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Abstrakt

Kardiovaskularni onemocnéni jsou jednou z nejcastéjSich pticin umrti v ¢eské populaci.
Az 80 % umrti je zpisobeno infarktem myokardu, coz je multigenné podminéné onemoc-
néni. V potadi tieti nejast&jsi piic¢inou umrti v Ceské republice je po nemocech srdce a
nadorovych onemocnénich cévni mozkova prihoda. Poznatky o genetické etiologii multi-
faktorialné¢ podminénych nemoci se neustdle rozsituji. Nasim cilem bylo pomoci celoge-
nomového expresniho ¢ipu charakterizovat klinicky vyznamné geny pro tato kardiovasku-
larni onemocnéni. Na zakladé znalosti téchto genti, bude mozné predikovat rizikovou sku-

pinu pacientl, urcit adekvatni postup 1écby a ptispét k navrzeni vhodné medikace.

V ramci této diplomové prace bylo analyzovano 174 vzorkd plné krve. Z toho bylo
24 pacienti s cévni mozkovou piihodou, 92 pacientti infarktem myokardu a 56 kontrol.
Vzorky jsme ziskavali z Méstské nemocnice v Caslavi. Vzorky z akutni faze infarktu myo-
kardu byly porovnavany s kontrolnimi ndbéry danych pacientl po Sesti mésicich od srde¢ni
ptihody. K této dvojici vzorkd byly pomoci vybranych kritérii pfitazovany kontrolni oso-
by. Vzorky pacientli s cévni mozkovou piihodou byly porovnavany pouze s ptitazenymi

vzorky kontrolnich osob.

Klinicky a statisticky vyznamna diferencidlni exprese genli byla stanovena s vyuzitim
Bioconductoru verze 2.3 s balickem limma v jazyce R verze 2.8.1. V ramci statistické ana-
lyzy byla identifikovand skupina 5 gent, jejichz exprese se vyznamné liSila u pacienti,

kteti zemieli do 6 mésicti po piihod¢€ oproti pacientiim, ktefi nezemfeli.

Prace byla podporovana Centrem biomedicinské informatiky projektem 1M06014 Mi-

nisterstva Skolstvi, mladeZe a t&lovychovy CR.

Klicova slova: kardiovaskularni onemocnéni, infarkt myokardu, cévni mozkova ptiho-

da, exprese genu, ¢ipova analyza



Abstract

Cardiovascular diseases are one of the leading causes of death in the Czech population.
Up to 80 % of deaths are caused by myocardial infarction, a multigene affected disease.
Knowledge of the genetic etiology of multifactorial diseases is continuously expanding.
Our aim was due to whole - genome expression chip characterize clinically important
genes for these cardiovascular diseases. On the basis of knowledge of these genes we could
predict high-risk group of patients, determine appropriate treatment procedures and

contribute to the suggestion of appropriate medication.

In this work were analyzed 174 whole blood samples. Out of them 24 were stroke
patients, 92 patients with myocardial infarction and 56 controls. The samples were
collected at the metropolitan Hospital in Caslav. Samples taken at acute phase of
myocardial infarction were compared with control blood collections of these patients after
six months from the hearth attack. To these couples of samples were matched samples
from control individuals according to several criteria. Samples of stroke patients were

compared only with matched controls.

Clinically and statistically significant differential expression of genes was ascertained
using Bioconductor version 2.3 with package limma in language R version 2.8.1. The
statistical analysis identified a group of five genes whose expression was significantly
different in patients who died within 6 months after hearth attack compared with patients
who didn’t die.

The work was supported by the Center of Biomedical Informatics project 1M06014 of
the Ministry of Education, Youth and Sports CR.

Keywords: cardiovascular disease, myocardial infarction, stroke, gene expression,

microarray analysis



1 Uvod

Kardiovaskularni onemocnéni postihujici srdce a cévy mohou mit mnoho podob, jako
jsou napiiklad vysoky krevni tlak, ischemickd choroba srde¢ni, onemocnéni srdce
a mozkova mrtvice. Jsou nejCastéjsi pri¢inou tmrti v Evropské unii (EU) a ro¢né zpisobuji
ptiblizné 40 % umrti (2 miliony lidi). V USA celkové tvoti kardiovaskularni onemocnéni
56 % pficin vSech umrti.

Financni zatéZ systému zdravotnictvi, souvisejici s témito onemocnénimi, je velmi vy-
soka. V roce 2006 byla téméi 110 miliard eur v ramci EU. To piedstavuje 223 eur na 0So-
bu ro¢né, coz je piiblizné 10 % celkovych vydaji na zdravotni péc¢i v celé EU. Kromé toho
jsou také jednou z hlavnich pti¢in dlouhodobé pracovni neschopnosti a zplisobuji vyrazné
ekonomické ztraty na trhu prace. Proto se v soucasné dob¢ vynakladaji nemalé Castky na

podporu vyzkumu téchto onemocnéni.

Rozsah onemocnéni je v soucasné dob€ zjiStovan fadou vySetieni, jakymi jsou napf.
magnetickd rezonance, katetrizacni vySetfeni, scintigrafie. Kazdé z téchto vysetfeni ma

vSak 1 sva omezeni, napt. radiacni zatéz nebo invazivitu vySetfeni.

