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SEZNAM GENŮ  

 

Geny zmíněné v této práci jsou označovány symbolem. Celý název genů je převzat z databáze GeneCards a 
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AMPK AMP-Activated Protein Kinase 
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ABSTRAKT 

 

„Omics“ je souhrnné pojmenování biologických disciplín, které se věnují globální charakterizaci a 

kvantifikaci biomolekul, jež mají zásadní význam pro zajištění základních funkcí organizmu. 

„Omics“ metody jsou využívané například v molekulární epidemiologii, která na základě jejich 

výsledků vyhodnocuje potenciální biomarkery charakterizující dopad faktorů životního prostředí 

na lidské zdraví. Předložená disertační práce se zabývá použitím těchto metod u biologických 

vzorků získaných od novorozenců, kteří se narodili v rozdílných lokalitách České republiky, lišících 

se zejména mírou průmyslové zátěže. Hlavním záměrem bylo zjistit, zda může vlivem vnějšího 

prostředí v průběhu prenatálního vývoje novorozenců docházet k významným změnám aktivity 

genů a jejich regulace, a vyhodnotit míru znečištění ovzduší v době, kdy byl odebírán biologický 

materiál. S využitím celogenomového přístupu bylo cílem popsat odlišně exprimované geny (DEGs) 

u novorozenců z Karviné a Českých Budějovic (ČB). U pilotní studie malého souboru novorozenců 

z Mostu a ČB bylo záměrem identifikovat rozdílně metylovaná CpG místa na DNA, která utlumují 

genovou aktivitu a mohla by být zodpovědna za dlouhodobé změny na genetické úrovni. 

Posledním cílem bylo nalézt odlišně exprimované malé nekódující RNA (DE miRNA) mezi 

novorozenci z Mostu a ČB.   

Vzorky pupečníkové krve od 230 novorozenců byly odebrány v porodnicích při porodu a následně 

zpracovány v laboratoři Ústavu experimentální medicíny AV ČR, v.v.i. „Omics“ metody byly použity 

pro analýzu celogenomové exprese mRNA a genově-specifické metylace DNA na microarray 

platformě (iScan, Ilumina); exprese miRNA byla vyhodnocena metodou sekvenování nové 

generace (MiSeq, Illumina). Statistické zpracování všech expresních, metylačních i sekvenačních 

dat bylo provedeno v R Studiu na základě vlastního skriptování a s použitím balíčků Bioconductor.  

Výsledky práce ukázaly, že nejvyšší koncentrace prachových částic o aerodynamickém průměru 

≤ 2,5 µm (PM2.5) a benzo[a]pyrenu (B[a]P) byly naměřené v Karviné, a to zejména v zimním období. 

Ve sledovaných letech docházelo v této lokalitě k překračování ročních imisních limitů polutantů. 

Oproti tomu mezi Mostem a ČB nebyly rozdíly ve znečištění ovzduší zaznamenány. Nejvíce DEGs 

bylo nalezeno u vzorků z Karviné v zimním období, přičemž vliv období v obou lokalitách hrál 

podstatnou roli. DEGs pozorované u karvinských vzorků se účastní zejména buněčné obrany proti 

oxidačnímu a elektrofilnímu stresu a imunitní odpovědi. DEGs, které jsou začleněny v drahách 

receptorů T- a B-buněk, byly nalezeny při mezisezónním srovnání v Karviné. Na epigenetické 

úrovni byly zjištěny rozdíly mezi novorozenci z Mostu a ČB. CpG místa lišící se mezi lokalitami cílí 

na geny a procesy, které jsou začleněny zejména v drahách T-buněk, imunitní odpovědi, a změny 



v jejich regulaci se objevují také u astmatu a alergií. Nejvýznamnější pozorované DE miRNA mohou 

regulovat aktivitu genů, které souvisí s vážností stavu chronické obstrukční plicní nemoci, či 

některých atopických či autoimunitních onemocnění, jako jsou eksém či psoriáza.  

Tato práce demonstruje, že odlišný profil exprese mRNA, stejně jako epigenetický vzorec metylace 

DNA a exprese miRNA, může být pozorován u novorozenců již v době jejich narození.  Výsledky 

naznačují, že začátek života v odlišném prostředí bez ohledu na aktuální úroveň znečištěného 

ovzduší může být spojen s alterací imunitního systému, zvýšenou vnímavostí k alergiím, astmatu 

a narušením funkce biochemických procesů ovlivňujících zdravý vývoj jedince. Vliv na úroveň 

exprese rozdílných genů může mít i období, ve kterém bylo dítě narozeno, pokud je rozdíl mezi 

obdobími dán odlišnou úrovní znečištěného ovzduší.   



 

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, Illumina); miRNA expression was evaluated using 

next generation sequencing (MiSeq, Illumina). 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 µm (PM2.5) 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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ÚVOD 

 

Informace o kvalitě vnějšího ovzduší jsou důležité pro ochranu našeho zdraví, protože negativní 

zdravotní důsledky způsobené znečištěným ovzduším jsou dnes již nezpochybnitelné. Dle 

Mezinárodní agentury pro výzkum rakoviny (IARC) je znečištěné ovzduší od roku 2013 zařazeno 

jako prokázaný lidský karcinogen (Cohen a kol., 2013).  Na znečištění ovzduší stále nahlížíme jako 

na významný epidemiologický faktor, byť s vývojem moderních technologií a také díky 

dlouholetému monitoringu se jeho kvalita stále zlepšuje. Mezi hlavní nástroje patří sledování emisí 

a snaha o dodržování imisních limitů, které jsou politicko-odborným konsensem založeným na 

dlouholetých výzkumech o vlivu ovzduší na zdraví. Činnost člověka je však nedílně spjata 

s produkcí škodlivin do ovzduší, například v souvislosti s frekvencí dopravy v hustě osídlených 

oblastech. V neposlední řadě se na kvalitě ovzduší podílí i příčiny, které jsou mimo vědomý vliv 

člověka, jako přírodní katastrofy, či meteorologická situace související se specifickými místními 

podmínkami. Kvalita ovzduší je proto dynamicky ovlivňována jak místně, tak i časově. Obzvlášť rok 

2020, ve kterém byla převážně psána tato práce, se zdá být v tomto ohledu naprosto výjimečný. 

Vyhlášením nouzového stavu kvůli pandemickému šíření onemocnění Covid-19 spolu se změnou 

chování obyvatel, kteří výrazným způsobem omezili cestování a výrobu, se zlepšila i kvalita ovzduší.  

Na území České republiky (ČR) ve srovnání s průměrem let 2015–2019 došlo během prvních devíti 

měsíců roku 2020 ke snížení koncentrací částic polétavého prachu (PM), a to u frakcí o 

aerodynamických průměrech menších než 10 µm a 2,5 µm (PM10 a PM2.5) v průměru o 24 % a 30 %, 

a u oxidů dusíku (NOX) a NO2 o 24 % a 21 % (Brzezina, 2020). V případě PM byl pokles nejvýraznější 

v Moravskoslezském kraji (MSK), který je dlouhodobě studovanou významnou evropskou lokalitou 

s vysokou mírou znečištěného ovzduší (Leoni a kol., 2018; Pokorna a kol., 2015; Sram a kol., 2011). 

I přes tato pozitivní měření ze stanic Českého hydro-  meteorologického ústavu (ČHMÚ) se však 

ukazuje také negativní souvislost mezi úrovní znečištěného ovzduší a úmrtnosti pacientů 

s onemocněním Covid-19 (Pozzer a kol., 2020). Autoři této studie vyhodnotili, že znečištěné 

ovzduší přispělo celosvětově k 15 % úmrtí, přičemž právě ČR figuruje mezi sledovanými zeměmi k 

těm s nejvyšší mírou podílu kvality ovzduší na úmrtí pacientů, a to i přesto, že došlo ve stejném 

časovém období k jeho výraznému zlepšení. 

Z těchto důvodů je na studie, které se věnují znečištění ovzduší, potřeba nahlížet mimořádně 

kriticky, protože právě tento typ znečištění nikdy nepatřil mezi snadno hodnotitelné faktory 

ovlivňující lidský organizmus.     
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ZNEČIŠTĚNÉ OVZDUŠÍ  

 

Podle Evropské agentury pro životní prostředí (EEA) je znečištěné ovzduší tvořeno látkami 

(polutanty), které se dostávají do ovzduší buď z přírodních zdrojů (sopečné erupce, lesní požáry, 

emise těkavých organických látek z rostlin), nebo lidskou činností, zejména spalováním fosilních 

paliv z dopravy, průmyslovými procesy, těžařského průmyslu, zemědělství či odpadového 

hospodářství.  

Mezi nejčastější polutanty v ovzduší vznikající důsledkem lidské činností patří SO2 ze spalování 

fosilních paliv, jak v průmyslových procesech, tak domácích topeništích. SO2 má dráždivé účinky 

na sliznice dýchacích cest, přispívá k zánětům průdušek a astmatu (Tewari a Shukla, 1991). Dále 

sem řadíme oxidy dusíku, zejména NO a NO2. Jejich emise souvisí se spalováním fosilních paliv, 

plynu, nafty, biomasy. Podílejí se na kyselých deštích a přízemním ozónu.  Mezi producenty patří i 

mikroorganismy (Blaszczak a Cox, 1999).  

Vdechování NO2 způsobuje dráždění dýchacích cest, protože se jeho rozpuštěním na sliznicích 

tvoří HNO3. Z plic také snadno vstupuje do krevního řečiště, kde se může vázat na hemoglobin 

(Posin a kol., 1978). Dlouho je také známo, že expozice NO2 vede ke zvýšené náchylnosti 

k respiračním infekcím (Samet a Spengler, 1989). NO je látkou, u které jsou popisovány 

karcinogenní účinky (Reveneau a kol., 1999; Taysi a kol., 2003; Thomsen a kol., 1994), na druhou 

stranu se objevuje i jako anti-onkogenní agens (Harada a kol., 2004), proto jeho vlivy závisí na 

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

Polutanty, o kterých se tato práce více zmiňuje, jsou zejména PM2.5 a polycyklické aromatické 

uhlovodíky (PAU), reprezentované benzo[a]pyrenem (B[a]P). Oba polutanty jsou dle IARC 

prokázanými lidskými karcinogeny. 

PM, které jsou součástí aerosolu v ovzduší, vznikají spalováním organické hmoty. Z přírodních 

zdrojů se vytvářejí během sopečných erupcí a lesních požárů. Produkce lidskou činností je dána 

zejména průmyslovou výrobou, dopravou nebo lokálními topeništi, která spalují tuhá paliva. PM 

se liší velikostí, tvarem, chemickým složením a zastoupením organických a anorganických látek, 

které se na ně váží, a závisí na typu emisního zdroje (Hinds, 1999).  

Podle aerodynamického průměru částic rozlišujeme PM10, které pronikají do horních částí 

dýchacích cest (Oberdorster a kol., 2005). Zaznamenávání jejich koncentrací má význam zejména 

při posuzování historického vývoje znečištění ovzduší. Druhým významným zástupcem jsou částice 
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PM2.5, které jsou indikátorem rizik znečištěného ovzduší na lidské zdraví1. Biologicky zajímavé jsou 

také ultrajemné nanofrakce PM0.1 o aerodynamickém průměru menším než 100 nm, které nejsou 

rutinně měřeny monitorovacími stanicemi stavu ovzduší.  

Hlavní negativní význam inhalace PM2.5 spočívá v pronikání dýchacími cestami až do plicních 

sklípků. Modelováním jejich ukládání v jednotlivých částech plic bylo zjištěno, že do bronchiolů 

proniká 2,8 % - 12,1 % částic PM2.5 a k depozici do alveolů dojde u 1,0 % až 6,5 % částic, odkud 

poté přechází do krevního řečiště a následně do dalších orgánů (Sturm, 2020). Přítomnost PM 

v krevním oběhu vede ke stimulaci buněk imunitního systému (makrofágů), které je eliminují. 

Dochází při tom k produkci prozánětlivých mediátorů a tvorbě reaktivních forem kyslíku (ROS), 

které způsobují oxidační stres, zánět, zkracování délky telomer a poškození DNA, což může vést až 

ke karcinogenezi (Risom a kol., 2005; Valavanidis a kol., 2013). Studie provedené na velkých 

lidských kohortách v průběhu mnoha let demonstrují, že expozice PM2.5 jsou spojeny 

s předčasným úmrtím (Beelen a kol., 2014; Pope a kol., 2002). Dlouhodobé expozice zvyšují riziko 

vzniku celé řady onemocnění, zejména kardiovaskulárních a respiračních (Lim a kol., 2012).     

V posledních dvou dekádách jsou studovány také nanofrakce PM0.1, které snadno prostupují 

napříč epiteliálními a endotelovými buňkami do krevního a lymfatického oběhu, kde jsou cíleny 

do kostní dřeně, lymfatických uzlin, sleziny, srdce a dalších orgánů. Prostřednictvím translokace 

podél axonů a dendritů byl také pozorován vliv na centrální nervový systém (Oberdorster a kol., 

2005).  

PAU jsou organické sloučeniny tvořené dvěma a více benzenovými jádry, které snadno podléhají 

elektrofilní substituci za vzniku derivátů. Rozmanitá struktura molekul vede k různorodým 

vlastnostem i rozdílné biologické aktivitě. Izolováno a charakterizováno bylo více než 300 PAU 

(Gutman a Cyvin, 1989). Americká agentura pro ochranu životního prostředí (US EPA) klasifikovala 

skupinu 16 PAU, jejichž negativní zdravotní dopad souvisí s kontaminací životního prostředí (Keith, 

2015). 

V ovzduší jsou PAU nejčastěji adsorbovány na povrchu PM ve formě směsí, mohou se však 

vyskytovat i v plynné fázi, nebo samostatně. PAU vznikají zejména důsledkem nedokonalého 

spalování organické hmoty za nedostatečného přístupu vzduchu. Ve směsích jsou zastoupeny 

ve variabilním poměru s různým složením, které je dáno typem zdroje. Mezi ty patří, kromě 

průmyslové výroby a dopravy, také domácí topeniště a tabákový kouř, grilování či opékání na ohni 

                                                                 

1 Celosvětová mapa znečištěného ovzduší, která zobrazuje real-time index kvality ovzduší posuzovaný 
podle hodnot PM2.5: https://waqi.info/#/c/39.904/10.252/4.6z 
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(Khaiwal a kol., 2008), přičemž právě kontaminanty PAU ve stravě mohou tvořit dominantní cestu 

přenosu do organismu (Polachova a kol., 2020). Popisována je také expozice PAU přes kůži (Lao a 

kol., 2018).    

Nejvýznamnějším karcinogenním PAU ve vztahu k životnímu prostředí je B[a]P, který byl 

charakterizován a izolován téměř před 90 lety (Cook a kol., 1933). O karcinogenitě tehdy ještě 

neznámé látky se ale vědělo o více než 20 let dříve, kdy byla popisovaná častá rakovina kůže u 

pracovníků, kteří zpracovávali břidlicový olej, parafín a uhelný dehet (Phillips, 1983).  

PAU se vstřebávají do krevního řečiště a jsou dále distribuovány do tkání. V buňkách se váží na 

arylhydrokarbonový receptor (AhR) v cytosolu buněk a způsobují jeho trvalou aktivaci (Nebert a 

kol., 2004). AhR jako transkripční faktor významně ovlivňuje expresi genů, které regulují buněčnou 

proliferaci a diferenciaci (Bock a Köhle, 2006). Aktivovaný AhR migruje do buněčného jádra, kde 

interaguje specifickou sekvencí, která je vazebným místem pro xenobiotika, odkud dochází 

k expresi metabolických enzymů, například cytochromu P450 1A1 (CYP1A1) a cytochromu P450 

1B1 (CYP1B1). Cytochromy mají schopnost metabolizovat PAU, vč. B[a]P, na reaktivní metabolity, 

které mají mutagenní potenciál (Korashy a El-Kadi, 2006) a mohou se vázat přímo na DNA za vzniku 

genotoxických DNA aduktů (Blaszczyk a Mielzynska-Svach, 2017). Adukty jsou reparačními 

mechanismy z DNA odstraňovány, nejčastěji bázovou (BER), či v případě PAU-DNA aduktů 

nukleotidovou (NER) excizní reparací. Pokud však k odstranění nedojde, mohou v místech, kde se 

nachází tumor supresorové geny a onkogeny, vznikat mutace, které mohou vést ke karcinogenezi 

(Choudhuri a kol., 2018).  

Limity platné pro látky znečišťující ovzduší jsou v ČR určeny Směrnicí Evropského parlamentu 

2008/50/ES a jsou implementovány do zákonu o ochraně ovzduší 201/2012 Sb. a vyhlášky 

330/2012 Sb. o posuzování a vyhodnocení úrovně znečištění, rozsahu informování veřejnosti o 

úrovni znečištění a při smogových situacích. Do roku 2019 byl limit pro PM2.5 25 µg/m3. Od roku 

2020 platí hodnota zpřísněna na 20 µg/m3 (ČHMÚ 2020). Pro B[a]P je doporučen limit 1 ng/m3. Z 

dalších významných polutantů platí roční imisní limit pro NO2 40 µg/m3, přičemž pro ochranu 

lidského zdraví jsou pro oxidy (SO2 a CO) stanovené pouze denní či hodinové limity. U SO2 a NOX 

platí roční imisní limity pro ochranu ekosystémů a vegetace – 20 µg/m3 a 30 µg/m3.  

Pro úplnost, Světová zdravotnická organizace (WHO) má imisní limit pro roční průměrnou 

koncentraci PM2.5 přísnější - 10 μg/m3. Jedná se však pouze o limit doporučující.     



 

18 

STUDOVANÉ LOKALITY ČESKÉ REPUBLIKY  
 

Průmyslovým lokalitám České republiky se již několik desítek let věnují epidemiologické studie, 

které hodnotí vliv faktorů životního prostředí, jako je i znečištěné ovzduší, na lidské zdraví. Historie 

měření koncentrací znečišťujících látek v ovzduší se v ČR datuje od roku 1964, kdy celonárodní 

monitoring začal zajišťovat ČHMÚ. První monitorovací stanice, které měřily SO2, byly umístěny do 

nejvíce znečištěných oblastí ČR: v roce 1968 do Podkrušnohoří, následující rok do Ostravského 

regionu (Bohm, 1974; Bubnik a Keder, 1986). Byť za posledních 50 let dochází v Ostravském 

regionu, potažmo celém MSK, ke zlepšování úrovně znečištěného ovzduší, což reprezentují 

například koncentrace PM10 a SO2, které se historicky sledují od 70. let (viz Obr. 1), stále jde o 

nejvíce zatíženou lokalitu v ČR (Jiřik a kol., 2016). MSK má zároveň i jedny z nejvyšších koncentrací 

prachových částic ve střední Evropě, jejichž trend byl obdobný jak v době odběrů vzorků 

popisovaných v této práci (EEA Report 2014), tak i v současnosti (EEA Report 2019). Hlavní příčinou 

dlouhodobého překračování limitů PM10, PM2.5, benzenu a karcinogenních PAU, reprezentovaných 

B[a]P, je těžký průmysl, podpovrchová těžba černého uhlí, metalurgie a chemický průmysl, které 

stále tvoří významnou průmyslovou činnost v MSK. Prostorové a časové rozložení koncentrace 

polutantů v MSK je rovněž výrazně ovlivněno umístěním kraje do ostravsko-karvinské uhelné 

pánve. Jedná se o geomorfologickou oblast Severních Vněkarpatských sníženin, která zapříčiňuje 

častý inverzní charakter počasí v podzimních a zimních měsících.  

