam odlisné metylovanych CpG mist
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Seznam odlisné exprimovanych miRNA