VétSina kardiovaskularnich onemocnéni patii mezi komplexni onemocnéni, coz zname-
na, ze se na jejich vzniku a progresi podili komplex genetickych, epigenetickych
a vngjSich faktort. Pokud by se podaftilo najit ,,predisponujici® geny, zvysujici riziko vy-
skytu, ¢i stanovit prognézu onemocnéni a zjistit jejich pfesnou ulohu v rozvoji onemocné-
ni, mohly by se tyto znalosti vyuzit k predikci pacientii a poté k v€asné uprave zivotniho

stylu.

Identifikace genii pomoci molekuldrné biologickych metod zaznamenala v poslednich
letech vyrazny posun nejen v odhaleni pficin nékterych zdvaznych onemocnéni ¢lovéka
(napt. zédvazné dédicné poruchy metabolizmu, neuromuskuldrni poruchy), ale také vy-

znamng roz§itila znalosti o vzniku a rozvoji infarktu myokardu (Hojo et al., 2000).

S rozvojem modernich technologii se biologicky vyznam obecné posouva od klasického
odhalovani konkrétnich genetickych lokust (nebo polymorfizmt) pisobicich poruchu jed-
noho genu ke snaze sledovat polygenni a multifaktoridlni poruchy ¢lov€ka pomoci geno-
movych expresnich ¢ipl, jejichZ analyza poskytuje komplexnéjsi obraz onemocnéni (Ver-
ducci et al., 2006).



Vyuziti ¢ipové technologie naim umoziuje analyzovat vSechny geny lidského genomu
u jednoho vzorku najednou, za stejnych podminek a pomérné rychle. Je to metoda, jejiz
pouziti se velmi rychle rozristd. Unikatnost ndmi provadénych analyz spociva v tom, zZe
nesrazliva krev pacientt je ihned po odbérech smichana s roztokem RNAlater®, ¢imz je

zachovan expresni profil daného vzorku.



1.1 Kardiovaskularni systém

Kardiovaskularni systém (cévni a obéhova soustava) je tvofen dvéma oddily: centralnim
(srdce) a perifernim (krevni cévy). Jejich tkolem je zasobovat tkané kyslikem, zivinami
a hormony v souladu s tkdnovymi potfebami a odvadét odpadni produkty latkové premény
z tkéni. Kardiovaskularni systém se také podili na udrzovani télesné teploty. Neplni-li kar-
diovaskularni systém nékterou z téchto funkci, objevuje se obehova nedostatecnost neboli
kardiovaskularni onemocnéni. Tato onemocnéni jsou nejéastéjsi pricinou tmrti na celém

svété. Postihuji srdce a cévy a mohou mit mnoho podob.

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO) zahrnuji: ischemickou chorobu srde¢ni — one-
mocnéni cév zasobujici srdeCni sval, cerebrovaskularni neboli mozkocévni onemocnéni -
onemocnéni cév zasobujicich mozek, periferni arterialni (tepenné) onemocnéni - onemoc-
néni cév zasobujicich paze a nohy, revmatické choroby srdec¢ni - poskozeni srde¢niho sva-
lu a srde¢nich chlopni z revmatické horecky, ktera je zplisobena streptokokovou bakterii,
vrozené srde¢ni choroby — vrozena vyvojova vada srdce, hluboké Zilni trombdzy a plicni
embolie - krevni srazeniny v Zilach nohou, které se mohou uvolnit a posunout do srdce a

plic, vysoky krevni tlak ¢i vady chlopni. Mezi nejbéznéjsi pak patii akutni infarkt myokar-
du (AIM) a cévni mozkova ptihoda (CMP), kterymi se budu v této praci zabyvat.

1.1.1 Cévni mozkova prihoda

Pti cévni mozkové ptihod¢ dochazi k nekrdze ¢asti mozkové tkan€ v disledku preruseni

krevniho zasobeni dané oblasti mozku.

Bylo zjisténo né€kolik zakladnich pticin cévni mozkové piihody. Patii mezi né atero-
skler6za, ktera je v populaci nad 60 let zcela béznym fenoménem. Obvyklym mistem vzni-
ku aterosklerotickych plati jsou tepny velkého a stfedniho priméru. Patogeneze atero-
skler6zy bude podrobné&ji popsana u infarktu myokardu. Dal§i moznou pti¢inou CMP je
intrakranidlni mikroangiopatie, kterd je zodpovédna ptiblizné za 20-25 % ischemickych
piihod. Jednd se o stavy charakterizované postizenim drobnych arteriol o priméru
0,4-0,5 mm, z nichZ nejcastéjsi je hyalindza arteriol, kterd se nachazi u prevazné vétsiny

mozkd 0sob nad 70 let a v dramaticky vétsi mife u hypertonikd. Vznikd deponovanim
7



krevnich proteinii v narusené cévni sténé, pricemz svalova vrstva je postupné nahrazovana
timto materidlem a kolagenni prestavbou. Vysledkem je koncentrické z(izeni, ztrata elasti-

city tepny a postupn¢ az jeji uzaver.