 

Obr. 1 Roční průměrná koncentrace PM10 v Ostravě od roku 1972 do roku 2013 a SO2 od roku 1970 do roku 

2012. LV year (EU) značí roční limit dle Nařízení Evropského parlamentu a GV year (WHO) označuje roční 

limit daný WHO. LV day (EU) a GV day (WHO) značí denní limity. (Obrázek převzat z Jiřik a kol. (2016), 

vydavatelství Tigis. Použití obrázku povoleno.) 

 

Mezi další významné průmyslové lokality v MSK patří Karviná. Okres Karviná hraničí s Polskem a 

žije v něm 246 324 obyvatel s hustotou zalidnění 691,5 obyv./km2  (Český statistický úřad 2020). 

Oblast je významná zejména těžbou černého uhlí, která dodnes probíhá v činném černouhelném 



 

19 

dole Darkov. Z posledního sčítání lidu z roku 2011 vyplynulo, že téměř 12 % domácností v MSK 

topí pevnými palivy (uhlím, koksem, briketami nebo dřevem). V okrese Karviná je zároveň největší 

hustota lokálních topenišť na pevná paliva v celém MSK (Český statistický úřad 2011). 

Zejména v 90. letech minulého století byl ve vztahu k ohrožení lidského zdraví intenzivně 

studovanou průmyslovou oblastí České republiky Severočeský kraj, zvláště pak okres Teplice, ležící 

v Severočeské hnědouhelné pánvi. V oblasti již tři sta let probíhá důlní činnost, včetně povrchové 

těžby hnědého uhlí. V dnešním Ústeckém kraji se nachází mnoho tepláren a elektráren podílejících 

se na znečištění ovzduší, které řadilo severní Čechy v 80. letech minulého století mezi 

nejznečištěnější oblasti v celé Evropě (Judt, 2018). V důsledku spalování hnědého uhlí byly v 

ovzduší vysoké koncentrace SO2, které zapříčinily odumírání lesů a v konečném důsledku vedly i k 

negativnímu dopadu na lidské zdraví. Okres Most, který sousedí s okresem Teplice, má stejný 

význam z hlediska těžby hnědého uhlí, a navíc je významným centrem chemického průmyslu. 

V okrese se nachází největší česká rafinérie ropy. Žije zde 111 708 obyvatel, hustota zalidnění je 

239,1 obyv./km2 (Český statistický úřad 2020). 

České Budějovice (ČB) jsou v environmentálních studiích často uváděny jako kontrolní lokalita 

s nízkou úrovní znečištění ovzduší. V okrese s velmi nízkou hustotou zalidnění (119,6 obyv./km2) 

žije 195 903 obyvatel (Český statistický úřad 2020). Převážnou část území tvoří mírně zvlněná 

pahorkatina, která sousedí se Šumavským podhůřím. Hlavním znakem okresu jsou četné vodní 

plochy. Více než 50 % tvoří zemědělské pozemky a téměř 40 % celého okresu zaujímá orná půda.  
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NEMOCNOST VE STUDOVANÝCH LOKALITÁCH  

 

Již v 90. letech byl prokázán vztah mezi prevalenci respiračních onemocnění u dětí a intenzitou 

dopravy a vytápění tuhými palivy na Ostravsku (Lvoneik a kol., 1998). 

Zdravotní dopady na dětskou populaci žijící na Ostravsku byly zkoumány také v programu Ostrava, 

jenž byl součástí projektu „AIRGEN“ (SP/1B3/8/08 Studium zdravotních důsledků znečištěného 

ovzduší na Ostravsku s využitím genomiky). Studováno bylo celkem 1888 dětí středoevropského 

etnika ze čtyř částí Ostravy (sever, jih, východ, západ), které se narodily mezi lety 2000 a 2004. Do 

oblasti Ostrava-východ patří nejprůmyslovější oblasti Radvanice a Bartovice, Slezská Ostrava a 

Kunčičky s dlouhodobě nejvyššími koncentracemi znečištěného ovzduší. Na celkové nemocnosti 

dětí se nejvýznamněji podílela respirační onemocnění, zejména akutní záněty nosohltanu, záněty 

průdušek a akutní záněty mandlí. Dle rozdílných částí Ostravy byl největší rozdíl pozorován 

v 1. roce života dítěte (Obr. 2). U dětí žijících v Radvanicích a Bartovicích je také pozorován největší 

podíl dětí s alergiemi. Více než třetina dětí spadající do této oblasti trpěla astmatem a atopickým 

ekzémem (Libalova a kol., 2011).  

 

Obr. 2 Incidence zánětů horních cest dýchacích podle věku dětí v jednotlivých částech Ostravy. (Obrázek 

převzat z Dostal a kol. (2011), vydavatelství Občanské sdružení Ochrana kvality ovzduší. Použití obrázku 

je povoleno.) 

I v současné době je na Ostravsku prevalence respiračních alergií a opakovaných zánětů dýchacích 

cest vyšší než celorepublikový průměr (Kratěnová a kol., 2018). To bylo potvrzeno v závislosti na 

oblastech MSK, které mají různou kvalitu ovzduší (Žejglicová a kol., 2019).   
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Také v jiných regionech ČR byly pozorovány negativní důsledky způsobené znečištěným ovzduším; 

v Ústeckém kraji začalo přibývat od 80. let alergií, imunodeficiencí, vrozených vývojových vad 

a incidence nízké porodní hmotnosti novorozenců. Bylo také pozorováno zkrácení průměrné délky 

života, než byl celostátní průměr (Kaiserová a Kaiser, 1995). Vývoj průměrné střední délky života 

v několika lokalitách ČR, včetně nejnižších hodnot v Ústeckém kraji a Teplicích, znázorňuje Obr. 3.  

  

Obr. 3 Zobrazení střední délky života u mužů a žen z několika lokalit ČR od roku 1982 do roku 2013 (Sram, 

2020).  

V 90. letech proto vznikl rozsáhlý Program Teplice: „Důsledky znečištění životního prostředí na 

zdravotní stav populace“ (Teplice I., 1991–1996, Teplice II., 1997–1999), který byl významným 

vědeckým projektem, zabývajícím se vlivy znečištěného životního prostředí na lidské zdraví (Sram 

a kol., 1996). V práci byly prokázány negativní vlivy ovzduší na dýchací funkce u dětí, zvýšenou 

náchylnost k infekcím v nízkém věku dítěte, která byla navíc korelovaná s výskytem imunitních 

markerů na povrchu lymfocytů. Dále byl pozorován zhoršený neuropsychický vývoj u dětí z Teplic 

ve srovnání s dětmi z Prachatic a Znojma ve věku 14 let. Ten však nekoreloval s žádnou znečišťující 

látkou. Znečištěné ovzduší v Teplicích působilo významně i na těhotenství (Dejmek a kol., 2000); 

výsledky prokázaly zvýšené riziko výskytu nitroděložní růstové retardace, jestliže během prvního 

měsíce těhotenství překročily PM10 koncentraci 40 µg/m3, nebo karcinogenní PAU koncentraci 

15 ng/m3.  
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MOLEKULÁRNĚ-EPIDEMIOLOGICKÉ STUDIE VE STUDOVANÝCH LOKALITÁCH 

 

Detailnější pohled přinášejí environmentální studie využívající metod molekulární epidemiologie, 

které studují vliv životního prostředí na hladiny biomarkerů u lidské populace. Rozlišujeme 

biomarkery účinku, vnímavosti a expozice. Z biomarkerů účinku jsou významné parametry 

oxidačního stresu (produkce reaktivních forem kyslíku, aktivita antioxidačních enzymů), či 

indikátory změn metabolismu. Biologicky zajímavé jsou pak biomarkery expozice, které souvisí s 

narušením integrity DNA mající za následek např. tvorbu chromozomálních zlomů nebo vznik 

mikrojader (Ladeira a  Smajdova, 2017). Metodami, kterými se hodnotí biomarkery na úrovni genů, 

jsou získávány znalosti o změnách genové aktivity (genová exprese), které mohou vést k narušení 

funkce biochemických drah, či o jednonukleotidových polymorfismech genů (SNP), patřících mezi 

biomarkery vnímavosti. V posledních letech se analyzují biomarkery související s epigenetickými 

mechanismy, které se podílejí na regulaci genové exprese, jako jsou metylace DNA, či exprese 

mikroRNA (miRNA). Tyto mechanismy jsou podrobněji popsány v následující kapitole.  

Konkrétně Ostrava bývá vzhledem ke znečištěnému ovzduší a významné historii těžkého průmyslu 

využívána také jako modelová oblast pro hodnocení hladin biomarkerů expozice u lidské populace. 

Od roku 1992 do roku 1997 probíhal ve spolupráci mezi US EPA, Ministerstvem životního prostředí 

a Ministerstvem zdravotnictví ČR projekt SILESIA, který zkoumal vliv PM2.5, PAU a B[a]P na hladinu 

biomarkerů u dospělé populace. Rozsáhlá studie se zaměřovala mimojiné na hladiny DNA aduktů, 

přičemž bylo tak poprvé zjištěno, že vyšší míra znečištěného ovzduší na Ostravsku souvisí s vyšší 

frekvencí mutací v DNA (Williams a kol., 1997).  

Naše studie zaměřující se na celogenomovou genovou expresi u dobrovolníků z Ostravy a Prahy 

zjistila při dlouhodobé expozici znečištěnému ovzduší snížení hladin genové exprese (Rossner a 

kol. 2015, - příloha 2).  

V roce 2013 byla publikována práce, která identifikovala rozdílný profil metylované DNA mezi 

dětmi z Ostravy a Prachatic, z nichž jedna skupina měla diagnostikované asthma bronchiale 

(Rossnerova a kol., 2013). Studie ukázala na významný rozdíl v rozložení metylace DNA zejména 

ve vztahu k lokalitě. Rozdíly v souvislosti s onemocněním nebyly v jednotlivých lokalitách patrné, 

nicméně děti s diagnostikovaným asthma se z hlediska metylace mezi lokalitami lišily. U těchto 

dětí byl rovněž sledován profil celogenomové genové exprese a byly identifikovány geny specifické 

pro obě lokality. Zatímco u dětí z Prachatic byly nalezeny specifické geny, které jsou spojeny s 

typem alergického astmatu, u dětí z Ostravy byla pozorována zvýšená exprese genů, které ovlivňují 
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fenotyp nealergické formy tohoto onemocnění. Rozdíly mezi astmatickými dětmi z odlišných 

lokalit naznačují potenciální příčinu v rozdílné kvalitě ovzduší (Libalova a kol., 2011).    

Expozice znečištěnému ovzduší vede k tvorbě ROS a následně k oxidačnímu stresu, u pacientů 

s bronchitidou, astmatem či chronickou obstrukční plicní nemoci (CHOPN) (Chung a Marwick, 

2010). Na úrovní genů se proto u dětí z Teplic a Prachatic narozených v 90. letech, u kterých byla 

diagnostikována bronchitida, studovaly SNP v několika významných genech (Ghosh a kol., 2016 - 

příloha 3), které souvisely s oxidačním stresem, reparacemi DNA a imunitními mechanismy. Byť 

ČB v podobných studiích vystupují jako vhodná kontrolní oblast, naše nedávná práce (Rossnerova 

a kol., 2016) byla zaměřena na hodnocení poškození chromozomů na úrovni mikrojader u bývalých 

pracovníků úpravny uranových rud MAPE Mydlovary, které se nachází v jihočeském kraji. 

Mapováním faktorů, které by mohly ovlivnit frekvenci mikrojader, a tím i potenciální riziko 

karcinogeneze a mutageneze, bylo zjištěno, že u osob, které v minulosti pracovaly s uranovými 

rudami, je po vystavení RTG záření nižší frekvence mikrojader než u osob, které RTG záření 

vystavené nebyly. Tento efekt lze vysvětlit potenciální adaptací na ionizující záření získanou díky 

expozici v minulosti.   

Další výsledky epidemiologických studií z České republiky jsou shrnuty v Tab. 1. Studie se věnovaly 

vztahu mezi znečištěným ovzduším a vybranými genomickými parametry u lidských dobrovolníků.  
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Tab. 1 Přehled studií z České republiky, které zkoumaly vlivy znečištěného ovzduší na genomické parametry 

u lidských dobrovolníků.  

Autoři studie Lokalita Polutant Počet studovaných 

objektů (materiál) 

Sledovaný 

biomarker 

(van Leeuwen a 

kol., 2006) 

Teplice, 

Prachatice 

SO2, NOX, NO2, 

NO, CO, PM2.5, 

PM10, PAU 

47 dětí (žilní krev) Celogenomová 

genová exprese 

(Rossner a kol., 

2011a) 

Praha,  

Ostrava 

PM2.5, PAU, 

benzen 

139 strážníků (žilní 

krev) 

Reparační geny 

BER a NHEJ 

(Rossner a kol., 

2011b) 

Praha,  

ČB 

PM2.5, PAU 891 matek 

(placenty) 

Genetické 

polymorfismy 

(Rossnerova a 

kol., 2013) 

Ostrava, 

Prachatice 

B[a]P, benzen, 

NO2, PM10 a 

PM2.5 

200 dětí (žilní krev) DNA metylace (27k 

specifických CpG 

míst) 

(Votavova a kol., 

2012) 

Praha Tabákový kouř 59 matek a 

novorozenců (žilní 

a pupečníková 

krev) 

Celogenomová 

genová exprese, 

qRT-PCR2 

(Rossner a kol., 

2015) 

Praha,  

Ostrava 

B[a]P, PM2.5, 

benzen 

466 strážníků (žilní 

krev) 

Celogenomová 

genová exprese, 

qRT-PCR 

(Ghosh a kol., 

2016) 

Teplice, 

Prachatice 

PM2.5, PAU 626 dětí 

s bronchitidou 

(žilní krev) 

Genetické 

polymorfismy 

(Honkova a kol., 

2018) 

Karviná,  

ČB  

PM2.5, PAU 202 novorozenců 

(pupečníková krev) 

Celogenomová 

genová exprese, 

qRT-PCR (vybrané 

geny imunitních 

drah) 

  

                                                                 

2 kvantitativní polymerázová řetězová reakce v reálném čase  
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VYBRANÉ „OMICS“  METODY V MOLEKULÁRNÍ EPIDEMIOLOGII  

 

Výše uvedené studie se věnovaly vlivu znečištěného ovzduší na úrovni exprese jednotlivých genů, 

skupin genů, či výskytu genetických polymorfismů. Komplexnější data přinesla aplikace 

celogenomové genové exprese, která se řadí mezi „omics“ metody.  „Omics“ je odvětví biologie, 

které zahrnuje řadu vědeckých disciplín, jako je genomika, proteomika, transkriptomika, 

epigenomika, metabolomika a další. Hlavní význam „omics“ studií spočívá v globální charakterizaci 

a kvantifikaci biomolekul, které se překládají do struktury, funkce nebo popisují dynamiku 

organizmu. První „omics“ disciplínou byla genomika, která soustředila bádání komplexně na celý 

genom. Velkokapacitní genomické technologie, které označujeme jako „high-thoughput“, 

umožnily mapovat celé, či alespoň velké části genomu, které zároveň můžeme i zkoumat na 

specifické úrovni (Hasin a kol., 2017).   

Kapitola pojednává o metodách v molekulární epidemiologii s ohledem na transkriptomiku a 

epigenomiku, které jsou využity v této disertační práci.      

Transkriptomika studuje RNA na celogenomové úrovni (celogenomová genová exprese), a to jak 

kvalitativně (můžeme identifikovat jednotlivé transkripty), tak i kvantitativně (můžeme zjistit míru 

exprese daného transkriptu). Je zároveň i praktickou aplikací „dogmatu molekulární 

biologie“ (Crick, 1970), podle něhož je RNA funkčním prostředníkem mezi DNA a výsledným 

proteinem. Celogenomová genová exprese zkoumá, jaké procesy a změny se v buňce aktuálně 

odehrávají (Dunham a kol., 2012), což je výhoda a zároveň i hlavní limit metody, protože naměřený 

transkripční profil odráží aktuální stav buňky, který trvá krátký časový interval, řádově několik 

minut (Baudrimont a kol., 2017).  

Epigenomika v současnosti intenzivně přispívá k novému pohledu na fungování genové exprese. 

Epigenetické změny genomu jsou definovány jako změny, které samy nejsou zakódovány 

v genetické sekvenci, ale významně ovlivňují transkripci genů (Jirtle a Skinner, 2007). Regulace 

genové exprese epigenetickými mechanismy probíhá na několika úrovních. Je známo, že pouze 

1– 2 % DNA kóduje bílkovinné produkty a zbytek tvoří tzv. „junk DNA”. S příchodem „high-

thoughput“ technologií a sekvenování nové generace (NGS) bylo zjištěno, že 90 % genomu je 

aktivně transkribováno a více jak 60 % těchto sekvencí tvoří geny pro nekódující RNA molekuly 

(Slabý a Svoboda, 2012), z níž nejvýznamnější jsou molekuly mikroRNA (miRNA), o kterých se 

podrobněji zmíníme v kapitole Exprese miRNA. 

Druhým významným epigenetickým mechanismem, který stabilně ovlivňuje regulaci genové 

exprese, je metylace DNA, ke které dochází na určitých místech genomu nejčastěji v místech, kde 
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se vyskytuje velká koncentrace cytosinů a guaninů (CpG). Přibližně 75 % CpG dinukleotidů 

v savčích somatických buňkách může být metylováno (Tost, 2010), což je asi 1,5 % lidské DNA 

(Lister a kol., 2009). Hlavní funkcí metylace DNA je utlumení aktivity genů. Podrobnosti jsou 

popsány v kapitole Metylace DNA.      