Nejvyznamnéj§im rizikovym faktorem pro vznik hyalindzy arteriol je hypertenze
a v mensi mife diabetes mellitus. Kardioembolicky iktus je pfi¢inou CMP ve 25-30 % pii-
padt. Jeho ptficinou je bud’ néktery oddil levého srdce nebo embolie pies foramen ovale
patens (vrozeny defekt sinového septa s trvale otevienym zejicim otvorem). SloZeni embo-
lu mize byt velmi variabilni. Embolizovany fragment Cerstvého trombu tvofeny fibrinem a
trombocyty se velmi dobfe 1€¢i trombolytickou 1€écbou. Stary zorganizovany trombus, ma-
terial kalcifikovaného platu nebo fragment myxomu Ize lyzovat jen minimalné nebo viibec
ne. Stavy vedouci ke kardioembolizmim jsou fibrilace sini, chlopenni vady a nahrady,
akutni infarkt myokardu, kardiochirurgicky nebo endovaskularni vykon na srdci, srde¢ni
selhani a bakterialni endokarditida. Dalsi moZnou pfi¢inou jsou low-flow infarkty zptiso-
bené snizenym prutokem krve hluboce pod ischemicky prah, tedy bez uzavéru tepny.
Hlavnim diivodem je kritické sniZzeni cerebralniho perfuzniho tlaku. CMP muze byt zpuso-
bena také fadou neobvyklych pfi¢in, jako jsou drogy, traumata, infekéni choroby, systé-

movy lupus erytematodes, Sjogreniv syndrom a jiné (Kalina et al., 2008).

Za rok 2007 bylo v Ceské republice (CR) hospitalizovano 10 433 muz a 10 007 Zen
s mozkovym infarktem, z toho 1 855 zemielo. Dale bylo hospitalizovano 6 875 muzi
a 8 243 zen s cévni mozkovou piihodou, ktera nebyla uréena jako mozkovy infarkt nebo
krvaceni, 1939 z nich zemielo béhem hospitalizace (www.uzis.cz. 2007. Zdravotnicka
statistika CR. Hospitalizovani v nemocnicich CR 2007). V roce 2008 bylo s mozkovym
infarktem pfijato 11 115 muz a 10 775 Zen, 1 923 zemielo. S cévni mozkovou piihodou,
ktera nebyla urCena jako mozkovy infarkt nebo krvaceni bylo pfijato 5 523 muzl
a6 573 Zen, z nichz 1 591 zemielo (Wwww.uzis.cz. 2008. Zdravotnicka statistika CR. Hospi-

talizovani v nemocnicich CR 2008).

Pro srovnani v USA v roce 2010 prodélalo 795 000 lidi mozkovou mrtvici (Lloyd-Jones
et al., 2010). V praméru je tedy incidence CMP v USA kolem 258 piipadt na 100 000
obyvatel a rok. V Ceské republice je incidence asi 250 piipadii na 100 000 obyvatel a rok.


http://www.uzis.cz/
http://www.uzis.cz/

1.1.2 Infarkt myokardu

Infarkt myokardu (IM) je definovan jako akutni loziskova nekréza srde¢niho svalu
vznikla na zaklad¢ nahlého uzavéru ¢i extrémniho zuzZeni véncité tepny zasobujici piislus-
nou oblast. Ve vice nez 95 % je pri¢inou koronarni ateroskler6za s rupturou intimy
a tromb6zou Vv misté platu. Ve vzacnych ptipadech mize mit infarkt myokardu jiny ptivod
(spazmy, embolie do vénéitych tepen). Infarkt myokardu je mozné definovat na zakladé
fady klinickych, elektrokardiografickych, biochemickych nebo patologickych ukazateli.
IM je multigenné podminéné onemocnéni. Stejné jako na konci dvacatého stoleti, tak i na
pocatku jednadvacatého je akutni infarkt myokardu ve vyspélych zemich stale jednou

z hlavnich pii¢in morbidity a mortality (Spacek a Widimsky, 2003a).

V roce 2007 zemielo na infarkt myokardu v Ceské republice 3 737 muzi a 2 930 Zen
(www.uzis.cz. 2007. Zdravotnicka roéenka Ceské republiky 2007). Hospitalizovanych
bylo vtémze roce 14 083 muzii a 8361 Zen sdiagndézou akutni infarkt myokardu
(www.uzis.cz, 2007. Zdravotnicka statistika CR. Hospitalizovani v nemocnicich CR 2007).
V roce 2008 bylo pfijato do nemocnic v Ceské Republice 13 919 muzi a 8 403 Zen
s diagnézou akutni infarkt myokardu (www.uzis.cz. 2008. Zdravotnicka statistika CR.
Hospitalizovani v nemocnicich CR 2008). Ve stejném roce na tuto diagnézu zemielo
3819 muzii a 2 970 Zen (Www.uzis.cz. 2008. Zdravotnicka roenka Ceské republiky 2008:
32).

Pro srovnani v USA Vv roce 2010 prodélalo 785 000 Americani IM. Piiblizné¢ kazdych
25 sekund dostane jeden Ameri¢an AIM a ptiblizné kazdou minutu jeden ¢lovek v USA na
AIM zemie (Lloyd-Jones et al., 2010). Kardiovaskularni onemocnéni zpiisobuje ro¢né pies
4,3 miliont (48 %) amrti v Evropé a pies 2 miliony (42 %) umrti v EU (European Cardio-

vascular Disease Statistics, 2008).

Pfic¢inou infarktu myokardu je uzavér koronarni tepny. Angiografické studie provedené
Vv prvnich hodinach po vzniku IM prokazuji ve vice nez 90 % ¢aste¢ny nebo Uplny trombo-
ticky uzavér infarktové tepny, nasedajici zpravidla na nestabilni ateroskleroticky plat (Fus-
ter, 1999). Obvyklé d&je pfi vzniku uzavéru koronarni tepny jsou nasledujici: ruptura,
exulcerace ¢i mikroskopicka trhlina aterosklerotického platu, agregace destiek, neuplné
obturujici trombus. Na uzavéru se podili téZ doprovodny spazmus koronarni tepny. Velmi

dulezita je aktivace desticek (zvySena agregace, zvySena vazba fibrinu na glykoproteinovy


http://www.uzis.cz/
http://www.uzis.cz/
http://www.uzis.cz/
http://www.uzis.cz/

receptor GP IIb/Illa na povrhu desti¢ek, zvySena produkce tromboxanu) a lokalni dysfunk-
ce endotelu (sniZzeni tvorby prostacyklinu a relaxaéniho faktoru tvofeného endotelem —

EDRF -endotelium-derived relaxing factor - Obr. 1).

ADP, serotonin

tromboxan A,
lealcium

mikropartilule

misto poslozeni, obnazeny lolagen
% Guome w i ALY I L GLISE S

" |y ST S

Obr. 1 Adheze a agregace desti¢ek na poskozenou sliznici Adheze desti¢ek je iniciovana
kontaktem desti¢ek s nefyziologickym povrchem, in vivo s poSkozenou cévni sténou. In-
terakce mezi kolagenem a destickami je zprostiedkovana glykoproteinovymi receptory na
povrchu desticek, cirkulujicimi plazmatickymi proteiny (vVWF - Von Willebranduv faktor,
ADP - adenozindifosfat) a sérologickymi vlastnostmi krve (www.zdn.cz).

Po uzavéru véncité tepny jsou buiiky myokardu schopny piezit ptiblizné¢ 20 minut se
schopnosti uplné regenerace pii obnoveni davek kysliku, obvykle béhem této doby nedo-
chazi k zadnym histologickym zménam. Nedochazi k poskozeni vlaken srde¢niho svalu, k
uvolnéni biochemickych markert nekrézy ani ke zménam na EKG kiivce. Pokud hypoxie
trva déle, zacinaji prvni bunky podléhat nekroze, tedy intravitalnimu odumirani bunék a

tkani. V okoli nekr6ézy dochézi na rozdil od apoptdzy k zanétu.

Podle makroskopického vzhledu lze infarkty délit na transmuralni, kde nekréza prostu-
puje celou nebo témét celou tloustkou stény srdecniho svalu, a netransmurélni (intramu-
ralni), kde nekréza zahrnuje pouze vnitini ¢ast stény srdecniho svalu a nedosahuje az

k epikardu (Derumeaux et al., 2001).

Nekréza obvykle postupuje od endokardu k epikardu a od centra ke krajim ischemické
oblasti. Postup nekrozy od endokardu k epikardu trva ptiblizné 4-12 hodin (obvykle kolem
6 hodin, vyjime¢né aZz 24 hodin). Rychlost postupu nekrdzy ovliviiuje Gplnost pieruSeni

10
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koronarniho pratoku, pfitomnost vedlejSich vétvi, spotfeba kysliku v myokardu (tj. vyse
systolického tlaku a srde¢ni frekvence) a piedtrénovani myokardu na ischémii, coz je pied-
chozi opakovana expozice myokardu ischémii (Davies, 2000). Jiz po n¢kolika vtefinach po
uzavéru koronarni tepny postupné mizi kontrakce ischemické ¢asti myokardu. Vznika po-
rucha kinetiky levé komory v povodi pfislusné véncité tepny. Nejlehci stupen poruchy je
hypokineze (snizeni kontrakci), téz$i je akineze (vymizeni kontrakci), nejtézsi dyskineze
(vymizeni kontrakei a pasivni systolické vyklenovani postizené oblasti (Spacek a Widim-

sky, 2003b).

1.1.3 Ateroskleréza

Jak uZ jsem se zminila vySe, nejcastéjsi pfic¢inou vzniku infarktu myokardu a cévni
mozkové ptihody je koronarni ateroskler6za. Hlavni Glohu v ni hraji poruchy metabolizmu
lipidi. Dale se uplatiuji faktory jako endotelialni dysfunkce, zanétlivé a imunologické
procesy, koufeni a ruptura nestabilniho platu. Incidence ateroskler6zy stoupa pii zvySovani
plazmatické koncentrace cholesterolu nad 3,9 mmol/l. Riziko koronarni aterosklerozy takeé
zvySuje stoupajici plazmaticka koncentrace oxidovanych ¢astic cholesterolu s nizkou den-
zitou (LDL) a snizujici se koncentrace HDL-Castic cholesterolu s vysokou denzitou
(Rommet al., 1991).