CELOGENOMOVÁ GENOVÁ EXPRESE 

 

Jak bylo uvedeno v předchozí kapitole, hodnocení celogenomové genové exprese představuje 

významný nástroj pro hodnocení procesů probíhajících v organismu. V základním výzkumu má 

analýza celogenomové genová exprese své nezastupitelné místo, ale stejně tak je důležité vnímat 

i limity plynoucí z nemožnosti interpretovat signifikantní expresní změnu na dlouhých časových 

škálách. Zároveň přítomnost snížené, či zvýšené exprese daného transkriptu automaticky 

neznamená snížení nebo zvýšení množství funkčního produktu. Donedávna využívané metody 

hodnocení celogenomové genové exprese byly mikročipové („microarray“) technologie založené 

na hybridizaci vzorku s komplementární DNA/RNA (cDNA/cRNA) sondou. Poslední roky 

v technologiích celogenomové genové exprese však převládá sekvenační metoda RNA-Seq 

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

První velkokapacitní profilování transkriptů založené na microarray technologii probíhalo v 90. 

letech 20. století. Z jednoho vzorku cDNA bylo možné zjistit expresní hodnoty desítek tisíc 

transkriptů (Duggan a kol., 1999). Na sklíčku (případně membráně) jsou ukotveny fluorescenčně, 

nebo radioaktivně značené sondy, na které se hybridizuje vzorek cílové cDNA nebo cRNA. Sklíčko 

se poté skenuje citlivými lasery a na základě intenzit fluorescenčního signálu je vyhodnocena míra 

exprese daného transkriptu.    

Jednou z platforem pro celogenomovou genovou expresi založenou na microarray technologii byly 

čipy Illumina HumanHT-12 v4 Expression BeadChips (Illumina, CA, USA), které fungovaly na 

principu hybridizace na oligonukleotidových kuličkách. Na čipech Illumina byla prováděna analýza 

celogenomové genové exprese, která je představena v této práci. 

Jedna pozice na čipu je určena pro jeden biotinem značený vzorek cRNA. Nachází se na ní sondy 

pro 47 231 transkriptů, z nichž 28 688 jsou anotované kódující transkripty. Dalších 11 121 

transkriptů bylo anotováno provizorně a zbytek tvoří nekódující transkripty. Na sklíčku, na které 

se nanáší 12 vzorků, jsou vytvořeny jamky s uchycenými kuličkami, které obsahují specifickou 

sekvenci (adresu), díky které je možné během zpracování identifikovat transkripty na konkrétní 

pozici na čipu. Na adrese je dále navázána sekvence sondy, na kterou se hybridizuje 
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komplementární úsek cRNA (Shi a kol., 2010). Výroba těchto expresních čipů Illumina skončila 

v roce 2017 a plně ji nahradila metoda založená na NGS. 

METYLACE DNA  
 

Metylace DNA patří k nejstudovanějším epigenetickým mechanismům, které regulují genovou 

expresi. Hlavními funkcemi metylace DNA jsou udržování genomické stability a ovlivnění aktivity 

genů (Curradi a kol., 2002). DNA metyltransferázy (DNMTs) přenáší metylové skupiny 

z S- adenosylmethioninu (SAM) na 5-pozici cytosinu. Vazba metylové skupiny na cytosin reguluje 

tvar chromatinu, který je buď „otevřen“ či „zavřen“, což ovlivňuje interakce mezi DNA a proteinem 

(Obr. 4). Metylové skupiny navázané na DNA změní konformaci chromatinové struktury do pozice 

„zavřeno“ a DNA tak není přístupná transkripčním faktorům. Dochází k zastavení transkripce a 

nakonec i k umlčení genů, tzv. „gene silencing“ (Agrawal a kol., 2018).  

 

Obr. 4 K metylaci DNA dochází enzymatickým navázáním metylové skupiny na cytosin. Ty mění konformaci 

chromatinové struktury, která je kondenzována a brání v navázání transkripčních faktorů. Transkripce 

genu je umlčena. (Obrázek převzat z Agrawal a kol., 2018, vydavatelství Elsevier Inc. Použití obrázku je 

povoleno). 
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Místo na genomu, které je metylováno, se značí jako CpG (Phillips, 2008). Zda dojde, či nedojde 

k transkripci genu, závisí na umístění CpG místa na genomu, které může být v mezigenové oblasti, 

v promotoru nebo zesilovači transkripce (enhanceru) genu (Obr. 5). Na genomu se též nacházejí 

shluky CpG míst, zvané CpG ostrůvky, které jsou nejčastěji lokalizované v promotorech provozních  

(housekeeping) genů. CpG ostrůvky v promotorech jsou typicky nemetylovány a genová exprese 

je aktivní. Metylované CpG ostrůvky v promotorech značí genovou represi. Místa pojmenovaná 

„shores“ jsou oblasti s nižší hustotou CpG míst, vzdálená přibližně 2 kilobáze od CpG ostrůvků. 

Bývají tkáňově specifická a často asociována s útlumem exprese (Lanata a kol., 2018). Promotory 

chudé na CpG místa a CpG místa na vzdálených enhancerech genů regulují tkáňově specifické geny 

(Irizarry a kol., 2009).  

 

Obr. 5 Schématická reprezentace CpG míst na genomu. Bílá místa jsou nemetylovaná, černá jsou 

metylována. K transkripci může dojít, pokud je nemetylované CpG místo v promotoru genu, nebo se 

metylované CpG místo nachází uvnitř genu (Stirzaker a kol., 2014, Vydavatelství: Elsevier Incl. Použití 

obrázku je povoleno). 

Výsledky získané z analýz metylace DNA jsou využívané v asociačních studiích epigenomu zvané 

EWAS (Epigenome-wide association studies). Ty jsou zaměřeny na celogenomové epigenetické 

modifikace a odvozené asociace mezi epigenetickou variací a fenotypovým projevem. Mezi 

technologie využívané v EWAS patří i microarray platforma Illumina Methylation Assay (Illumina 

CA, USA). Před více než deseti lety byly vyvinuty čipy Illumina Infinium HumanMethylation27, 

které umožnily kvantifikovat úroveň metylace u více než 27 000 CpG míst lokalizovaných v celkem 

14 495 genech (Weisenberger a Laird, 2008). O několik let později byly čipy rozšířeny na verzi 

Illumina HumanMethylation450 BeadChip s více než 450 000 CpG místy, které pokrývají 96 % CpG 

ostrůvků lidského genomu (Bibikova a kol., 2011; Sandoval a kol., 2011). Poslední variantou jsou 

čipy MethylationEPIC BeadChip, které zahrnují více než 850 000 CpG míst napříč celým genomem. 

CpG místa z předchozí verze, na čipu značená jako sondy, byla doplněna o více než 333 000 CpG 

míst umístěných v oblastech enhancerů genů (Pidsley a kol., 2016).  

Modifikaci DNA metylace je možné vyvolat i působením vnějších podmínek, proto mohou být CpG 

místa charakterizována jako významné environmentální biomarkery. V  review autorů Nwanaji-

Enwerem a Colicino (2020), byla metodou strojového učení u několika publikovaných studií 
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identifikována signifikantní CpG místa, která byla interpretována jako biomarkery expozice 

tabákovému kouři u dospělých kuřáků (Zeilinger a kol., 2013) i těhotných žen (Joubert a kol., 2012; 

Reese a kol., 2017), biomarkery expozice dlouholetému užívání marihuany (Markunas a kol., 2019) 

či asociované s konzumací alkoholu (Liu a kol., 2018). Z environmentálních rizik autoři zmiňují CpG 

místa signifikantně spojená s kumulativní expozicí olovu (Wright a kol., 2010). 

I při krátkodobé expozici znečištěnému ovzduší lze pozorovat signifikantní efekty na úrovni 

metylace DNA (Jiang a kol., 2014). V rámci experimentu bylo 16 nekuřáků s diagnostikovaným 

asthma bronchiale rozděleno na dvě skupiny. Po dobu 2 hodin byla jedna skupina exponována 

dieselovým emisím (koncentrace PM2.5 300 µg/m3) a druhá skupina filtrovanému vzduchu. Vzorky 

krve byly odebrány před expozicí, poté 6 a 30 hodin po expozici. I tato relativně krátká expozice 

vedla k modifikaci 2827 CpG míst asociovaných s inhalací. Mezi nejvýznamnější z nich patří místa 

ovlivňující biologické funkce genu NFkB, který kóduje transkripční faktor aktivující prozánětlivou 

odpověď vyvolanou oxidačním stresem. Tento transkripční faktor ovlivňuje prostřednictvím 

indukce exprese zánětlivých cytokinů, např. i v reakci na expozici dieselovým emisím (Takizawa a 

kol., 1999). Metylace DNA se v této studii ukazuje jako významná spojka mezi krátkodobou 

expozicí dieselovým polutantům a aktivitou genu, který na znečištěné ovzduší reaguje změnou 

exprese.  

EXPRESE miRNA 
 

Molekuly miRNA jsou malé, 22-25 nukleotidů dlouhé RNA molekuly, které vykonávají regulační 

funkci. Hlavní úlohou miRNA je posttranskripční regulace genové exprese, ke které dochází 

navázáním komplexu miRNA na oblast cílové mRNA, a následně k fyziologickému zeslabení či 

úplnému potlačení exprese konkrétních genů (Williams, 2008).  

Až u 80 % eukaryotických mRNA je medián poločasu života méně než 2 minuty a u zbývajících 20 % 

dochází k degradaci do 10 minut (Baudrimont a kol., 2017).  miRNA jsou oproti tomu stabilnější 

molekuly s průměrným poločasem života okolo 5 dní (Gantier a kol., 2011).  

Schéma biogeneze miRNA je znázorněno na Obr. 6. Geny, které miRNA kódují, jsou v jádře 

přepisovány RNA polymerázou II do primárních transkriptů (pri-miRNA). Pri-miRNA jsou dále 

sestříhány na krátké, 70 nukleotidů dlouhé vlásenkové struktury, známé jako pre-miRNA. Tento 

sestřih obstarává ribonukleáza Drosha a protein DGCR8, který se přímo váže na dvouřetězcovou 

vlásenku. Poté je pre-miRNA rozpoznána proteinem Exportin 5 a aktivním transportem převedena 

do cytoplazmy. Zde je pre-miRNA zpracována do dvouřetězcové miRNA endonukleázou Dicer. 
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Tento proces je spjat se sestřihnutím a rozvinutím dvouřetězcové miRNA, kde jeden řetězec je 

inkorporován do multiproteinového komplexu miRISC (microRNA-induced silencing complex), 

zatímco druhý řetězec je degradován (Matkovich a kol., 2011). Obecně platí, že geny pro miRNA 

produkují pouze jeden dominantní řetězec (Jirtle a Skinner, 2007). miRNA spolu 

s multiproteinovým komplexem miRISC realizují svou funkci navázáním na 3´ nepřekládanou 

oblast cílové mRNA, a tím zablokují, či jen utlumí translaci konkrétních proteinů (Sevignani a kol., 

2006). Tato vazba umožní regulovat množství produktů v závislosti na buněčných podmínkách či 

tkáňové lokalizaci (Slabý a Svoboda, 2012).  

 

Obr. 6. Schéma biogeneze miRNA od genu po enzymatické štěpění funkční miRNA v cytoplazmě, které 

následně vede k represi mRNA (Obrázek převzat z publikace (Rossnerova a kol., 2016b),  vydavatelství: Jan 

Medek, Epica.) 

I když jsou molekuly miRNA známy již od roku 1993 (Lee a kol., 1993), jako potenciální biomarker 

v karcinogenezi byly poprvé popsány o téměř deset let později, kdy bylo zjištěno spojení 

deregulace konkrétních miRNA se vznikem rakoviny (Calin a kol., 2002).  Všechny dosud popsané 

miRNA jsou sdruženy v databázi miRbase (Griffiths-Jones a kol., 2008). V současné době je známo 

48 860 miRNA napříč různými organismy, 2 300 je specifických pro člověka a 1115 z nich je 

anotováno v poslední verzi databáze miRBase (v22, březen 2018) (Alles a kol., 2019).   
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V genetické toxikologii a molekulární epidemiologii představuje analýza exprese miRNA zajímavý 

směr výzkumu. Jeden z prvních experimentů, který zkoumal vliv environmentální expozice na 

expresi miRNA, byl proveden na myších. Dokázal, že exprese miRNA je u původně zdravého jedince 

změněna po expozici cigaretovému kouři (Izzotti a kol., 2009). Z kumulativních experimentálních 

údajů vyplývá, že podobné účinky jsou způsobeny i různými environmentálními faktory, včetně 

PAU (Izzotti a Pulliero, 2014). Změna exprese miRNA je tak obecným mechanismem, který hraje 

klíčovou roli v propojení expozice environmentálním toxickým agens s jejich patologickými 

následky. Kromě toho jsou specifické miRNA asociovány s různými onemocněními, včetně plicních 

nemocí či astmatu (Sessa a Hata, 2013). Jiná epidemiologická studie sledovala 153 mužů, kteří byli 

exponováni od 4 hod po 28 dní PM2.5 a dalším polutantům. Nejsilnější asociace byla mezi 7-denní 

expozicí PM2.5 a expresí miRNA, které se účastní drah, souvisejících s imunitní odpovědí (Fossati a 

kol., 2014). Nedávno byl publikován souhrnný článek (Tumolo a kol., 2020), ve kterém jsou 

uvedeny miRNA jako biomakery expozice znečištěnému ovzduší, zejména prachovým částicím, 

dieselovým emisím, ozónu, PAU, polychlorovaným bifenylům, pesticidům a těžkým kovům. V 

současném review (Sima a kol., 2021) autoři popsali specifické miRNA, které jsou deregulované 

působením znečištěného ovzduší a zároveň je jejich odlišná exprese spojena i s rakovinou plic.    
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ZÁMĚR DISERTAČNÍ  PRÁCE 

 

Disertační práce vznikla v Oddělení genetické toxikologie a epigenetiky Ústavu experimentální 

medicíny AV ČR, v.v.i. (ÚEM AV ČR) a je založena na čtyřech impaktovaných publikacích, které 

popisují vliv expozice znečištěnému ovzduší a jiných polutantů na realizaci genetické informace u 

člověka. Práce se věnuje změnám genové exprese a epigenetického profilu u novorozenců 

z rozdílných lokalit ČR, které se liší environmentální zátěží. 

V letech 2013-2016 byl v ÚEM AV ČR řešen projekt Grantové agentury ČR „Dopady znečištění 

ovzduší na genom novorozenců“ (13-13458S), v rámci něhož byl u matek a novorozenců z Karviné 

a z ČB sledován vliv znečištěného ovzduší, rozdílného prostředí a typů porodu na oxidační 

poškození DNA a peroxidaci lipidů (Ambroz a kol., 2016). Byly též analyzovány hladiny PAU v moči, 

mateřském mléce a stravě (Sram a kol., 2016). U studovaného podsouboru novorozenců, na 

kterém je založena tato práce, byla hodnocena celogenomová genová exprese (Honkova a kol., 

2018 - příloha 1). Na studii v roce 2016 navázal projekt AV ČR s názvem „Ovlivnění novorozenců 

prostředím“ (Strategie AV 21 – QUALITAS), díky kterému bylo možné do disertační práce zahrnout 

i výsledky získané z epigenetických analýz u novorozenců narozených v Mostě.   

Protože byly lokality primárně zvoleny na základě odlišné úrovně znečištěného ovzduší, bylo 

jedním z prvních cílů vyhodnotit kvalitu ovzduší ve sledovaných lokalitách a odběrových obdobích. 

Prostředí, v jakém těhotná žena žije, může mít významný vliv na vývoj novorozence a posléze i 

zdravotní stav v průběhu života. Látky, které znečišťují ovzduší, jsou v této práci reprezentovány 

PM2.5 a B[a]P. Při zvýšené koncentraci těchto látek a překračování imisních limitů jsou polutanty v 

ovzduší značnými rizikovými faktory, které prokazatelně zhoršují zdravotní stav člověka a mohou 

vést až ke karcinogenezi.  

Disertační práce má několik částí, a proto i několik odlišných cílů. Ke zjištění nových poznatků bylo 

využito metod molekulární biologie na dvou úrovních:  

1) na úrovni mRNA molekul (transkriptů), které odráží právě probíhající děje v buňce a 

přepisují geny do funkčních jednotek (uváděná jako celogenomová genová exprese); 

2) na úrovni epigenetické, do které je zahrnuta metylace DNA a exprese miRNA, které 

regulují genovou expresi a odráží tak změnu v potenciálně ovlivněných biologických 

procesech.  

Ve výše zmíněné publikaci (Honkova a kol., 2018 - příloha 1) bylo hlavním záměrem vyhodnotit 

změny celogenomové genové exprese novorozenců z Karviné a ČB narozených v letech 2013 a 
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2014. Kromě kvantifikace DEGs bylo cílem nalézt i nejvýznamnější DEGs, které mohou indikovat 

změnu aktivity biologických procesů, popsat jejich funkce a zařadit je do biochemických drah, 

které mohou být u novorozenců funkčně ovlivněny. Protože microarray analýzy umožňují zjistit 

rozdílnou aktivitu téměř celé známé funkční oblasti genomu, bylo rovněž cílem zaměřit se na 

hledání odlišně exprimovaných transkriptů, které řídí imunitní odpověď, reparační mechanismy 

DNA nebo buněčný cyklus.  

Hlavním záměrem druhé části, která vychází z dosud nepublikovaných výsledků, bylo vyhodnotit 

změny v epigenetickém profilu novorozenců z Mostu, narozených v roce 2016, a novorozenců 

z ČB, kteří jsou podsouborem z první části práce. Cílem bylo porovnání odlišného epigenetického 

profilu, který bude vázan na danou lokalitu. Na úrovni genově-specifické metylace DNA, která cílí 

na více než 850 000 potenciálně metylovaných míst genomu, je možné identifikovat specifická 

metylovaná místa na DNA, která posléze regulují expresi určitého genu (nebo skupin genů), a tím 

vyvolává změnu fyziologické funkce. Při hodnocení exprese miRNA je cílem nalézt DE miRNA mezi 

novorozenci z Mostu a ČB. Tyto molekuly rovněž genovou expresi regulují a mohou tak zvýšit nebo 

snížit expresi konkrétních genů. V případě celogenomové genové exprese a metylace DNA byly 

analyzovány i genové sady a genové dráhy, jejichž funkce může být těmito regulačními 

mechanismy ovlivněna.  

Disertační práce řeší také několik dílčích cílů, které doplňují výše zmíněné. Další publikace, ze které 

disertační práce vychází, dává možnost diskutovat rozdíly v celogenomové genové expresi mezi 

novorozenci a dospělými jedinci, kteří byli dlouhodobě exponovaní rozdílné úrovni znečištěného 

ovzduší a rovněž pocházejí z různých lokalit ČR (Rossner a kol., 2015 - příloha 2). Dále bude 

diskutován výskyt SNP u genů, které ovlivňují metabolismus xenobiotik, imunitní odpověd a 

opravné mechanismy DNA u velkého souboru dětí s bronchitidou, žijících v oblasti se znečištěným 

ovzduším (Ghosh a kol., 2016 - příloha 3). V metodické části disertační práce, která popisuje 

statistické zpracování dat metylace DNA microarray platformy, jsou dále diskutována data z 

použité statistických přístupů získaná u kohorty osob exponovaných nanočásticím v pracovním 

prostředí (Rossnerova a kol., 2020a - příloha 4).  

Pilotní výzkum, který je v disertační práci prezentován, je směřován k hledání interakcí v regulaci 

genové exprese.  
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CÍLE 

 

Stěžejním cílem disertační práce bylo ověření hypotézy, že v rozdílném prostředí několika lokalit 

České republiky dochází v průběhu prenatálního vývoje novorozenců k významným genetickým 

změnám, které se projevují na molekulární úrovni.  

Disertační práce má tyto cíle: 

• Charakterizovat populační rozdíly u studovaných párů matka-novorozenec žijících v 

různých lokalitách ČR a vyhodnotit vztah ke znečištění ovzduší v době, kdy byl odebírán 

biologický materiál. 

• S využitím celogenomového přístupu popsat DEGs u novorozenců z Karviné a ČB, četnost 

těchto genů, ovlivnění jejich aktivity a funkci v biologických procesech. 

• Identifikovat rozdílné profily genově-specifické metylace DNA u novorozenců narozených 

v Mostě a ČB a nalézt biomarkery, reprezentované rozdílně metylovanými CpG místy na 

genomu, které jsou specifické pro jednotlivé lokality. 

• Nalézt diferenciálně exprimované miRNA u novorozenců z Mostu a ČB, které by mohly 

indikovat dlouhodobé změny na genetické úrovni. 
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METODIKA 

STUDOVANÉ SUBJEKTY A ROZDĚLENÍ STUDIÍ  

 

Sledovaní novorozenci se narodili v Nemocnici s poliklinikou Karviná-Ráj, Nemocnici České 

Budějovice, a.s. a v Krajské zdravotní a.s. Nemocnice Most, o.z. Studie byla schválena Etickou 

komisí ÚEM AV ČR, etickými komisemi zúčastněných nemocnic, a matky novorozenců souhlasily s 

poskytnutím biologického materiálu a podrobných údajů o sobě i dítěti podpisem informovaného 

souhlasu o dobrovolné účasti ve studii. Podmínkou zapojení do studie byly matky nekuřačky, které 

porodily v termínu (37. – 41. týden). Součástí odběrů byly podrobné mateřské dotazníky. Do 

analýz byl taktéž zahrnut lékařský novorozenecký dotazník se zdravotnickými údaji o průběhu 

porodu a o dítěti.  

Pro zpřehlednění studovaných subjektů z Karviné, Mostu a ČB (Obr. 7) a zvolených metod byla 

disertační práce rozdělena na tři studie (Studie 1, 2 a 3; Obr. 8). Použité metody byly prováděny 

v rámci výzkumných projektů uvedených v úvodu práce, přičemž pro pilotní výzkum se počet 

vzorků v každé studii lišil dle dostupnosti a kvality biologického materiálu.  

Studie 1 zahrnovala novorozence z Karviné a ČB. Novorozenci z Karviné narození od srpna 2013 

do října 2013 (období L) a poté od ledna 2014 do května 2014 (období Z) byli srovnáváni s 

novorozenci z ČB narozenými ve stejném období. Studie byla zaměřena na diferenciální 

celogenomovou genovou expresi.  

Studie 2 se věnovala genově-specifické metylaci DNA u vzorků novorozenců z Mostu, kteří byli 

narozeni od března do srpna 2017, ve srovnání se vzorky novorozenců z ČB narozenými od ledna 

do března 2014 (podsoubor Studie 1, pro nějž je k dispozici i miRNA pro sjednocení souborů všech 

tří studií).  

Studie 3 popisuje diferenciální expresi miRNA u souboru novorozenců, kteří tvoří podsoubor ze 

Studie 2. Z důvodu rozdílného období odběrů vzorků byly ve Studii 2 a 3 srovnávány pouze lokality.  
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Obr. 7 Mapa ČR s vyznačením bydlišť matek zahrnutých do studie. 

 

 

 

. 

 

 

Obr. 8 Přehled studií, které rozdělují disertační práci do více celků podle provedených analýz. 
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MĚŘENÍ KONCENTRACÍ LÁTEK VE VNĚJŠÍM OVZDUŠÍ  

 

Data naměřených koncentrací PM2.5 a B[a]P během období porodů ve Studii 1 byla získána ze 

stacionárních vzorkovačů High Volume (HiVol) 3000 Air Sampler (model ECO-HVS3000, Ecotech, 

Australia) v reprezentativních lokacích studovaných lokalit. Vzorky z frakcí PM2.5 byly sbírány na 

membránové filtry (Pallflex EMFAB, TX40H120-WW) a vyměňovány nejpozději každých 72 hod. 

Způsob odběru vzorků ovzduší, extrakce hmotnostních frakcí z filtrů a chemické analýzy PAU 

s použitím chromatografie (GC-MS/MS) byly popsány v Topinka a kol. (2011).  

Protože data získaná z HiVol signifikantně korelovala (r=0,86, p < 0,001) s hodnotami získanými 

z jednotlivých měření z blízkých stanic ČHMÚ, byly oba datasety spojeny pro zvýšení pokrytí 

expozice polutantům v období porodů.  Informace o průměrné roční koncentraci vybraných 

polutantů (B[a]P, PM2.5, SO2, NOX a NO2) byly získány z tabelárních ročenek ČHMÚ3.  

BIOLOGICKÝ MATERIÁL  

 

Biologickým materiálem od novorozenců byla pupečníková krev, odebíraná ihned po porodu do 

dvou zkumavek VACUETTE obsahujících etylendiamintetraoctovou kyselinu (EDTA). Jedna 

zkumavka byla v porodnicích předzpracována stabilizační částí kitu LeukoLOCK Total RNA Isolation 

System (Ambion, TX, USA), který filtrací plné krve přes filtr LeukoLOCK a následným promytím 

stabilizačním roztokem zajistí po zmražení zachování integrity RNA. Do laboratoře ÚEM byly 

doručeny zamražené filtry LeukoLOCK se zachycenými leukocyty stabilizovanými v roztoku 

RNAlater. Druhá zkumavka krve (s částečně separovanou plazmou) sloužila pro izolaci DNA a po 

odběru z pupečníku byla ihned zamražena při -20 °C.  

STUDIE 1 - ZPRACOVÁNÍ RNA 

Celková RNA byla izolována z leukocytů separací na magnetických kuličkách izolační částí kitu 

LeukoLOCK Total RNA Isolation System (Ambion, TX, USA). Koncentrace byla měřena na přístroji 

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

                                                                 

3 http://portal.chmi.cz/files/portal/docs/uoco/isko/tab_roc/tab_roc_CZ.html 
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RNA nebyl mezi studovanými lokalitami pozorován signifikantní rozdíl. Integrita RNA (RIN) byla 

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

Celkem 202 vzorků s průměrnou hodnotou RNA Integrity Number (RIN) 7,31 ± 1,13 bylo uchováno 

při -80 °C pro další analýzu.  

RNA v množství 200 ng byla reverzně přepsána do cDNA a poté in vitro transkripcí převedena na 

cRNA použitím kitu IlluminaTotalPrep RNA Amplification Kit (Ambion, TX, USA). Celkem 750 ng 

cRNA značené biotinem bylo hybridizováno na čipech Illumina HumanHT-12 v4 Expression 

BeadChips (Illumina, CA, USA). Hybridizační postup byl přesně dodržován dle protokolu 

předepsaného výrobcem. Hybridizované čipy byly naskenovány pomocí systému iScan (Illumina, 

CA, USA) v celkovém počtu 18 čipů (12 vzorků na 1 čipu). Každý naskenovaný vzorek obsahuje 

hodnoty intenzit u 47 324 sond pro více než 31 000 anotovaných genů odvozených z National 

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

STUDIE 2 - ZPRACOVÁNÍ DNA  

Genomická DNA (gDNA) byla izolována vysolovací Milerovou metodou (Miller a kol., 1988), 

modifikovanou dle Schmuczerova a kol. (2009). 

DNA v množství 1000 ng u 50 vzorků (22 z Mostu a 28 z ČB) byla upravena hydrogensiřičitanem 

sodným použitím kitu EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research, CA, USA) pro konverzi 

nemetylovaných cytosinů na uracily, zatímco metylované cytosiny zůstaly nezměněny. 

Konvertovaná DNA byla po denaturaci, fragmentaci a precipitaci hybridizována na čipech Infinium 

MethylationEPIC Kit (Illumina, CA, USA). Každý čip obsahuje 8 vzorků a je skenován na přístroji 

iScan (Illumina, CA, USA). V každém slotu se nachází více než 850 000 metylačních míst s rozlišením 

na jeden nukleotid. Metylační status každého CpG místa je hodnocen dvoukanálově měřením 

intenzit páru metylované a nemetylované sondy.  

STUDIE 3 - ZPRACOVÁNÍ miRNA  

Celkem 39 vzorků (21 z Mostu a 18 z ČB) bylo zpracováno alternativním postupem LeukoLOCK 

Total RNA Isolation System (Ambion, TX, USA), který na separaci RNA využívá kombinaci kolonek 

a TRI Reagent. Důvodem použití tohoto protokolu byla možnost vychytání i krátkých molekul RNA, 

které se na magnetické kuličky využívané pro izolaci RNA nenaváží. Knihovny malých RNA byly 

připraveny ze 150 ng celkové RNA použitím Qiaseq miRNA Library Kit (Qiagen Manchester Ltd; UK). 

Kit separuje veškeré malé RNA, včetně miRNA a piRNA. Knihovny miRNA o velikosti fragmentů cca 

180 bází byly ověřeny pomocí Fragment Analyzeru (Agilent Technologies, CA, USA) s použitím High 
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Sensitivity NGS Kit. Sekvenování knihoven (o koncentraci 4 nmol) v počtu osmi vzorků v jednom 

sekvenačním běhu bylo provedena na MiSeq systému (Illumina, CA, USA) s využitím MiSeq 

Reagent Kitu v3 (Illumina, CA, USA).   

STATISTICKÁ ANALÝZA  

 

Epidemiologická data získaná z dotazníkových šetření u studovaných skupin byla zpracována 

v prostředí R základními metodami popisné statistiky. V závislosti na rozložení dat byl pro 

porovnání mezi jednotlivými lokalitami, případně obdobími, proveden buď t-test nebo 

neparametrický Mann-Whitney Sum U-test. Test ANOVA byl použit při porovnávání více faktorů 

získaných z dotazníků.  

STUDIE 1 - ANALÝZA CELOGENOMOVÉ GENOVÉ EXPRESE 

 

Naskenovaná primární data z hybridizace na čipech Illumina HumanHT-12 v4 Expression 

BeadChips (Illumina) byla nejprve importována do nástroje Genome Studio (Illumina) a výstupní 

matice byla nahrána do prostředí R s hodnotami průměrných intenzit fluorescenčního signálu a 

detekčních p-hodnot každého transkriptu. Data genové exprese byla očištěna od pozadí, 

normalizována kvantilovou normalizací a zlogaritmována. Přibližně 30 % hodnot se nacházelo pod 

detekčním limitem (detekční p-hodnota < 0,05). Batch efekt, který byl způsoben čipem (na 

každém čipu se nacházelo 12 vzorků), byl odstraněn funkcí ComBat (balíček sva). Pro kompletní 

vyhlazení batch efektu byl parametr čipu zahrnut jako jeden z faktorů do lineárního modelu, který 

byl použit pro detekci specifických DEGs. Dalšími faktory aplikovanými v lineárním modelu byly 

věk matky, pohlaví dítěte a hodnota RIN. Faktory byly vybrány na základě ANOVA testování, které 

hodnotilo efekt přidaní potenciálního nového faktoru do lineárního modelu. Tento efekt byl 

kvantifikován rozložením p-hodnot, které byly asociovány s jednotlivými transkripty od 

signifikantních k nesignifikantním a obráceně. Diferenciálně exprimované geny byly identifikovány 

použitím funkce topTable (balíček limma). p-hodnoty byly upraveny metodou pro mnohočetné 

testování Benjamini-Hochberg (BH)  (Benjamini a Hochberg, 1995) a adjustovány korekcí typu FDR 

(false discovery rate). Transkripty s BH q-value < 0,05 byly považovány za signifikantní.  

Hodnoty log2FC popisují násobky rozdílu v diferenciální expresi, přičemž limit pro signifikanci byl 

nastaven na log2FC > 0,8 pro up-regulované a log2FC < -0,8 pro down-regulované transkripty. 

Analýza obohacených genových sad (geneset enrichment) byla provedena nástrojem 

Enrichrwebtool (Chen a kol., 2013; Kuleshov a kol., 2016). Jako signifikantně ovlivněné 

biochemické dráhy z databází KEGG (Kyoto Encyklopedia of Genes and Genomes) a WikiPathways 
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2015 byly považovány dráhy s p < 0,05. Dráhy byly dále charakterizované pomocí Z-skóre, které je 

definováno jako rozdíl mezi odchylkou z váženého průměru expresních hodnot genů v každé dráze 

a odchylkou z váženého průměru všech genů po normalizaci.  

STUDIE 2 - ANALÝZA GENOVĚ -SPECIFICKÉ METYLACE DNA 

 

Primární data z čipů Infinium MethylationEPIC Kit (Illumina) charakterizována intenzitami 

fluorescenčního signálu byla importována do prostředí R. Primární analýza dat byla provedena 

balíčkem minfi. Data byla očištěna od pozadí, normalizována kvantilovou normalizací a 

zlogaritmována. Z více než jednoho milionů sond hybridizovaných na čipech bylo postupnou 

filtrací získáno 765 106 sond, které byly následně analyzovány. Z metylačního setu byly odstraněny 

sondy s nízkou detekční p-hodnotou, sondy na pohlavních chromozomech, cross-reaktivní sondy 

a sondy se známými SNPs v CpG místech.   

Beta hodnoty (získané fukncí getBeta z balíčku minfi) reprezentují úroveň metylace a jsou 

poměrem fluorescenčního signálu metylovaných a nemetylovaných míst. Signifikantní β hodnoty 

metylovaných míst  < 0,2 jsou považovány za hypometylovaná, zatímco β > 0,8  za 

hypermetylovaná.  Pro analýzu byly také získány M hodnoty (logβ hodnot).  

Batch efekt, který byl detekován u některých čipů (na každý čip se nanáší 8 vzorků) na základě 

vykreslení hlavních komponent, byl následně odstraněn funkcí ComBat z balíčku sva. Označení 

čipu bylo rovněž použito jako faktor v lineárním modelu. Seznam diferenciálně hypo- a 

hypermetylovaných míst byl získán použitím funkce topTable (limma).  

Pro zpracování microarray dat je nejvyužívanější korekce p-hodnot metodou mnohočetného 

testování BH (Benjamini a Hochberg, 1995), která byla použita například v naší nedávné studii 

(Rossnerova a kol., 2020a - příloha 4). Nicméně při použití BH metody ve Studii 2 bylo získáno 

několik desítek tisíc diferenciálně metylovaných míst. Proto pro zesílení významnosti nalezených 

CpG míst byla použita robustnější korekce na mnohočetné testování, které bylo v této studii 

provedeno přísnější metodou Holm (Holm, 1979). Diferenciálně metylovaná místa s adjustovanou 

p-hodnotou < 0,01 byla považována za signifikantní.  

Použitím anotačního balíčku AnnotationDbi byly získány kompletní anotace, včetně funkčního 

přiřazení CpG místa ke konkrétnímu genu a pozici místa na genu. U nalezených diferenciálně 

metylovaných míst byla na základě známých ENTREZID a s využitím funkcí knihoven enrichplot a 

clusterProfiler provedena statistická a funkční analýza obohacených genových sad a popsána 
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genová ontologie u potenciálně ovlivněných biologických procesů. Vykreslení genů v KEGG 

drahách bylo použito v nástroji KEGG mapper (Kanehisa a Sato, 2020). 

STUDIE 3 - ANALÝZA EXPRESE miRNA 

 

FASTQ soubory z osmi sekvenačních běhů byly nahrány do online nástroje GeneGlobe (Qiagen) 

pro provedení primární analýzy. Analýzou byla zjištěna distribuce sekvenovaných typů RNA a 

počtu miRNA. V datech bylo identifikováno v průměru 2 284 201 čtení miRNA molekul, které 

průměrně tvořily více než 60 % celkového počtu sekvenačního čtení. V GeneGlobe byly 

identifikovány počty UMI sekvencí miRNA (Unique Molecular Index), které kompenzují sekvenační 

bias. Poměr počtu celkových čtení a UMI čtení se neliší o více než 10 %. Molekuly piRNA do 

sekundární analýzy nebyly zahrnuty.  

Sekundární analýza pro detekci diferenciálně exprimovaných miRNA byla provedena s použitím 

knihovny DESeq2 v programu R (Love a kol., 2014) na UMI čteních. Pro párové porovnání mezi 

lokalitami byl použit Waldův test (Chen a kol., 2011), který je vhodný pro testování sekvenačních 

dat, pro korekci na multičetné testování byla použita BH metoda (Benjamini a Hochberg, 1995).  

Rovnice modelu počítala s rozdílem mezi lokalitami, kde byl ovlivňujícím faktorem zařazen batch 

sedmi sekvenčních běhů, které by mohly ovlivnit biologický rozdíl.   

Hodnoty log2FC popisují stejně jako ve Studii 1 násobky rozdílu v diferenciální expresi, přičemž 

limit pro signifikanci byl nastaven na logFC > 0 pro up-regulované a logFC < 0 pro down-regulované 

miRNA.   

Některé z vybraných diferenciálně exprimovaných miRNA byly anotovány v open-source 

platformě miRWalk pro predikci cílů známých genů, které miRNA regulují (Sticht a kol., 2018). 

Interakce a uvedené biologické procesy jsou získány z databáze miRTarBase (Hsu a kol., 2011).   
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VÝSLEDKY 

CHARAKTERISTIKA SUBJEKTŮ   

 

Největší soubor novorozenců byl sledován ve Studii 1, kterou tvořilo celkem 202 párů matka-

novorozenec z Karviné a ČB. Do Studie 2 bylo zahrnuto 50 párů z Mostu a ČB a Studie 3 se zabývala 

39 páry matka-novorozenec z Mostu a ČB.  

Základní charakteristiky matek a novorozenců byly založeny na mateřském a lékařském dotazníku. 