Hypercholesterolémie (zvySena hladina cholesterolu v plazm¢) je spojena s vyznamné
zvysSenou expresi genu pro receptor AT; pro angiotenzin II, ktera vede k vystupniovani bio-
logickych ucinka angiotenzinu II (Nicking et al., 1997). I dalsi receptory umozuji pienos
oxidovanych ¢astic LDL do bun¢k endotelu a makrofagt, které se nasledn¢ méni v pénové
bunky. Jedna se napiiklad o lecitinu podobny oxidovany LDL-receptor (LOX-1) nebo sca-
vengerové receptory makrofagl (Li a Mehta, 2000). Oxidované LDL ¢astice mohou vést
K ruptuie endotelidlnich bunék a pies uvolnéné cytokiny spustit geneticky determinované
zanétlivé a imunitni mechanizmy. Dochézi ke zvysené expresi genu pro vaskularni bunéc-
nou adhezivni molekulu (VCAM-1) a aktivaci integrinu Bl vazajiciho monocyty. Dale
dochazi k poruse endotelialni funkce s poklesem produkce antiagrega¢né a vazodilataéné
pusobiciho oxidu dusnatého. Rupturou pénovych bunék se uvoliuji oxidované LDL, intra-
celularni enzymy a volné kyslikové radikaly, které dale poskozuji cévni sténu (Shih et al.,

1999). Neni zcela znamo, jakou roli pfi rozvoji aterosklerotickych zmén hraje hypertria-
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cylglycerolémie, ale je znamo, Ze podporuje vznik trombozy. Vys$si koncentrace triacyl-
glyceroli v Krvi je spojena s vyssimi koncentracemi fibrinogenu, koagula¢niho faktoru VII
a X a vyssi viskozitou krve. Podobné G¢inkuje i zvySeni koncentrace lipoproteinu (a), ktery
inhibuje konverzi plazminogenu na plazmin (Loscalzo et al., 1990). Endotelin 1, ktery je
produkovan endotelidlnimi bufikami ma také dulezitou roli v patogenezi aterosklerozy.
Oxidované castice LDL-cholesterolu podporuji jeho tvorbu a tim potencuji jeho vazokon-
strik¢ni ucinek. Endotelin 1 je Gt¢innym mitogenem bunék hladkého svalu medie cév a sti-
muluje jejich migraci smérem k endotelu. Vyskytuje se v intracelularnich i extracelularnich
slozkach aterosklerotickych 1ézi a byva uvoliovan v reakci na mechanicky stres (Lerman

etal., 1991).

Pocateénim krokem v procesu aterosklerozy je endotelialni dysfunkce, navozena dysli-
pidémii a zesilena kutackym navykem. Zplsobuje poSkozeni vazodilatace, ktera je zpro-
sttedkovana endotelem, a snizenou produkci oxidu dusnatého s mensi inhibici agregace
desti¢ek (Quyyumi et al., 1995). Pti rozvoji aterosklerotického procesu se aktivuje buné¢na
1 humoralni slozka zanétu. Aktivované desticky indukuji sekreci monocytarniho che-
motaktického proteinu 1 (MCP-1) a na svém povrchu exprimuji gen pro P-selektin, coz je
adhezivni molekula, ktera je spolu s dalsimi (E-selektin, ICAM-1, VCAM-1) pfitomna i na
povrchu endotelu v mistech zanétu a umoznuje adhezi T-lymfocytd a monocytd. Jejich
vzajemnym pusobenim vznikaji stimula¢ni faktory, jez zplisobuji pfeménu monocytli na
makrofagy (Gawaz et al., 1998). Prozanétlivé chemokiny a cytokiny, produkované leuko-
cyty (IL-1, IL-6) nebo aktivovanymi endotelialnimi bufikami (IL-8), jsou mohutnym sti-
mulem pro proliferaci a migraci hladkych svalovych bunék medie, ktera vede k formovani
aterosklerotického platu (Simonini et al., 2000). V aterosklerotickém platu jsou hojné za-
stoupeny i zirné buiky, které obsahuji a uvoliuji dalsi dalezity mediator, faktor nekrotizu-
jici tumor (TNF-a) (Kaartinen et al., 1996). Leukotrieny (biologicky aktivni lipidy) jsou
syntetizovany a uvoliovany leukocyty a maji fadu prozanétlivych uc¢inkt uplatiiujicich se
v aterosklerotickych lézich. Mohou navic zptisobovat vazokonstrikci (Allen et al., 1998).
Casta lokalizace plati v mistech ohybu nebo vétveni cév zvyraziiuje vyznam zmény lami-
narniho charakteru proudéni krve a sniZeni rychlosti pratoku krve (low shear stress), ktera
muze negativné ovlivnit endotelialni funkci (Malek et al., 1999). Pribéh aterosklerotické-

ho procesu je tedy multifaktorialni (viz Tab. 1).
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Tab. 1 Celularni, biochemicke a patofyziologické faktory ucastnici se v etiopatogenezi
ateroskler6zy (Spacek a Widimsky, 2003c)

Faktor Popis
oxLDL oxidované ¢astice choleterolu s nizkou denzitou
VCAM-1 vaskularni buné¢nd adhezivni molekula 1
ICAM-1 intracelularni adhezivni molekula 1
LOX-1 lecithin-like axodized LDL-receptor
MCP-1 monocytarni chemotakticky protein 1
ET-1 endotelin 1
IL-1,IL-6,IL-8 interleukin 1, interleukin 6, interleukin 8
VEGF cévni endotelidlni rastovy faktor
FGF rustovy faktor produkovany fibroblasty
TGF-a, B transformujici ristovy faktor a, B
PDGF rustovy faktor produkovany destickami
IGF-1 inzulinu podobny riistovy faktor
TNF-a faktor nekrotizujici tumor a
CRP C-reaktivni protein
HSP 60 tepelny Sokovy protein 60
shear stress stithové napéti