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

Ve Studii 1 byly soubory rozděleny na dvě odběrová období, která byla charakterizována datem 

narození novorozenců. I když několik matek kouřilo v prvním trimestru těhotenství, signifikantní 

vliv na výsledky Studie 1 nebyl zaznamenán a vzorky byly v analyzovaném souboru ponechány.   

Některé parametry se mezi studovanými skupinami mírně lišily. Pasivní kouření v domácnosti a 

aktivní kouření matek před těhotenstvím (p < 0,05) a v 1. trimestru bylo častější u matek z Karviné. 

Statistická významnost (p < 0,05) byla pozorována u dosaženého vzdělání a věku matky: v Karviné 

byl vyšší podíl mladších matek se základním vzděláním.  

Všech 28 párů z ČB hodnocených ve Studii 2 bylo zároveň součástí Studie 1. U matek žijících 

v okrese Most pozorujeme vyšší podíl kuřaček před těhotenstvím (50 %) a vyšší počet žen se 

základním vzděláním (9 %). Statisticky významná (p < 0,01) je nižší porodní váha novorozenců 

z Mostu (3456 ± 515 g) oproti porodní váze novorozenců z ČB (3602 ± 459 g).  

Studie 3 zahrnovala novorozence z Mostu a ČB, kteří tvořili podsoubor Studie 2. Protože bylo 

několik vzorků vyřazeno kvůli špatné kvalitě miRNA knihoven a v souboru je tedy zařazeno méně 

subjektů než ve Studii 2, je charakteristika Studie 3 uvedená samostatně v Tab. 4. Rozdíly mezi 

oběma lokalitami jsou obdobné jako ve Studii 2.  
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Tab. 2 Základní charakteristiky párů matka-novorozenec pro Studii 1 získané z mateřských a lékařských 

dotazníků.  

 

Karviná ČB  

Období L  

(N=43) 

Období Z 

(N=51) 

Období L 

(N=34) 

Období Z 

(N=74)  

průměr; SD nebo 
N (%) 

průměr; SD 
nebo N (%) 

průměr; SD 
nebo N (%) 

průměr; SD 
nebo N (%) 

Matky – základní charakteristiky  

Věk (p < 0,05 při srovnání lokalit) 28,9; 4,8 30,6; 4,6 32,3; 3,9 32,4; 4,4 

BMI 24,1; 4,0 24,2; 4,5 23,6; 3,9 24,0; 5,0 

Typ porodu  

  Vaginální 26 (60 %) 30 (59 %) 24 (71 %) 38 (51 %) 

  Císařský řez 17 (40 %) 15 (29 %) 9 (26 %) 31 (42 %) 

  Jiný× 0 (0 %) 6 (12 %) 1 (3 %) 5 (7 %) 

Faktory životního stylu  

Vzdělání matky  

  Základní (p < 0,05 při srovnání 

lokalit) 
6 (14 %) 1 (2 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 

  Středoškolské 22 (51 %) 27 (53 %) 21 (62 %) 43 (58 %) 

  Vysokoškolské 15 (35 %) 20 (40 %) 11 (32 %) 28 (38 %) 

  Neznámé 0 (0 %) 3 (6 %) 2 (6 %) 3 (4 %) 

Aktivní kouření   

  Před těhotenstvím (p < 0,05 při 

srovnání lokalit) 
6 (14 %) 11 (21 %) 4 (12 %) 5 (7 %) 

  V 1. trimestru 5 (12 %) 4 (8 %) 1 (3 %) 3 (4 %) 

  Ve 3. trimestru 0 (0 %) 2 (4 %) 1 (3 %) 0 (0 %) 

Pasivní kouření v domácnosti  7 (16 %) 10 (20 %) 6 (18 %) 10 (14 %) 

Konzumace alkoholu  

v těhotenství* 

7 (16 %) 5 (10 %) 6 (18 %) 9 (12 %) 

Užívání vitaminů  

během těhotenství 

27 (63 %) 33 (65 %) 22 (65 %) 57 (77 %) 

Novorozenci – základní charakteristiky  

Pohlaví  

  Chlapec 22 (51 %) 20 (39 %) 14 (41 %) 38 (51 %) 

  Děvče 21 (49 %) 31 (61 %) 20 (59 %) 36 (49 %) 

Porodní váha (g) 3340; 469 3373; 419 3413; 448 3491; 438 

×Klešťový porod či porod vakuumextrakcí. 

*Konzumace alkoholických nápojů častější než 1x týdně. 
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Tab. 3. Základní charakteristiky párů matka-novorozenec pro Studii 2 získané z mateřských a lékařských 

dotazníků. 
 

Most ČB  

N = 22 N = 28  

průměr; SD nebo N (%) průměr; SD nebo N (%) 

Matky – základní charakteristiky 

Věk 31,3; 5,0 32,8; 3,9 

BMI 24,1; 4,7 24,4; 3,8 

Typ porodu 

  

 

Vaginální 14 (64 %) 22 (71 %)  

Císařský řez 7 (32 %) 6 (29 %)  

Jiný× 1 (5 %) 0 (0 %) 

Faktory životního stylu 

Vzdělání matky  

Základní 2 (9 %) 0 (0 %)  

Středoškolské 12 (55 %) 17 (61 %)  

Vysokoškolské 8 (36 %) 8 (29 %)  

Neznámé 0 (0 %) 2 (7 %) 

Aktivní kouření  

Před těhotenstvím (p < 0,05) 11 (50 %) 8 (29 %)  

V 1. trimestru 1 (5 %) 1 (4 %)  

Ve 3. trimestru 0 (0 %) 0 (0 %) 

Pasivní kouření v domácnosti (p < 0,05) 7 (32 %) 5 (18 %) 

Konzumace alkoholu v těhotenství* 2 (9 %) 2 (7 %) 

Užívání vitaminů během těhotenství 16 (73 %) 20 (71 %) 

Novorozenci – základní charakteristiky 

Pohlaví  

Chlapec 10 (45 %) 15 (54 %)  

Děvče 12 (55 %) 13 (46 %) 

Porodní váha (g) (p < 0,05) 3456; 515 3602; 459 

×Klešťový porod či porod vakuumextrakcí. 

*Konzumace alkoholických nápojů častější než 1x týdně. 
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Tab. 4. Základní charakteristiky párů matka-novorozenec pro Studii 3 získané z mateřských a lékařských 

dotazníků. 

 

Most ČB  

N = 21 N = 18  

průměr; SD nebo N (%) průměr; SD nebo N (%) 

Matky – základní charakteristiky 

Věk 31,2; 5,1 33,6; 3,4 

BMI 24,4; 4,5 23,6; 3,5 

Typ porodu 

  Vaginální 13 (62 %) 17 (94 %) 

  Císařský řez 7 (33 %) 1 (6 %) 

  Jiný× 1 (1 %) 0 (0 %) 

Faktory životního stylu 

Vzdělání matky 

  Základní 2 (10 %) 0 (0 %) 

  Středoškolské 12 (57 %) 10 (56 %) 

  Vysokoškolské 7 (33 %) 6 (18 %) 

  Neznámé 0 (0 %) 2 (18 %) 

Aktivní kouření 

  Před těhotenstvím (p < 0,05) 10 (48 %) 5 (28 %) 

  V 1. trimestru 1 (1 %) 1 (6 %) 

  Ve 3. trimestru 0 (0 %) 0 (0 %) 

Pasivní kouření v domácnosti (p < 0,05) 7 (33 %) 3 (17 %) 

Konzumace alkoholu v těhotenství* 2 (10 %) 0 (0 %) 

Užívání vitaminů během těhotenství 15 (71 %) 13 (72 %) 

Novorozenci – základní charakteristiky 

Pohlaví 

  Chlapec 10 (48 %) 8 (44 %) 

  Děvče 11 (52 %) 10 (56 %) 

Novorozenecká hmotnost (g) (p < 0,05) 3495; 494 3664; 526 

×Klešťový porod či porod vakuumextrakcí. 

*Konzumace alkoholických nápojů častější než 1x týdně. 
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HODNOCENÍ ZNEČIŠTĚNÍ  OVZDUŠÍ  

 

Protože byla ve Studii 1 porovnávána dvě období ve dvou následujících letech (2013 a 2014) a ve 

Studii 2 a 3 v rozdílných letech (2014 a 2016), jsou na Obr. 9 a Obr. 10. vyznačena časová okna 

jednotlivých studií.   

Naměřené koncentrace polutantů PM2.5 a B[a]P v době narození novorozenců ve Studii 1 byly 

dominantním a signifikantním faktorem (p < 0,001), který rozděloval lokality a období. Nejvyšší 

naměřené koncentrace (průměr ± SD) byly v Karviné během období Z: PM2.5: 40,3 ± 31,5 µg/m3; 

B[a]P: 5,2 ± 5,5 ng/m3. Nejnižší úroveň znečištění ovzduší byla detekována v ČB v období L: PM2.5: 

12,5 ± 6,5 µg/m3; B[a]P: 0,5 ± 0,6 ng/m3. Průměrné hodnoty pro jednotlivá období v Karviné a ČB 

jsou uvedeny v Tab. 5.  

U Studie 2 a 3, ve kterých byly porovnávány lokality Most a ČB, není možné provést posouzení 

vlivu úrovně znečištěného ovzduší během odběru vzorků, protože se novorozenci nenarodili ani 

ve stejném období, ani ve stejném roce. Naměřené koncentrace polutantů v časových oknech v ČB 

jsou navíc vyšší než v Mostě, protože v případě ČB se jednalo o zimní a v případě Mostu o letní 

období.  

Ve sledovaném období nebylo možné posuzovat překračování imisních limitů, protože ty jsou 

definované pro roční průměrné koncentrace polutantů a ve studii byly srovnávány pouze části 

roků. Proto byly pro úplnost průměrné roční koncentrace vybraných polutantů (B[a]P, PM2.5, SO2, 

NOX, NO2) mezi lety 2013-2017 ve studovaných lokalitách zkompletovány z tabelárních ročenek 

ČHMÚ (Tab. 6).  

K dlouholetému překračování ročních imisních limitů docházelo zejména u B[a]P ve všech třech 

lokalitách, přičemž v Mostě nebyla koncentrace B[a]P měřena a nejbližší stanice byla umístěna 

v nedalekých Teplicích. Znečištění zde však bylo nižší než v ČB, zejména ve studovaných letech 

2016 a 2017. V případě PM2.5 byly překračovány limity každoročně v Karviné. V Mostě došlo 

k překročení limitů v letech 2013 a 2014. V letech 2016 a 2017 bylo znečištění v Mostě a ČB 

srovnatelné a nepřekračovalo roční imisní limity. U dalších polutantů nebyly až na výjimky (NOX 

v letech 2014 a 2015 v Karviné) roční limity překročeny. Obecně bylo však znečištění v Mostě dané 

koncentracemi SO2 a NO2 mírně vyšší oproti ČB, zatímco u NOX byly roční koncentrace v Mostě 

nižší než v ČB. Nejvyšší naměřené hodnoty byly ve všech letech naměřeny v Karviné.  
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Obr. 9. Koncentrace PM2.5 pro Karvinou a ČB v letech 2013-2014 s vyznačenými obdobími roku a časovými 

okny jednotlivých studií. Čarou je vyznačen roční imisní limit pro PM2.5 25 µg/m3, který platil do roku 2019. 

Studie 1 

L 

Studie 1 

Z 

Studie 1 

Z 

Studie 1 

L 

Studie 2 a 3 

 

Studie 1 

Z 
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Obr. 10 Koncentrace PM2.5 pro Most a ČB v letech 2016-2017 s vyznačenými obdobími roku a časovými 

okny jednotlivých studií. Čarou je vyznačen roční imisní limit pro PM2.5 25 µg/m3, který platil do roku 2019. 

Studie 2 a 3 
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Tab. 5 Průměrné hodnoty (± SD) polutantů pro jednotlivá období lokalit Karviné a ČB ve Studii 1.  

Polutanty Karviná – L Karviná – Z ČB – L ČB – Z 

PM2.5 (µg/m3) 31,4 ± 28,7 40,3 ± 31,5 12,5 ± 6,5 21,1 ± 13,2 

B[a]P (ng/m3) 2,9 ± 4,4 5,2 ± 5,5 0,5 ± 0,6 1,6 ± 1,2 

 

Tab. 6 Průměrné roční koncentrace polutantů pro lokality Most, ČB a Karviná od roku 2013 do 2017. 

Překročené roční imisní limity dané EU jsou označeny tučně (Zdroj: Tabulární ročenky ČHMÚ). 

B[a]P (ng/m3) 

Limit 1 ng/m3 2013 2014 2015 2016 2017 

ČB 1,5 ± 1,6 1,2 ± 1,3 1,4 ± 1,4 1,8 ± 2,9 1,3 ± 1,8 

Most (Teplice) 1,3 ± 1,7 1,1 ± 1,2 1,1 ± 1,5 0,9 ± 1,2 0,9 ± 1,4 

Karviná 4,5 ± 6,7 3,6 ± 5,5 3,5 ± 4,5 3,3 ± 4,3 4,2 ± 7,9 

           

PM2.5 (µg/m3) 

Limit 25 µg/m3 2013 2014 2015 2016 2017 

ČB 18,3 ± 14,7 16,9 ± 10,4 14,3 ± 8,6 18,5 ± 14,5 14,6 ± 15,0 

Most 21,8 ± 14,9 22,4 ± 14,2 18,7 ± 13,8 18,4 ± 12,5 18,3 ± 18,0 

Karviná 38,1 ± 36,6 36,2 ± 30,3 33,1 ± 27,6 27,1 ± 21,8 27,0 ± 30,0 

           

SO2 (µg/m3) 

Limit 20 µg/m3 2013 2014 2015 2016 2017 

ČB 4,8 ± 3,0 4,3 ± 3,4 3,8 ± 2,1 2,1 ± 1,1 3,0 ± 1,6 

Most 9,8 ± 6,4 6,7 ± 5,0 8,4 ± 4,7 8,8 ± 5,7 9,1 ± 5,7 

Karviná 12,0 ± 9,5 9,9 ± 7,8 9,2 ± 5,8 9,2 ± 5,9 10,0 ± 9,4 

           

NOX (µg/m3) 

Limit 30 µg/m3 2013 2014 2015 2016 2017 

ČB - - 22,5 ± 17,3 26,0 ± 21,5 25,6 ± 29,6 - - 

Most 16,4 ± 9,4 16,6 ± 9,1 16,5 ± 10,3 15,9 ± 9,1 16,1 ± 11,1 

Karviná 21,2 ± 13,4 32,2 ± 19,2 30,4 ± 17,8 29,4 ± 16,7 21,9 ± 16,9 

           

NO2 (µg/m3) 

Limit 40 µg/m3 2013 2014 2015 2016 2017 

ČB 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 

Karviná 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 - HODNOCENÍ DIFERENCIÁLNĚ EXPRIMOVANÝCH GENŮ  

 

Srovnáním všech vzorků z Karviné s kontrolní lokalitou ČB bylo nalezeno několik desítek DEGs v 

letním (L) a zimním (Z) období. V analýze hlavních komponent (PCA) je mezi prvními dvěma 

hlavními komponentami všech detekovaných DEGs patrný rozdílný profil v genové expresi mezi 

lokalitami v obou obdobích (Obr. 11).  

Nejvyšší počet DEGs byl pozorován u vzorků z Karviné v Z období při srovnání se vzorky z ČB ve 

stejném období: 135 genů se zvýšenou expresí (up-regulovaných) a 49 genů se sníženou expresí 

(down-regulovaných). V L období bylo u skupiny z Karviné nalezeno 17 up a 3 down-regulované 

geny ve srovnání se stejným obdobím v ČB. 

Rozdílně exprimované geny specifické pro vzorky z ČB byly nalezeny srovnáním Z a L období 

porodu: Celkem 127 up- a 46 down-regulovaných genů. Stejným sezónním srovnáním u vzorků z 

Karviné byly identifikovány celkem 4 up- a 11 down-regulovaných genů. Počty unikátních a 

společných DEGs pro jednotlivé skupiny jsou uvedeny na Obr. 12.  

Podrobnější výsledky se zaměřují na nejvýznamnější diferenciálně exprimované geny u vzorků z 

Karviné během zimního období porodu ve srovnání se stejným obdobím v ČB. Hierarchické 

klastrování mezi oběma lokalitami u nejvýznamnějších DEGs je ukázáno na Obr. 13.  

 

 

Obr. 11 Na hlavních komponentách je patrná signifikantní separace mezi Karvinou a ČB v L a Z období. 

Zvýrazněný symbol u každého klastru značí medián hodnot log-intenzit studovaných skupin. 
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Obr. 12 Vennův diagram reportuje počty DEGs specifických ve studovaných skupinách. (A) Karviná vs. ČB v 

zimním období; (B) Karviná vs. ČB v letním období; (C) Srovnání Karviné mezi oběma obdobími; (D) 

Srovnání ČB mezi oběma obdobími; (E) Karviná vs. ČB nezávisle na období.  

 

Obr. 13 Mapa nejvýznamnějších DEGs nalezených u vzorků z Karviné v zimním období (season 2) ve 

srovnání se zimním obdobím ČB. Individuální vzorky jsou znázorněny ve sloupcích, řádky reprezentují log-

intenzitu jednotlivých genů.  
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Diferenciálně exprimované geny specifické pro vzorky z Karviné odebrané v zimním období jsou 

zobrazeny také na Obr. 14. Geny s hodnotami |log2FC|> 1,4 jsou označeny symbolem a vybrané 

z nich jsou popsány níže.  

 

Mezi nejvýrazněji down-regulované geny nalezené ve vzorcích z Karviné v zimním období patří 

PRSS33 (log2FC = -1,46, p <0,001). Gen byl zároveň up-regulován ve vzorcích z ČB při srovnání 

zimního a letního období. Z výrazně up-regulovaných genů u karvinských vzorků ze zimního období 

byl pozorován pseudogen SERPINA13 (log2FC = 1,74, p <0,001), gen FBXO7 (log2FC = 1,58, p <0,001) 

a MUC6 (log2FC = 1,56, p <0,001).  

Při srovnání vzorků z letních období byla u vzorků z Karviné pozorována up-regulace genů BCL2L1 

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

Obr. 14 Individuální DEGs specifické pro karvinské vzorky odebrané v zimním období. Graf zobrazuje 

signifikantní geny (p-hodnota < 0,05; černě), up-regulované geny (log2FC > 0,8; fialově) a down-regulované 

geny (log2FC < -0,8, modře). Geny s log2FC > 1,4 a log2FC < -1,4 jsou vyznačeny symbolem.  
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Z deregulovaných transkriptů specifických pro vzorky z ČB byla identifikována up-regulace EP300 

(log2FC = 1,47, p <0,001) a down-regulace genu HINT3 (log2FC = -1,60, p <0,001). 