Mezi rizikové faktory aterosklerozy, které nelze ovlivnit, patii vék, muzské pohlavi
a geneticka zatéz. Mezi ovlivnitelné faktory patii hladina LDL ¢astic v plazmé. Je proka-
zano, ze koncentrace celkového cholesterolu v krvi vyssi nez 5,0 mmol/l, resp. LDL-
cholesterolu vyssi nez 3,0 mmol/l jsou spojeny se zvySenim kardiovaskularniho rizika (Ki-
nosian et al., 1994). Rizikovym faktorem je i hypertenze. DalSimi rizikovymi faktory jsou
inzulinova rezistence, poruseni gluk6zové tolerance nebo diabetes mellitus. Se zvySenym
rizikem IM je spojena také obezita a vyssi plazmatické koncentrace homocysteinu (Stamp-
fer et al., 1992). Vliv na vyskyt AIM maji ale i jiné faktory. Zajimavosti je, ze se pocet
AIM zvysuje napiiklad ve dnech, kdy je pozorovana vyssi rychlost slune¢niho vétru a ve
dnech nasledujicich. Naopak ve dnech, kdy je vétsi hustota ¢astic sluneéniho vétru se pocet
AIM snizuje (Stiestik et al., 2005). Koufeni patii mezi dulezité ovlivnitelné faktory. Inci-
dence srde¢niho infarktu je zvySend Sestkrat u zen a tfikrat u muza, kteti kouti 20 a vice

cigaret denné, oproti nekuraktm (Prescot et al., 1998).

P#i manifestaci akutnich koronarnich syndromt, v¢etné IM, se Casto vyskytuje trombo-
za nasedajici na rupturu aterosklerotického platu. Histologické vySetfeni nestabilnich plath
potvrzuji zanétlivé zmény ve fibréznim krytu. Pfedev§im v mistech, kde kryt platu precha-
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zi v endotel, je pfitomna vyrazna infiltrace aktivovanymi makrofagy a T-lymfocyty (Libby,
1995). Hlavni pficina ruptury nestabilniho platu neni zcela jasna. Jednim z faktord, ktery
ptispiva ke ztenCovani fibrozniho krytu platu, je plsobeni metaloproteinaz, které jsou
uvolnovany z makrofagti. Metaloproteinazy degraduji kolagen a dal$i komponenty matrix.
K destabilizaci platu ptispiva zanétliva reakce, oxidativni stres ¢i stfihové napéti (Rajava-

shisth et al., 1999).

Recentni prace poslednich 6 let se zabyvaji z mnoha hli pohledu expresnimi profily
0sob s aterosklerozou a jejiho vztahu k zanétlivym procesiim v cévach (Satterthwaite et al.,
2005).

1.1.4 Diabetes mellitus

Jednim z rizikovych faktort aterosklerdzy je diabetes mellitus (DM). DM je skupinou
chronickych, etiopatogenetickych heterogennich onemocnéni, jejichz zakladnim rysem je
hyperglykémie (zvySena koncentrace glukézy v krvi nad normu). Hladina glykémie je udr-
zovana u zdravého jedince v rozmezi 3 az 8 mmol/l fadou hormonalnich, autoregulacnich a
neuroregulacnich mechanizmt. Hyperglykémie se rozviji v dasledku nedostatecného ucin-
ku inzulinu, ktery mtize byt zptsoben jeho absolutnim nebo relativnim nedostatkem. DM
je provazen poruchou metabolizmu cukrt, tukt a bilkovin. Jako dalsi piiznaky se postupné
vyviji dlouhodobé cévni komplikace jako je retinopatie (postizeni cév vyzivujicich sitnici),
nefropatie (onemocnéni ledvin), neuropatie (postizeni nervu); (Barto§ a Pelikanova,
2003a).

Protoze ptijem gluk6zy potravou neni rovhomérny a jeji potfeba k udrzeni energetické-
ho metabolizmu je trvala, je v podminkach nala¢no tvofena Vv organizmu. Mezi tkané
schopné produkovat glukdzu patii jatra a kira ledvin. Zdrojem glukézy v jatrech je glyko-

genolyza (Stépeni glykogenu) a glukoneogeneze (syntéza glukozy z aminokyselin, laktatu).

Regulace glykémie je tésné spjata s metabolizmem tuki a bilkovin. Jak uz bylo zming-
no vyse, uplatiiuji se vlivy nervové (sympatikus, parasympatikus), autoregulacni (hypogly-
kémie a hyperglykémie) a hormonalni (inzulin). Hormondlni regulace inzulinem ma prav-
dépodobné nejvétsi vyznam. Jeho udinky jsou antagonizovany glukagonem a adrenalinem
Vv jatrech, adrenalinem a rdstovym hormonem v tukové tkani, kortizolem ve svalech a

adrenalinem v ledvinach.
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Inzulin je specificky glykoprotein, jehoz molekula se sklada ze dvou polypeptidovych
fetézct (A, B), které jsou spojeny disulfidickymi mustky. Retézec A obsahuje 21 amino-
kyselin, fetézec B 30 aminokyselin. Gen pro inzulin se nachazi na kratkém raménku 11.
chromozomu a jeho expresi vznikd v B buiitkdch Langerhansovych ostravkl inzulin. Proces
biosyntézy inzulinu trva asi 30-120 minut. Pro nastartovani syntézy je dulezity vzestup

ATP, ktery je navozen glukozou a dal$imi nutrienty.
Rozlisuji se dva typy DM a to diabetes mellitus typ 1 a diabetes mellitus typ 2.

DM typ 1 je zpuisoben selektivni destrukci B bunék vedouci k absolutnimu nedostatku
inzulinu a projevuje se jiz v détstvi. Nejcastéjsi formou typu 1 je autoimunitné podminény
DM. Pii tomto typu onemocnéni dochazi ke zni¢eni B bunék na zdklad€ autoimunitniho
procesu. Pritomny jsou cirkulujici protilatky inzulinu a proinzulinu proti Langerhansovym
ostrivkim. Spoustécim mechanizmem, ktery navodi autoimunitni proces, je pravdépodob-

n¢ virova infekce ¢i styk s jinym exogennim nebo endogennim agens.

DM typ 2 se manifestuje nejCasteji v dospélosti. Pro tento typ je typicky familidrni vy-
skyt a v60 - 90 % je spojen snadvahou. Pficinou byva inzulinova rezistence spolu

s poruchou sekrece inzulinu (Barto§ a Pelikanova, 2003Db).

1.2 Kardiovaskularni onemocnéni a genetika

Kardiovaskularni onemocnéni patii mezi multigenné podminéna onemocnéni, coz zna-
mena, Ze na rozvoji onemocnéni se podili genetické a environmentalni faktory. Genetické
faktory patfi do polygenni skupiny, kdy se na onemocnéni podili velké mnozstvi gent
s malym u¢inkem. VétSina dostupné literatury se v souvislosti s kardiovaskularnimi one-
mocnénimi zabyva jednobodovymi mutacemi. Za casto se vyskytujici kardiovaskularni
onemocnéni neni zodpovédna jedna kauzdlni mutace, ale vétSinou jde o velké mnozstvi

polymorfizmt asociovanych s infarktem myokardu nebo ischemickou chorobou srdeéni.

V roce 2002 zacal mezinarodni HapMap projekt, ktery mél za cil identifikovat geny
asociované S tak ¢astymi onemocnénimi jako je astma, diabetes mellitus, malignity a kardi-
ovaskularni onemocnéni. Projekt trval 3 roky a byl zaméfen na SNP (single nucleotide
polymorphism). Tedy bodové mutace, které se mohou vyskytovat v kodujicich oblastech

DNA (a mohou ovlivnit expresi genu) ale ¢astéji se objevuji v nekddujicich oblastech. Byl
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sestaven katalog HapMap, coz je jakysi seznam Castych genetickych variant vyskytujicich
se u lidi. Obsahuje typy variant, kde se vyskytuji v naSem genomu a jak jsou distribuovany
V populacich raznych svétadili. Projekt nepiifazuje specifické genetické varianty
K urc¢itému onemocnéni, ale spiSe upozornuje na vazby riznych variant s rizikem nejcastéj-

$ich onemocnéni (www.hapmap.orq).

K roku 2007 bylo znamo nejméné 5000 studii zabyvajicich se testovanim kandidatnich
gent polygenné dédi¢nych kardiovaskularnich onemocnéni. Zajimavé je, ze vysledky téch-
to studii jsou Casto kontroverzni. Velmi Casto se vysledky jednoho tymu zasadné lisi od
vysledki jiné skupiny. V soucasné dobé je identifikovano nejméné 192 polymorfizmil ve

102 genech, které lze spojovat s vyskytem infarktu myokardu (Grochova a Groch, 2007).

Aterosklerdza a onemocnéni véncitych tepen jsou také multigenné podminéna onemoc-
néni. Pfedpoklada se 500 az 800 zucastnénych gent. Pfi volbeé kandidatnich gena se vy-
chazi z patogenetickych mechanizmii onemocnéni koronarnich artérii. Rada studii se zaby-
va zkoumanim renin-angiotenzinového systému, lipidového metabolizmu, zanétlivych fak-

tort @ hemokoagulace.

V soucasné dobé¢ je stanoveno né¢kolik gentl, jejichz polymorfizmy by mohly mit vliv na
kardiovaskularni onemocnéni a které jsou nejcastéji diskutovany. Jsou to gen pro connexin
37, jehoz polymorfizmy zhorSuji intracelularni komunikaci a vedou ke zvysené adhezi mo-
nocytt na endotel. Gen stromelysin 1, u néhoz polymorfizmy zptisobuji nestabilitu atero-
sklerotického platu, gen inhibitoru aktivatoru plazminogenu typ I, u kterého polymorfizmy
zvySuji plazmatickou trombocytogenitu a gen pro lymfotoxin alfa, ktery zvySuje zanétli-

vost arterialni stény a nestabilitu aterosklerotického platu (Grochova a Groch, 2007).

1.2.1 Hledani genu predisponujicich k IM

Moznosti jak hledat geny majici vztah k IM je n¢kolik:

1. Vazebné analyzy - vyuzivaji vazebné nerovnovahy, kterd je zplisobena vazbou genil.
Vazebnd nerovnovaha je nenahodnd asociace alel dvou lokusl, coz znamend, Ze urcita
kombinace alel se vyskytuje v populaci ¢astéji, nez by se dalo ocekavat pii nahodné tvorbé
holotypti z alel na zaklad¢ jejich Cetnosti. Genetickou vazbou rozumime skutecnost, Ze dva
nebo vice sledovanych gent jsou soucasti téZe vazebné skupiny. Napiiklad geny lokalizo-

vané na jednom chromozomu jsou ve vazb¢.
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2. Asociacni studie - pii kterych se vyhledavaji lidé se studovanym onemocnénim (tzv.

pripady, cases) a lidé bez onemocnéni (tzv. kontroly). Nasledné se pak sleduje, jestli se

néjaka urcita alela nebo genotyp nevyskytuje u nemocnych ¢astéji nez u kontrol.