Nízký počet nalezených DEGs neumožňoval provést plnohodnotnou analýzu. Pro přehled jsou 

uvedeny pouze statisticky signifikantní dráhy (p < 0,05), které zahrnují více než dva DEGs. Celkem 

28 deregulovaných drah bylo pozorováno u vzorků z Karviné při srovnání zimního a letního období. 

Šestnáct drah bylo signifikantně deregulováno ve vzorcích odebraných v zimním období bez 

ohledu na lokalitu. Odpovědí na znečištěné ovzduší v Karviné v zimním období oproti letnímu 

může být signifikantní ovlivnění funkce některých drah imunitních procesů (p <0,001), jako je 

signální dráha pro receptor B-buněk (hsa:04662 B-cell receptor signalling pathway) a signální 

dráha pro receptor T-buněk (hsa: 04660 T-cell receptor signaling pathway).  

U vzorků z Karviné, které byly porovnány se vzorky z ČB v zimním období, bylo nalezeno 12 

deregulovaných drah. Mezi nejvíce ovlivněné (p < 0,001) patřila dráha metabolismu porfyrinu a 

chlorofylu (map:00860 Porphyrin and chlorophyll metabolism) a dále dráha NRF2 (WP: NRF2 

pathway, p < 0,02). 

U vzorků z ČB bylo nalezeno při srovnání zimního a letního období deset potenciálně ovlivněných 

drah. Nejvýznamněji ovlivněná (p < 0,01) byla signální dráha FOXO (map:04068 FoxO signaling 

pathway).  

Při srovnání vzorků z Karviné a ČB v letním období byla identifikována potenciálně ovlivněná dráha 

amyotrofické laterální sklerózy (hsa:05014 Amyotrophic lateral sclerosis, p < 0,001) a signální 

dráha pro TNFα (WP: TNF-α Signaling Pathway, p < 0,01). 

Přehled signifikantně deregulovaných biochemických drah získaných srovnáním vzorků z Karviné 

a ČB je uveden v Tab. 7. Ostatní přehledy drah jsou uvedeny v publikaci (Honkova a kol., 

2018 - příloha 1).   
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Tab. 7. Signifikantní biochemické dráhy, které zahrnují dva a více diferenciálně exprimované geny, 

identifikované při srovnání lokalit pro jednotlivá období. Dráhy jsou uvedené v původním pojmenování.   

Karviná vs. ČB, období Z Databáze p-hodnota Z-skóre 

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 

    

Karviná vs. ČB, období L Databáze p-hodnota Z-skóre 

Amyotrophic lateral sclerosis  KEGG, WP  0,0001 -1,86 

TNF-α 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 
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STUDIE 2 - HODNOCENÍ GENOVĚ -SPECIFICKÉ METYLACE DNA 

 

Genově-specifická metylace DNA analyzovaná v 776 000 CpG místech byla hodnocena u 50 

novorozenců z Mostu a ČB. Po odfiltrování sond, které se nacházejí na pohlavních chromozomech, 

byl vykreslením hlavních komponent pozorován rozdílný profil metylace DNA s viditelnou tendencí 

separace mezi studovanými lokalitami (Obr. 15). Protože nemohl být hodnocen vliv rozdílného 

období, jsou v této kapitole analyzovány pouze rozdíly mezi lokalitami, kde exponovanou skupinou 

jsou novorozenci z Mostu a kontrolou novorozenci z ČB.  

Výstupem lineárního modelu byla identifikace 868 CpG míst, jejichž metylace se liší u vzorků z 

Mostu a ČB (p < 0,01). Z těchto míst bylo u vzorků z Mostu 238 hypometylováno a 630 

hypermetylováno.  

Výsledkem hierarchického klastrování je výrazný trend separace obou lokalit. Šest CpG míst 

s největšími rozdíly v hypermetylaci u vzorků z Mostu s log2FC> 1, je znázorněno v Obr. 16.  

Distribuce a četnost CpG míst v genomu je rozdělena mezi oblasti známé jako Open Sea4, které 

tvoří největší zastoupení nalezených CpG míst (84 % pro hypermetylovaná a 63 % pro 

hypometylovaná CpG), a dále CpG ostrůvky, které byly pozorovány pouze u hypometylovaných 

míst (7 % CpG ostrůvků).  

Dvanáct nejvýznamnějších odlišně hypo- a hypermetylovaných CpG míst je uvedených v Tab. 8.  

Nejvýraznější je hypermetylace místa cg10613215 (log2FC = 1,13, p = 2,30E-05), které se nachází 

na chromozomu 6 a reguluje aktivitu genu HIVEP2. Ta je spojována i s dalším signifikantním CpG 

(cg06770429, log2FC = 0,52, p = 7,0E-03).  Z hypometylovaných CpG míst je třeba zmínit 

cg11747349 (log2FC = -0,97, p = 1,2E-03) nacházející se také na 6. chromozomu, které ovlivňuje 

aktivitu genů GPSM3 a NOTCH4. Všechna nalezená odlišně metylovaná místa jsou uvedena 

v Doplňkové tabulce I. 

 

 

                                                                 

4 V žádné publikované literatuře dosud nebyly oficiálně použity české překlady pojmů „Open Sea“, 
„Shelf“ a „Shore“, proto jsou použita originální označení. 
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Obr. 16 Hierarchické klastrování šesti nejrozdílněji metylovaných CpG míst (log2FC > 1) mezi vzorky z Mostu 

a ČB. Sloupce značí jednotlivé vzorky, řádky reprezentují log-intenzity nejvýznamnějších CpG míst. 

 

 

 

Obr. 15 Profil metylace DNA vykreslený mezi dvěma hlavními komponentami u log-intenzit všech 776 000 

CpG míst zobrazuje oddělené skupiny z Mostu a ČB. 
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Tab. 8 Přehled nejvíce diferenciálně metylovaných CpG míst (log2FC < -0,9 a > 1) ve vzorcích z Mostu ve 

srovnání se vzorky z ČB.  

CpG Chromosom Umístění na 
genomu 

Gen log2FC adj. p-
hodnota 

Hypermetylace   

cg10613215 6 OpenSea HIVEP2 1,13 2,3E-05 

cg07031680 3 OpenSea BTLA 1,05 4,3E-05 

cg21264165 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 

cg21674018 18 OpenSea FECH 1,01 8,9E-03 

Hypometylace  

cg11747349 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 

cg21279706 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 diferenciálně metylovaných CpG míst bylo anotováno 559 známých genů, které byly 

podkladem pro analýzu geneset enrichment. Nalezeno bylo 9 signifikantních biochemických drah, 

z nichž pět nejvýznamnějších s označením genů a genovým překryvem je znázorněno na Obr. 17. 

Geny v uvedených procesech mohou být regulovány nalezenými demetylovanými CpG místy, 

proto byly do signální dráhy receptoru T-buněk (hsa:04660 T-Cell receptor signaling pathway) a 

dráhy primární imunodeficience (hsa: 05340 Primary immunodeficiency) zakresleny geny 

potenciálně deregulované hypo- či hypermetylací, které způsobují zvýšenou či sníženou aktivitu 

jejich exprese (Obr. 18 a Obr. 19). V signální dráze receptoru T-buněk bylo nalezeno celkem 23 

demetylovaných CpG míst, která mohou ovlivňovat funkci 16 genů, přičemž tři hypermetylovaná 

CpG místa (cg03889044, cg00795812, cg20805133), která se nacházejí ve shodné oblasti genomu, 

regulují gen PDCD1. Podobně může být regulována i aktivita genu LAT (cg16462073, cg16704586, 

cg25147847).  V dráze se také nachází gen TEC, jehož aktivita může být ovlivněna výraznou 

hypometylací (cg19149957, log2FC = -0.96, p = 8,4E-03).  

V testech genové ontologie bylo nalezeno 155 biologických procesů, z nichž většina souvisí s 

regulací v T buňkách imunitního systému a buněčné adheze. Přehled dvaceti nejvýznamnějších je 

znázorněn na Obr. 20.  
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Závěrečnou funkční analýzou, která shrnuje předchozí výstupy genových sad, je enrichment mapa 

(Obr. 21), která znázorňuje vzdálenosti biologických procesů příbuzné genové ontologie mezi 

jednotlivými genovými sadami. Největší funkční celek tvoří procesy, které se účastní regulace 

aktivity T buněk imunitního systému a signální transdukce. 

 

 

 

Obr. 17 Pět nejvýznamnějších procesů s popsanými geny, které jsou potenciálně regulovány diferenciálně 

metylovanými misty. Velikost kruhu každé kategorie značí počet genů, které se účastní dané dráhy. 
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Obr. 18 KEGG dráha (hsa:4660 T-cell receptor pathway) s vyznačením genů uvedených v Obr. 17 a jejich 

začlenění v dráze. Barevnou škálou je označená hypo- a hypermetylace CpG míst, které mohou dané geny 

regulovat. 

 

Obr. 19 KEGG dráha (hsa:05340 Primary immunodeficiency) s vyznačením genů uvedených v Obr. 17 a 

jejich začlenění v biologickém procesu. Zeleně jsou označeny hypermetylace CpG míst, které mohou dané 

geny regulovat. 

log FC 

 

-1      1 
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Obr. 20 Výběr 20 nejvýznamnějších biologických procesů genové ontologie. p-hodnota je znázorněná 

škálou barev a velikost kotoučů určuje počet genů účastnící se biologického procesu. 

 

Obr. 21 Propojení genových sad se vzájemným překryvem do větších funkčních celků. p-hodnota je 

vyznačena barevnou škálou, velikost kotoučů je počet genů v daném procesu. 
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STUDIE 3 - HODNOCENÍ DIFERENCIÁLNÍ EXPRESE MIRNA  

 

Diferenciální exprese molekul miRNA byla hodnocena jako pilotní experiment u souboru 39 

novorozenců z Mostu a ČB, který byl podsouborem Studie 2. Výstupem primární analýzy byla 

identifikace 899 molekul miRNA. Nalezeno bylo i 150 molekul piRNA, které však analyzovány 

nebyly. Rozdílný profil exprese miRNA s viditelnou separací mezi studovanými lokalitami je uveden 

na Obr. 22. Stejně jako ve Studii 2 byl z důvodu malého souboru i zde hodnocen pouze rozdíl mezi 

studovanými lokalitami. 

Výstupem lineárního modelu bylo 139 DE miRNA, z nichž bylo 64 up-regulováno a 75 down-

regulováno (p < 0,05 BH). Jejich seznam je uveden v Doplňkové tabulce II.  

Hierarchickým klastrováním vzorků není patrný příliš výrazný trend separace obou lokalit. Deset 

nejvýraznějších DE miRNA mezi vzorky z Mostu a ČB |log2FC| > 1,5 s vyznačením klastrováním 

skupin je znárorněno na Obr. 23.  

Nejvýraznější DE miRNA byly down-regulovány: miR-6800-3p (log2FC = -2,30, p = 1,9E-02) a miR-

193b-5p (log2FC = -2,13, p = 5,4E-04). Z up-regulovaných DE miRNA byla pozorována miR-190a-5p 

(log2FC = 1,86, p = 1,0E-03) a miR-548d-5p (log2FC = 1,80, p = 5,0E-04).  

Každá miRNA může regulovat expresi desítek až stovek genů, proto v této práci nebylo možné 

provést funkční analýzu cílových molekul při neznalosti výsledků celogenomové genové exprese.  

Nicméně propojením dat získaných ve Studii 2 se Studií 3 byla nalezena možná spojitost mezi 

sníženou expresí miR-1268a (log2FC = -0,93, p = 2,7E-02) a hypermetylací CpG místa cg05564644 

(log2FC = 0,72, p = 4,0E-03), které reguluje aktivitu této miRNA. Potenciální interakce miR-1268a 

s mRNA cílových genů znázorňuje Obr. 24.  

Nejzastoupenější DE miRNA, miR-548, byla deregulovaná v 7 variantách, z toho v šesti případech 

up-regulovaná, a jedna varianta (miR-548ao-3p) byla down-regulovaná. Pět z nich, které mají 

shodné cílové geny, jsou vykresleny na Obr. 25.  

 

 

 

 



 

62 

 

 

Obr. 22 Profil exprese miRNA vykreslený mezi dvěma hlavními komponentami u odlišně exprimovaných 

miRNA zobrazuje oddělené skupiny z Mostu a ČB. 

   

 

Obr. 23 Hierarchické klastrování deseti nejvýrazněji odlišně exprimovaných miRNA (|log2FC| > 1,5) mezi 

vzorky z Mostu a ČB. Sloupce značí jednotlivé vzorky, řádky reprezentují log-čtení nejvýznamnějších miRNA. 
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Obr. 24 Interakce miR-1268a s cílovými geny, které mohou být regulovány. V tabulce je uveden seznam 

genů s jejich popisem (uveden originální popis). Výstup byl získán z database miRWalk (Sticht a kol., 2018). 

ENTREZID SYMBOL POPIS GENU 

135250 RAET1E Retinoic acid early transcript 1E (RAET1E), 
transcript variant X4, mRNA. 

818 CAMK2G Calcium/calmodulin dependent protein kinase II 
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. 
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Obr. 25 Interakce čtyř sekvenčních variant miR-548 s cílovými geny získanými z databáze miRWalk (Sticht a 

kol., 2018). 
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DISKUZE 

 

Původním cílem této disertační práce bylo vyhodnotit vliv prenatální expozice znečištěnému 

ovzduší na aktivitu celogenomové genové exprese novorozenců. Díky navazujícím studiím byly do 

disertační práce zahrnuty i další genomické postupy, jako metylace DNA či exprese miRNA.  

V disertační práci byly studovány tři lokality České republiky (Karviná, Most a ČB), které se liší 

mírou znečištění ovzduší. Vzájemné srovnání bylo provedeno zejména mezi lokalitami Karviná a 

ČB (Studie 1), a to i ve vztahu k období. Následné pilotní studie v Mostu a v ČB (Studie 2 a 3) byly 

vzhledem k odlišným odběrovým obdobím zaměřeny výhradně na hodnocení vlivu lokality. Navíc 

v posledních letech došlo k výrazném zlepšení stavu ovzduší v Ústeckém kraji. Nelze proto dělat 

závěry z paradoxního zjištění, že v „čistší“ lokalitě ČB je horší kvalita ovzduší než v okrese Most, 

jelikož vzorky v ČB byly odebírány zimních měsících, zatímco v Mostu v letním období. Vliv 

znečištěného ovzduší v době odběru vzorků však může hrát minoritní roli, protože na zdravotní 

stav novorozence má vliv i expozice znečištěnému ovzduší v prenatálním období, v závislosti na 

lokalitě, v níž matka žila. Na srovnání mezi novorozenci z různých lokalit ČR tak bylo nahlíženo jako 

na komplex interakce prostředí a životního stylu, který je pro sledované lokality specifický.  

Stěžejní cílem disertační práce proto bylo vyhodnotit, v jakém rozsahu může rozdílné prostředí 

několika lokalit ČR ovlivnit prenatální vývoj novorozenců, který lze pozorovat na molekulární 

úrovni.  

CHARAKTERISTIKA PROSTŘEDÍ A SUBJEKTŮ  

 

Znečištěné ovzduší charakterizované koncentracemi PM2.5 a B[a]P v Karviné v letním a zimním 

období v letech 2013-2014 (Studie 1) bylo majoritním faktorem pro srovnání novorozenců 

narozených v Karviné a ČB (Tab. 5). Hodnoty zjištěné v ČB v zimním období jsou srovnatelné 

s letním obdobím v Karviné. Výrazné znečištění ovzduší v MSK oproti okresu ČB je však zjevné i z 

koncentrací dalších polutantů, jako jsou například kovy (Rossnerova a kol., 2013). Studie o 

znečištěném ovzduší v této lokalitě prokazují signifikantní dopad na incidenci asthma bronchiale 

u dětí (Sram a kol., 2013).   

Ve Studii 1 bylo sledováno 202 novorozenců. U matek byly zjištěny rozdílné faktory životního stylu, 

jako je aktivní kouření matek před těhotenstvím. V případě socioekonomických parametrů byla 

zaznamenána nižší úroveň vzdělání matek z okresu Karviná (Tab. 2).   
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U novorozenců z Karviné bylo zjištěno větší oxidační poškození makromolekul oproti 

novorozencům z ČB (Ambroz a kol., 2016). Autoři uvádějí, že naměřené koncentrace PM2.5 jsou 

významným prediktorem hladin biomarkeru oxidačního poškození DNA 8-oxodG (8-oxo-7,8-

dihydro-2‘-deoxyguanosinu). To se může projevit zvýšenou nemocností dětí v průběhu dospívání 

(Sram a kol., 2017). 

Zajímavostí u studie Ambroz a kol. (2016) je, že u matek z Karviné byly zjištěny statisticky 

významně nižší hladiny markeru 8-oxodG oproti matkám z ČB, což může být způsobeno 

přizpůsobením dospělého organizmu nepříznivým podmínkám prostředí a vývojem obranných 

mechanismů, na což bylo v jiné studii také poukázáno (Rossnerova a kol., 2020b). Protože bylo 

téma předložené disertační práce pilotním výzkumem, nebyla celogenomová genová exprese u 

matek z Karviné a ČB hodnocena. Nicméně v navazujícím a v současné době probíhajícím projektu 

HAIE („Zdravé stárnutí v průmyslovém prostředí“, 2018-2022), na kterém spolupracuje i ÚEM AV 

ČR, v.v.i., je plánována genomická analýza u novorozenců i jejich matek. 

U dětí narozených v Karviné a ČB, kterým je nyní již sedm let, byl v nedávné době zkoumán vliv 

typu porodu na výsledky psychologických testů, i když vliv odlišných lokalit zde studován nebyl 

(Blazkova a kol., 2020a). U pětiletých dětí, které se narodily císařským řezem, byl pozorován 

signifikantně snížený vývoj kognitivních funkcí. U těchto dětí byl rovněž studován efekt prenatální 

expozice PAU a PM2.5 na kognitivní vývoj. I vliv PAU prokázan nebyl, avšak vyšší koncentrace PM2.5, 

naměřené během třetího trimestru těhotenství, ovlivnily kognitivní vývoj dívek z Karviné (Blazkova 

a kol., 2020b). 

U novorozenců z okresů Most a ČB (Studie 2 a 3) nebyl hodnocen rozdíl v koncentracích PM2.5 a 

B[a]P, protože byly obě lokality studovány v jiné části roku. Rozdíl ve znečištěném ovzduší mezi 

těmito lokalitami však nebyl pozorován ani ve srovnatelných obdobích (Obr. 10). Nicméně 

zdravotní stav populace v pánevních okresech se stále liší od obyvatelstva ČB. V Ústeckém kraji, 

podobně jako v MSK, je dlouhodobě nejnižší standardizovaná střední délka života mužů i žen (Obr. 

3), ale také největší potratovost v ČR (Český statistický úřad 2014). Tato pozorování podtrhují již 

zmínený fakt, že vliv aktuálních hladin polutantů v ovzduší má na celkový zdravotní stav populace 

pouze částečný vliv. 

V Mostu a ČB bylo sledováno 50 a 39 subjektů. U matek z Mostu byl zjištěn statisticky vyšší podíl 

kouření v domácnosti a aktivní kouření před těhotenstvím. Pozorováno bylo také vyšší procento 

matek s nižším vzděláním, ale kvůli malému počtu nebylo možné statistickou významnost 

spolehlivě vyhodnotit. Statisticky významná byla v Mostě nižší novorozenecká hmotnost oproti 

novorozencům z ČB (Tab. 3 a Tab. 4).   
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V navazující studii byly při analýze koncentrací metabolitů PAU v moči novorozenců z Mostu 

zjištěny 2x vyšší koncentrace studovaných látek než v ČB (Urbancova a kol., 2020). Proto se také 

odhaduje, že změny v metabolismu PAU mohou být důsledkem předchozí dlouhodobé zátěže 

faktorům životního prostředí (Sram, 2020).  

I když došlo v posledních letech v Ústeckém kraji ke zlepšení stavu životního prostředí, a tedy i 

stavu ovzduší, dopady na zdraví populace přetrvávají. Změny, které mohla indukovat špatná 

kvalita ovzduší v 70. a 80. letech minulého století, se tak pravděpodobně přenášejí i do dalších 

generací.  

Velkým handicapem v průmyslových lokalitách (MSK, Ústecký kraj) je i obecně nižší vzdělání 

obyvatel, které je spojeno s horším životním stylem. Rovněž větší množství sociálně vyloučených 

lokalit a vyšší nezaměstnanost mohou být faktory, které zvyšují pravděpodobnost negativního 

vlivu na zdraví (Český statistický úřad 2020).   

 

STUDIE 1 –  CELOGENOMOVÁ GENOVÁ EXPRESE  

 

Studie hodnotí celogenomovou genovou expresi u novorozenců a je unikátní svým rozsahem, 

protože porovnávala více než 200 novorozenců narozených ve dvou srovnatelných obdobích 

v průběhu roku.  

První studie z ČR, která vyhodnocovala stejnou metodikou úroveň genové exprese jako odpověď 

na znečištěné ovzduší, byla provedena u malého souboru dětí z Teplic a Prachatic (van Leeuwen a 

kol., 2006). Počet deregulovaných genů byl korelován s frekvencí mikrojader.  

Analýza transkriptomu u novorozenců byla dále provedena při srovnání vzorků z Prahy a ČB 

(Votavova a kol., 2012). Ve studii bylo identifikováno 104 diferenciálně exprimovaných genů 

podílejících se na buněčných procesech a drahách souvisejících s imunitní odpovědi, negativní 

regulaci proliferace, apoptózy nebo MAPkinázové signální dráhy. Mezi up-regulované geny patřil 

např. SERPINA1, který je spojován s genotoxicitou (Gupta, 2019).  

Součástí studie Votavova a kol. (2012) byl i podsoubor 25 matek kuřaček a 34 nekuřaček. Změny 

exprese genů na celogenomové úrovni byly sledovány v pupečníkové krvi a v placentě. Expozice 

tabákovému kouři ovlivnila expresi genů kódující adhezní molekuly a regulaci imunologické 

odpovědi. 

Ve Studii 1 bylo také několik matek kuřaček, ale na prezentované výsledky nemělo jejich zařazení 

žádný vliv. Důvodem byl nejspíše jejich nízký počet (9,6 % u matek z Karviné a 3,7 % u matek z ČB).  
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Nejvíce DEGs (184) bylo nalezeno u vzorků z Karviné v zimním období ve srovnání s ČB, zatímco 

v letním období byl rozdíl zjištěn pouze pro 20 DEG. Překvapujícím bylo poměrně nízké množství 

deregulovaných genů ve srovnání s výsledky získanými stejnou metodou na environmentálně 

exponované dospělé populaci (Rossner a kol., 2015 - příloha 2). Počet DEGs zde byl řádově 

v tisících, konkrétně 4270 DEGs u subjektů z Prahy a 3360 u subjektů z Ostravy, přičemž 2077 bylo 

specifických pro pražské vzorky (nižší úroveň znečištění) a 1167 specifických pro ostravské vzorky 

(vyšší koncentrace polutantů). Vysvětlením řádového rozdílu v počtu DEGs mezi novorozenci a 

dospělými jedinci může být fakt, že novorozenci mají z principu nižší odpověď na environmentální 

zátěž než dospělí. Pozoruhodné však je, že vysoká úroveň znečištění ovzduší v Ostravě u dospělých 

jedinců korespondovala paradoxně s menším množstvím DEGs, kdežto u novorozenců narozených 

v Karviné tomu bylo naopak. Tato zjištění mohou poukazovat na možnost určité adaptace na 

znečištěné ovzduší, kterou dospělí jedinci získají v průběhu svého života, jak již bylo diskutováno 

v dřívější studii (Ambroz a kol., 2016). I přes nízký počet DEGs detekovaný u novorozenců je 

vhodné poukázat na efekt období znázorněný mimo jiné i na Obr. 12, při kterém je mezi zimním a 

letním obdobím u vzorků z ČB pozorován větší rozdíl v počtu DEGs (173 DEGs) než při srovnání u 

vzorků z Karviné (15 DEGs). Podobný trend popisuje i diskutovaná studie (Rossner a kol., 2015 - 

příloha 2), kdy je počet DEGs mezi dvěma obdobími vyšší v kontrolní než ve znečištěné lokalitě. 

Schématické srovnání je uvedeno na Obr. 26. Je však potřeba dodat, že v případě studie na 

novorozencích (Honkova a kol., 2018) byl hodnocen rozdíl mezi zimním a letním obdobím, kdežto 

v předchozí práci (Rossner a kol., 2015 - příloha 2) byla srovnávána dvě zimní období. 

Možné mechanismy vedoucí ke snížení genové exprese u dospělé populace žijící ve znečištěném 

prostředí MSK důsledkem potenciálních adaptačních mechanismů byly shrnuty v nedávné studii 

(Rossnerova a kol., 2020b). Konkrétním příkladem je studie, kde byla pozorována zvýšená exprese 

reparačního genu XRCC55, který ovlivňuje aktivitu proteinů reparační dráhy NHEJ, opravující zlomy 

DNA nehomologním spojováním volných konců (Rossner a kol., 2011b). Na druhou stranu bylo v 

této studii také zjištěno, že dobrovolníci z Ostravy měli vyšší hladinu vitamínů A a E v plasmě, což 

mohlo způsobit zároveň i nižší hladinu oxidačního poškození DNA. 

 

                                                                 

5 Zvýšená exprese XRCC5 u jedinců žijících na Ostravsku se stala natolik pozoruhodná, že gen získal i 
mediální zájem v podobě populárního označení „Ostragen“, zavedeného písničkářem Jaromírem 
Nohavicou (Nohavica vymyslel název genu proti smogu. Ostragen, 2011).  
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Obr. 26 Srovnání lokálně-specifických unikátních DEGs (a) a DEGs získaných mezisezónním srovnáním (b) u 

studie na dospělé populaci (Rossner a kol., 2015) a studie na novorozencích (Honkova a kol., 2018). 

Ve Studii 1 byly identifikované up-regulované DEGs s největší změnou exprese (log2FC > 1,4) 

zejména u vzorků z Karviné v zimním období, kde byla pozorována např. změna exprese genu 

SERPINA13. Ta byla naopak down-regulována v mezisezónním srovnání u vzorků z ČB. Gen by 

mohl být tedy považován za potenciální biomarker, jehož aktivita je zvýšena zejména v lokalitách 

s vyšší hladinou znečištěného ovzduší. SERPINA13 kóduje serin peptidázový inhibitor, který 

reguluje aktivitu serin proteinázy předcházející nekontrolované proteolýze. Serpiny obecně patří 

do rozsáhlé superrodiny proteinů, které kontrolují procesy, které vyžadují regulaci krevní 

koagulace, zánětlivé odpovědi a fibrinolýzu (Huntington, 2011).  

Dalším z výrazně up-regulovaných genů byl FBOX7, který kóduje F-box protein 7 negativně 

regulující zánik neuronů indukovaný oxidačním stresem. Dysfunkce Fbxo7 proteinu může vyústit 

v nedostatečnou funkci ubiquitin-proteázomového systému způsobujícího neuronální degeneraci 

(Nelson a kol., 2013).  

Ve vztahu k respiračnímu systému byla pozorována up-regulace MUC6 u vzorků z Karviné v zimním 

období a jeho down-regulace u vzorků z ČB v mezisezónním srovnání. Protein MUC6 hraje klíčovou 

roli v ochraně epiteliálních buněk a ve výzkumu je používán jako tumorový marker řady 

nádorových onemocnění.  Muciny se také účastní imunitní obrany, která chrání jedince proti 

patogenům a environmentálním toxinům. Zánětlivá či imunitní odpověď, která vede k 

nadprodukci hlenu, charakterizuje chronické onemocnění dýchacích cest, jako je asthma, CHOPN 

či cystická fibróza (Rose a Voynow, 2006).  

Ve vzorcích z Karviné odebraných v letním období byla pozorována také zvýšená exprese genu 

CYP4F3. Jak již bylo zmíněno v Úvodu, proteiny cychochromu P450 katalyzují reakce, které se 

účastní metabolismu xenobiotik. Enzym CYP4F3 zahajuje inaktivaci leukotrienu B4, který je 

potenciální mediátor zánětu (Hardwick, 2015). Pozoruhodné je, že tento gen byl up-regulován u 
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vzorků odebraných v letním období, kdy byla koncentrace polutantů významně nižší než v zimním 

období. Nabízí se proto úvaha, že faktory, které mohly mít vliv na změny genové exprese, působily 

v prvním trimestru těhotenství, který v případě těchto vzorků připadl na zimní období.  

Autoři studie Michikawa a kol. (2017) zjistili, že efekt prenatální expozice polutantům v ovzduší na 

negativní vývoj plodu má nejvýraznější vliv právě v průběhu prvního trimestru těhotenství.  

Vzhledem k designu Studie 1 a omezené metodice založené na expresi mRNA molekul však nebylo 

možné vyhodnotit vliv jednotlivých trimestrů těhotenství na aktivitu genové exprese.   

Nízký počet deregulovaných genů znemožňoval provést podrobnou analýzu biochemických drah. 

Bylo však možné identifikovat několik signifikantních drah, zahrnujících více než 2 deregulované 

geny, jejichž funkce může být u studovaných vzorků ovlivněna.  

Statisticky nejvýznamnější biochemickou drahou pozorovanou u vzorků z Karviné ze zimního 

období je dráha Metabolismu porfyrinu a chlorofylu (hsa: 04662), která řídí syntézu hemu, jeho 

transport a metabolismus (Salim a kol., 2001). Z dalších významných drah v tomto srovnání je 

dráha NRF2 (WP: NRF2 pathway), která hraje roli v buněčné obraně proti oxidačnímu a 

elektrofilnímu stresu (Kaspar a kol., 2009). Dráha SIDS (WP: SIDS Susceptibility Pathways) 

zahrnuje deregulované geny asociované s neurální signalizací, zánětlivou odpovědí, včetně 

syntézy serotoninu (Kinney & Thach, 2009). Tato dráha byla signifikantní také u vzorků z ČB při 

mezisezónním srovnání.  

Dráha amyotrofické laterální sklerózy (hsa:05014  Amyotrophic lateral sclerosis) a Signální dráha 

TNR-α (WP:TNF-α Signaling Pathway), které ovlivňují indukci oxidačního stresu tvorbou 

reaktivních forem kyslíku (Borjesson a kol., 2013), byly identifikovány u vzorků z Karviné v letním 

období.  

Mezisezónní srovnání u vzorků z Karviné vedlo k detekci drah, které jsou zásadní pro imunitní 

odpověď organismu, jako jsou signální dráhy pro receptory B- (hsa:04662) a T-buněk (hsa: 04660).  

Ve studii Ghosh a kol. (2016) - příloha 3 byl analyzován výskyt SNP v několika genech (EPHX1, IL10, 

STAT4 a XPC) u dětí ve věku 0-2 let, které se narodily v Teplicích a Prachaticích v 90. letech a byly 

u nich diagnostikovány opakované epizody bronchitidy a bronchiolitidy. Cílem studie bylo zjistit 

interakce koncentrací PAU a PM2.5 s výskytem vybraných SNP. Geny a genetické polymorfismy pro 

tuto studii byly vybrány na základě jejich biologického významu, kam se řadí obrana proti 

oxidačnímu poškození a ovlivnění metabolismu xenobiotik (EPHX1), modulace imunitní a 

protizánětlivé odpovědi (IL10, STAT4) a reparační mechanismy DNA (XPC). EPHX1 je exprimován v 

buňkách bronchiálního epitelu a metabolizuje reaktivní kyslíkové formy vyvolané např. expozici 
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polutantům (Smith a Harrison, 1997). Aktivita EPHX1 je asociována s řadou respiračních 

onemocnění (Ghosh a kol., 2012). Při poškození DNA indukovaného expozicí genotoxickým 

polutantům je rolí XPC zahájení opravných procesů DNA (Melis a kol., 2013). IL10 kóduje hlavní 

protizánětlivý cytokin, jehož exprese ve stadiu zánětu je nezbytná k regulaci produkce 

prozánětlivých cytokinů a chemokinů (Sun a kol., 2013). V reakci na různé cytokiny včetně IL10 

jsou aktivovány členové proteinové rodiny, kódovaných genem STAT. Jeden z významných 

zástupců, STAT4, se podílí na dozrávání T-buněk. U pacientů s CHOPN a bronchiálním astmatem 

byly pozorovány zvýšené hladiny aktivovaného STAT4 (Di Stefano a kol., 2004) a snížená produkce 

IL10 (Hackett a kol., 2008). 

Statisticky významné interakce SNP s koncentracemi PAU byly nalezeny u čtyř variant [EPHX1, 

(rs2854461), STAT4 (rs16833215), XPC (rs2228001 a rs2733532)], které ale po korekci na 

mnohočetné testování nebyly signifikantní. Významná však byla interakce koncentrací PM2.5 

se dvěma SNP v genu XPC (rs2228001 and rs2733532), jejichž výskyt souvisel s nárůstem 

koncentrace PM2.5 o 25 μg/m3. Role polymorfismů XPC v alteraci kapacity reparace DNA byla 

pozorována u studie, která hodnotila rakovinu plic (He a kol., 2013). V rámci reparačního 

mechanismu NER se XPC také podílí na odstraňování DNA aduktů vzniklých z produktů 

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

STUDIE 2 –  GENOVĚ -SPECIFICKÁ METYLACE DNA 

 

Hlavním limitem studií zaměřujících se na celogenomovou expresi na úrovni genů je krátký poločas 

života mRNA, proto může být posuzování vlivu dlouhodobých expozic hůře průkazné a biologické 

mechanismy konkrétních procesů, které by byly důsledkem prenatální expozice genotoxickým 

agens, tak bývají nedostatečně prostudovány. Naproti tomu epigenetické mechanismy jsou 

prozkoumány lépe, protože mohou stabilněji odrážet dlouhodobé efekty.  

Metylace DNA hraje klíčovou roli v udržení genomické stability a regulace exprese genů. Je 

považována za významný mechanismus, který po expozici znečištěnému ovzduší působí na vývoj 

plodu a později může negativně ovlivnit zdravotní stav jedince v průběhu života (Koukoura a kol., 

2012). Nepříznivé efekty environmentálních rizik se projevují i při expozici in utero (Barouki a kol., 

2018). Dlouhodobé změny genové exprese a ovlivnění funkce buněk vyvolané epigenetickými 

modifikacemi mohou být zjištěny perinatálně, ale vztahují se k prenatální expozici znečištěnému 

ovzduší během těhotenství matky (Desai a kol., 2017). U novorozenců byla metylace genomické 

DNA pozitivně asociována také s úrovní B[a]P-DNA aduktů v pupečníkové krvi (Subach a kol., 2007).   



 

72 

Rozsáhlá meta-analýza několika evropských kohort novorozenců a dětí byla zaměřena na 

hodnocení vlivu prenatální expozice oxidu dusičitému na úroveň metylace DNA ve vzorcích 

pupečníkové krve. Ve studii byly vyhodnoceny geny CAT a TPO, jejichž odlišná metylace měla vztah 

k expozici NO2 (Gruzieva a kol., 2017). Stejní autoři se později zaměřili také na hodnocení PM2.5 a 

PM10 u stejných kohort. Ze signifikantních CpG byla identifikována místa regulující aktivitů genů 

FAM13A a NOTCH4, jejichž funkce je asociována s astmatem a plicními onemocněními (Gruzieva 

a kol., 2019).   

Znečištěné ovzduší je často spojováno s vyšším výskytem astmatu a alergií u dětí, byť některé 

studie  tento vztah přímo neprokazují (Gruzieva a kol., 2014). Studie Perera a kol. (2009) uvádí, že 

vysoká prevalence astmatu u dětí z New Yorku může souviset s transplacentární expozici PAU, 

proto v pilotní studii 20 dětí autoři zkoumali sekvence metylované DNA u vzorků pupečníkové krve. 

Metylační status u více než 30 sekvencí DNA souvisel s expozicí PAU. Metylace v CpG ostrůvku 

genu ACSL3 byla významně asociována nejen s prenatální expozicí PAU, ale i s výskytem symptomů 

astmatu u dětí do věku 5 let.  

Expozice zvýšeným koncentracím PAU může být asociována také s výskytem atopického ekzému 

u dětí. Studie Hew a kol. (2015) nalezla epigenetické modifikace v lokusu FOXP3, který ovlivňuje 

výskyt atopie.  

Jedna z prvních molekulárně-epidemiologických studií v ČR, která měla za cíl analyzovat profil 

metylace DNA v lidské populaci, se věnovala 200 dětem ve věku 7 – 15 let ze dvou regionů, lišících 

se úrovni znečištěného ovzduší – Prachatice a Ostravsko (Rossnerova a kol., 2013). Analýzou 

27 000 CpG míst bylo nalezeno 58 signifikantně metylovaných CpG (s rozdílem větším než 10 %). 

Všech 58 CpG míst bylo u ostravských dětí v porovnání s dětmi z Prachatic hypometylováno. Autoři 

studie popisují lokusy cg08460026 (CTLA4) a cg02901679 (IL10) ve vztahu k imunitní odpovědi.  

Ve studii 2 byla hodnocena kohorta 50 novorozenců z Mostu a ČB na microarray platformě, která 

umožňuje analýzu 850 000 CpG míst., Ve studii bylo nalezeno 868 rozdílně metylovaných CpG míst 

a pozorovaný výrazný klastr mezi genově-specifickými CpG místy byl dán zejména odlišnou 

lokalitou. Více CpG míst bylo hypermetylováno (630 hyper- vs. 238 hypometylovaných CpG míst), 

přičemž u statisticky nejvýznamnějších míst byla pozorována hypermetylace DNA, která může vést 

k útlumu aktivity metylací regulovaných genů. Většina zjištěných CpG míst (84 % u hyper- a 63 % 

u hypometylovaných míst) se nachází v genomu roztroušeně (Open Sea oblasti), proto nejsou 

v této práci hodnoceny oblasti CpG ostrůvků.  

Nejvýrazněji hypermetylované CpG místo cg10613215 se nachází v promotoru genu HIVEP2, jehož 

aktivita může být ovlivněná také hypermetylací cg06770429, které se nachází ve stejném oblasti 
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na chromosomu 6. Hypermetylace cg10613215 byla nalezena také nalezena u jednoho z 

monozygotních dvojčat s rakovinou vaječníků ve srovnání se zdravým sourozencem (Erdogan a 

kol., 2020). HIVEP2 kóduje stejnojmenný transkripční faktor, který se podílí na regulaci genů 

ovlivňujících imunitní odpověď, buněčnou proliferaci a metastázování buněk. Výrazné snížení jeho 

exprese (o 96 %) bylo pozorováno například u buněk karcinomu prsu ve srovnání s normální tkání 

(Fujii a kol., 2005). Pro úplnost je třeba dodat, že mutace HIVEP2 je spojována s opožděným 

vývojem a mentálním postižením (Steinfeld a kol., 2016).    

Nejvýraznější hypometylace byla pozorována u cg11747349, který reguluje aktivitu genů GPSM3 

a NOTCH4. U T-buněk se metylace CpG místa objevuje u CD4+ a CD8+ (Reinius a kol., 2012).  

GPSM3 reguluje stavbu a funkci G-proteinu a inhibuje inflamázovou aktivitu NLRP3 (Giguere a kol., 

2014). GPSM3 je výrazně exprimován v buněčné linii THP-1 odvozené od pacientů s leukémií  a 

jeho snižená exprese je spojována s protektivním působením při akutní artritidě (Giguere a kol., 

2013). NOTCH4 byl identifikován jako genetický marker u astmatu (Li a kol., 2013). Exprese 

NOTCH4 může hrát roli také při zánětu plic vyvolaným ozónem, kterému byly exponovány myši. 

Up-regulace NOTCH4 může též chránit proti zánětům (Verhein a kol., 2015).   

Mapování odlišně metylovaných CpG míst na genom umožnilo identifikaci několika biochemických 

drah, kterými mohou být popsány biologické efekty u hodnocenných vzorků, byť s určitou mírou 

nejistoty, neboť bez verifikační analýzy není možné spolehlivě vyhodnotit, zda tato signifikantní 

CpG místa geny u studovaných vzorků skutečně regulují. Pět statisticky významných 

biochemických drah obsahovalo poměrně vysoké množství genů anotovaných přes CpG místa 

(Obr. 17).  

Nejvýznamnější dráhou byla signální dráha receptoru T-buněk (hsa:4660), která byla 

identifikována také ve Studii 1 při mezisezónním srovnání vzorků z Karviné.   

Tato dráha aktivuje T-lymfocyty a je klíčovým procesem účinné odpovědi imunitního systému (Obr. 

18). V dráze bylo identifikováno 23 CpG míst v 16 genech. Nachází se v ní gen TEC, jehož exprese 

může být ovlivněna CpG místem cg19149957, které je uvedeno v Tab. 8 jako jedno z nejvíce 

hypometylovaných CpG míst. TEC kóduje tyrosin-kinázu ITK. Tyrosin-kinázy hrají klíčovou roli v 

regulaci adaptivní imunitní odpovědi, regulují vývoj, funkci a diferenciaci T-buněk (Andreotti a kol., 

2010; Readinger a kol., 2009).  

U genu PDCD1, který je též součástí této dráhy, byla pozorována 3 hypermetylovaná CpG místa ve 

shodné oblasti genomu. Gen kóduje protein PD1, který se vyskytuje na povrchu buněk, kde 

reguluje reakci imunitního systému vůči vlastním buňkám snižováním imunity a podporou 
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tolerance potlačením zánětlivé aktivity T-buněk. Tím se zabraňuje autoimunitnímu onemocnění, 

ale zároveň i zabíjení rakovinných buněk (Syn a kol., 2017). V dráze se nachází i gen LAT, u kterého 

byla nalezena rovněž tři hypermetylovaná CpG místa, která mohou vést k útlumu jeho exprese. 

Exprese genu LAT a jím kódovaného proteinu byla snížena v periferní krvi u T-buněk astmatických 

pacientů ve srovnání se zdravými jedinci (Li a kol., 2013).  

Regulační aktivita v T-buňkách má významný vliv i na vývoj alergií. Pozměněná aktivita buněk CD4+ 

CD25+ může u novorozenců zvyšovat vnímavost k alergiím (Smith a kol., 2008).  

Geny PDCD1 a LAT jsou také součástí dráhy exprese PD-L1 (hsa05235: PD-L1 expression and PD-1 

checkpoint pathway in cancer), která má se signální dráhou receptoru T-buněk osm společných 

genů asociovaných s nalezenými CpG místy.  

Studie, která byla publikována v letošním roce (Merid a kol., 2021), integrovala data z evropských 

kohort 656 dětí a adolescentů z analýzy transkriptomu s DNA metylací. Autoři identifikovali 

několik funkčních modulů (genů NR1I2, MAPK6, TAF8 and SCARA3) ve vztahu k expozici PM2.5 

udávané při narození dětí.  

Studie EWAS hodnotící stovky a tisíce metylovaných míst na genomu jsou obvykle prováděny na 

vzorcích z plné krve, což je i případ vzorků analyzovaných v této práci. Je nutno zmínit, že genově-

specifická metylace DNA na microarray platformě bývá z plné krve často hodnocena komplexně, 

byť krev obsahuje mnoho funkčně a vývojově odlišných typů buněk. Příkladem je 8 252 

metylačních míst, která pokrývají 343 genů, hrajících roli v imunitních onemocněních, přičemž 22 % 

z nich je odlišně metylováno u mononukleárních buněk a u granulocytů. Na úrovní jednotlivých 

genů je většinou metylační vzorec pro různé typy krevních buněk podobný, nicméně některá CpG 

místa v regulačních oblastech mohou mít metylační vzorec opačný. Při hodnocení, interpretaci a 

zejména při srovnávání s jinými studiemi je proto třeba vzít v úvahu rozdíly vyplývající z podílu 

odlišných typů bílých krvinek (Reinius a kol., 2012).  

Na základě zjištěných výsledků, které byly součástí pilotní Studie 2, je nyní v navazujícím projektu 

HAIE hodnocena metylace DNA u stovek novorozenců z Karviné a ČB opět u vzorků z pupečníkové 

krve. Hodnocení metylačního vzorce CpG míst bude vztaženo k jednotlivým buněčným typům 

v krvi.  

STUDIE 3 –  DIFERENCIÁLNÍ EXPRESE miRNA 

 

V posledních deseti letech je o studie, které hodnotí působení celé řady faktorů na expresi miRNA, 

velký zájem, zejména ve spojitosti miRNA jako biomarkeru, prediktoru onemocnění i 
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potenciálního terapeutika. Zadáním klíčových slov „cancer“ a „miRNA“ do databáze PubMed je 

nalezeno 54 706 záznamů (k lednu 2021), přičemž poslední roky počet publikovaných prací mírně 

klesá. Podobný trend se týká i studií hodnotících miRNA jako biomarker znečištěného ovzduší (148 

záznamů) s prudkým poklesem nových publikací za poslední tři roky.   

Review zaměřující se na miRNA ovlivněné environmentální expozici in utero bylo publikováno již 

v roce 2014 (Kappil & Chen, 2014). Například s astmatem jsou asociovány miRNA či jejich SNPs 

varianty ve studiích Tan a kol. (2007) a Su a kol. (2011). Příkladem hodnocení vlivu xenobiotik na 

hladiny exprese miRNA je in utero expozice alkoholu (Sathyan a kol., 2007) či kouření matek 

v průběhu těhotenství analyzované ve vzorcích pupečníkové krve, kde autoři pozorovali efekt 

změny exprese miRNA na počet T-buněk a následně i na zvýšené riziko alergií (Herberth a kol., 

2014).  

Ovlivnění exprese konkrétních miRNA jako biomarkerů expozice PM2.5 bylo pozorováno in utero 

v placentě v závislosti na období těhotenství. Nejvýznamnější expresní změny byly zjištěny 

v 2. trimestru těhotenství, a to u miRNA, které regulují dráhy imunitní odpovědi a karcinogeneze 

(Tsamou a kol., 2018).  

Poslední metodou, která tak byla do disertační práce přidána, byla analýza exprese miRNA 

provedená pomocí NGS. Hodnocení proběhlo u novorozenců, kteří tvořili podsoubor Studie 2. V 

této pilotní studii (celkem 39 vzorků), bylo statistické hodnocení zaměřeno na srovnání rozdílné 

exprese mezi dvěma lokalitami.  

Hierarchickým klastrováním mezi vzorky z Mostu a ČB u získaných DE miRNA byla pozorována 

méně výrazná separace vzorků mezi lokalitami než u Studie 2 (Obr. 27). Důvodem může být menší 

počet vzorků, který je na hranici pro statistické vyhodnocení molekulárně-epidemiologických 

studií.  

 

Obr. 27 Hierarchické klastrování mezi vzorky hodnocené genově-specifickou metylací DNA (Studie 2) a DE 

miRNA (Studie3).  

Propojení mezi odlišně metylovanými CpG místy a DE miRNA ukázalo down-regulaci miR-1268a, 

jejiž exprese je zároveň regulovaná CpG místem cg05564644, u kterého byla pozorována 

hypermetylace.  
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Jelikož geny kódující molekuly miRNA mohou být stejně jako geny pro proteiny modifikovány 

metylací DNA, jeden typ epigenetického mechanismu může být v principu regulován jiným 

epigenetickým mechanismem. Propojení metylace DNA s miRNomem může vést k posílení 

regulace genové exprese (Oltra a kol., 2018) a případná dysregulace následně k významným 

fyziologickým a patologickým projevům (Bannister a Kouzarides, 2011; Piletic a Kunej, 2016).  

Ve studii Oltra a kol. (2018), která se zaměřovala na mladé ženy s karcinomem prsu, autoři s 

využitím Infinium MethylationEPIC BeadChips hodnotili 6 567 CpG míst, které regulují expresi 

genů kodujících miRNA. Ve studii je popsána i miR-1268a, jejíž exprese je však regulována jinými 

CpG místy, než bylo pozorováno v rámci disertační práce. Informace z dostupné literatury o miR-

1268a jsou prozatím nedostatečné. Silná up-regulace této miRNA byla popsána například ve studii, 

která hodnotila vliv velkých dávek ionizujícího záření na mononukleární buňky (Beer a kol., 2014).  

miR-1268a se také zdá být specifická pro těhotenskou cukrovku, ale autoři studie pro vyhodnocení 

miRNA biomarkerů použili velmi malý vzorek žen (Santangelo a kol., 2016).  

Nejvýrazněji up-regulovanou miRNA byla miR-190a. Její role bývá spojována s pulmonární 

hypertenzí a byla pozorována také korelace zvýšené exprese s vážností stavu CHOPN (Jiang a kol., 

2018). V in vitro studii (Chanyshev a kol., 2019) byla up-regulace miR-190a nejvíce ovlivněna 

působením B[a]P u primárních buněčných kultur, kde vedla ke snížení exprese genů TP53INP1 a 

PHLPP1. Autoři se domnívají, že miR-190a je součástí klíčových buněčných procesů, které jsou 

indukovány v odpovědi na působení B[a]P. Ve Studii 3 byla pozorována statisticky významná 

hypermetylace CpG místa cg01824466, které reguluje gen TP53INP1. Down-regulace miR-190a 

byla v jiné studii asociována s  expozicí cigaretovému kouři in vitro (Wang a kol., 2019).  

Nejvýrazněji down-regulovaná miRNA ve Studii 3 byla nově identifikována miR-6800. Down-

regulace další miRNA (miR-193b) byla popsána u atopického ekzému (Specjalski a Jassem, 2019). 

Její změněná exprese byla rovněž pozorována u dalších autoimunitních onemocněních, jako je 

roztroušená skleróza či psoriáza (Honardoost a kol., 2015; Zhao a kol., 2014).  Komplexnější náhled 

na mechanismus této odpovědi přinesla nedávná studie  Shirani a kol. (2020), která popisuje nově 

objevený typ imunitních buněk Th-17, které se účastní právě autoimunitních onemocnění. miR-

193b je zde popsána jako významný marker, který inhibuje expresi negativních regulátorů 

diferenciace Th-17. 

Největší zastoupení DE miRNA ve Studii 3 tvořilo sedm variant miR-548, z nichž šest bylo up-

regulováno a jedna down-regulována. Z databáze miRBase vyplývá, že rodinu miR-548 tvoří 

celkem 121 sekvenčních typů, které jsou roztroušené po celém genomu. Rodina miR-548 hraje 
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důležitou roli v rozličných biologických procesech, včetně řady onemocnění. Výsledky enrichment 

analýzy včetně miRNA:miRNA interakcí členů rodiny jsou uvedeny v další studii Liang a kol. (2012). 

Z drah zjištěných ve Studii 3 je možné zmínit dráhy T-cell receptor pathway či Adherens junction, 

které byly zároveň i nejvíce signifikantní u cílových genů CpG míst zjištěných ve Studii 2. Geny v 

drahách, na které cílí miRNA rodiny miR-548, jsou však jiné než ty, na které cílí významně 

metylovaná CpG místa ve Studii 2.   
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ZÁVĚR  

 

V předkládané disertační práci byl u novorozenců ze tří lokalit České republiky (Karviná, České 

Budějovice a Most), které se liší průmyslovým zatížením, studován vliv prostředí na aktivitu 

celogenomové genové exprese a epigenetický profil. Závěry práce je možné rozdělit do tří 

tematických celků:  

V první části byla analyzována úroveň znečištění ovzduší ve sledovaných lokalitách a populační 

rozdíly u matek a novorozenců.  

Ve druhé části (Studie 1) byla provedena celogenomová expresní analýza u více než 200 

novorozenců z Karviné a ČB ve dvou obdobích (letní a zimní období).  

Ve třetí části (Studie 2 a 3) byla hodnocena pilotní skupina novorozenců z Mostu a ČB, u kterých 

byl sledován epigenetický profil reprezentovaný genově-specifickou metylací DNA a expresí 

miRNA.  

Hlavní poznatky první části práce: 

• Nejvyšší koncentrace polutantů PM2.5 a B[a]P byly naměřeny v Karviné v zimním období. 

V této lokalitě byly hodnoty z letního období srovnatelné se zimními koncentracemi v ČB.  

• V Karviné v letech 2013-2017 docházelo ke každoročnímu překračování ročních imisních 

limitů PM2.5. V případě B[a]P byl roční imisní limit překračován ve všech třech lokalitách. 

Mezi Mostem a ČB nebyl pozorován rozdíl v úrovní znečištěného ovzduší ani ve 

sledovaném období, ani při meziročním srovnání. 

• Populační rozdíly u studovaných matek z různých lokalit byly pouze minimální. Menší 

rozdíly se týkaly častějšího kouření v domácnosti a v období před těhotenstvím u matek 

z průmyslových lokalit Karviné a Mostu. Matky z Karviné byly mladší a častěji dosáhly 

pouze základního vzdělání. U novorozenců z Mostu byla pozorována nižší porodní váha 

než u novorozenců z ČB. Je však nutné dodat, že zmíněná charakteristika se týká pouze 

omezeného souboru matek ze studovaných lokalit. 

Hlavní poznatky druhé části práce: 

• Bylo popsáno několik odlišně exprimovaných genů specifických pro vzorky z Karviné a ČB, 

jejichž aktivita byla ovlivněna především obdobím porodu. Rozdíly mezi lokalitami bez 

vlivu období byly minimální.  

• Nejvíce deregulovaných genů bylo pozorováno u vzorků z Karviné v zimním období.  
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• Odlišně exprimované geny nalezené u vzorků z Karviné se nejčastěji účastnily buněčné 

obrany proti oxidačnímu a elektrofilnímu stresu a imunitní odpovědi. U mezisezónního 

srovnání byly rozdílně exprimované zejména geny zúčastněné v signálních drahách 

receptorů T- a B- buněk. 

• Výsledky celogenomové genové exprese u lidských dobrovolníků naznačují i možnost 

adaptivní odpovědi u jedinců žijících ve znečištěném prostředí.  

Hlavní poznatky třetí části práce: 

• Mezi novorozenci z Mostu a ČB byl pozorováno 868 odlišně metylovaných CpG míst 

analyzovaných na široké oblasti genomu.  

• Odlišně metylovaná CpG místa mohou ovlivňovat cílové geny, které souvisí především s 

regulací T-buněk a celkově imunitní odpovědi. Nejvýznamnějšími biochemickými drahami, 

jejichž funkce může být pozměněna metylací příslušných genů, je signální dráha receptoru 

T-buněk a primární imunodeficience. 

• Několik statisticky významných CpG míst je přímo spojeno s výskytem astmatu a alergiemi. 

• Mezi vzorky z Mostu a ČB byly nalezené rozdílně exprimované molekuly miRNA. Mezi ně 

patří miR-190a, miR-193b a miR-548. U posledně jmenované molekuly bylo pozorováno 

několik odlišně exprimovaných sekvenčních variant.  

• Byly také identifikovány potenciální interakce miRNA:CpG. Nejvýznamnější je up-regulace 

miR-190a, která může být ovlivněna hypermetylací CpG místa cg01824466.  Uvedená 

miRNA ovlivňuje aktivitu genu TP53INP1, jehož exprese je spojena s expozicí B[a]P. 

• Výsledky této pilotní studie zkoumající rozdíly v epigenetických profilech novorozenců 

z různých lokalit ČR jsou nyní předmětem navazujících výzkumů, které v současné době 

probíhají v ÚEM AV ČR, v.v.i.  
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Prvoutorský článek Gene expression profiling in healthy newborns from diverse localities of the 

Czech Republic byl podkladem pro napsání disertační práce, která byla rozšířená o dosud 

nepublikované výsledky metylace DNA a miRNA.  
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