3. GWAS (genome-wide associating study) - diky GWAS doslo ve vyzkumu kardiovasku-

larnich chorob k obrovskému pokroku. GWAS vedly k uréeni zhruba 106-ti lokust asocio-
vanych s kardiovaskularnimi onemocnénimi. Rozsifeni téchto studii umoznuji celogeno-
mové SNP panely, které mohou soucasné skenovat az jeden milion SNP (Illumina, Affy-
metrix). Velké mnoZstvi zpracovanych dat, vede k nutnosti zlepSovat také nastroje pro je-
jich analyzu (Aulchenko et al., 2007). Piestoze jsou GWAS tspésné v identifikaci lokust
spojenych s kardiovaskularnimi nemocemi, zlstava Siroka cast genetickych komponent
KVO i jejich metabolickych rizikovych faktord zahrnujici plazmatické lipidy, DM typu 2,
body mass index (BMI), neprozkoumana. Interakce gen-gen, gen-prostfedi mohou poskyt-

nout v této otazce vyznamné informace (Lanktree a Hegele, 2009).

1.2.2 Vybrané studie

Koncem roku 2003 byla publikovana studie Wang et al. (2003). Ve své studii sledovali
velmi pocetnou rodinu, ve které se vyskytovalo 13 pacientd s IM nebo ischemickou choro-
bou srde¢ni (ICHS). Podle rodokmenu se jednalo 0 autozomalné dominantni typ dédi¢nos-
ti. Rizikové faktory zahrnujici dyslipidémii, hypertenzi a koufeni cigaret se vyskytovaly u
jen nékterych ¢lend rodiny. Ve studii byla pouzita genomova vazebna analyza s 382 mar-
kery, které pokryvaly chromozomy 1 az 22. Na zaklad¢ vysledka byla identifikovana silna
vazba na lokus chromozomu 15¢g26. Tento region obsahuje 93 gend (43 znamych gent a
50 hypotetickych genti). Nakonec byla identifikovana delece 6 aminokyselin v 11. exonu
genu MEF2A (myocyte enhancer factor 2A) u vsech 10 Zijicich ¢lent rodiny s IM. Vypada
to, Ze delece 21kb v lokusu 15q26 zpuisobuje naruseni stény koronarni tepny a tim usnad-
fuje ukladéani aterosklerotickych platl, coz pozdéji vede k IM. V dobé publikace svych
zaveérl vSak autofi neméli dostate¢ny pocet zdravych kontrol a zavéry byly ziskany na pti-

1i§ malém souboru pacientd.

Pozdg¢ji byly tyto vysledky zpochybnény dal§imi autory Weng et al. (2005), kteti hledali
mutaci v 11. exonu genu MEF2A u 300 jedinct s nefamiliarnim vyskytem IM pied 55.

rokem Zivota u muzi a 65. rokem Zivota u Zen. Kontrolni skupina ¢itala také 300 jedinct.
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Ani u jednoho z nemocnych nebyla mutace nelezena, ale byla objevena u jednoho kontrol-

niho jedince.

V prosinci roku 2002 byla publikovana jedna z nejrozsahlejsSich studii, ktera byla pro-
vedena v Japonsku, kde je relativné nizky vyskyt IM. Yamada et al. (2002) z univerzity
vV Nagoye publikovaly vysledky své studie, které ziskali z analyz 5061 neptibuznych Ja-
ponct. Analyzovali 112 polymorfizmti v 71 kandidatnim genu asociovanych s koronarni
ateroskler6zou, vazokonstrikci, hypertenzi, diabetem, hyperlipidémii a dalSimi metabolic-
kymi faktory. Skupinu nemocnych tvofilo 2 819 jedinct (2 003 muzi a 816 Zen) japon-
skych pacientii s IM/ ICHS, kteti byli hospitalizovani na jedné z 15 klinik od Cervence
1994 do prosince 2001. Kontrolni skupina ¢itala 2 242 jedinct (1 306 muzt a 936 zen). Pti
své praci vyuzili fluorescenéné znacené alelové specifické primery a kolorometricky zna-
¢ené aleloveé specifické primery. Na zakladé svych vysledku prokazali, ze IM je signifi-
kantné spojovan s polymorfizmem C1019T (nahrada cytosinu na pozici 1019 thyminem)
v genu connexin 37 u muzt. U Zen nalezli dva polymorfizmy spojené s IM. Polymorfizmus
4G-668/5G (nahrada 4 guaninti na pozici -668- 5 guaniny) v genu pro inhibitor aktivatoru
plazminogenu typ 1 a polymorfizmus 5A-1171/6A (nahrada 5 adeninti na pozici -1171- 6

adeniny) v genu pro stromelysin 1.

Jina nezavisla studie malého souboru svédskych pacientli prokazala, ze stejny polymor-
fizmus C1019T v genu pro connexin 37 je asociovan se ztlusténim intimy karotid muzi.
Zkoumany soubor se skladal z 80 pacientii a 80 kontrolnich jedincti muzského pohlavi
(Boerma et al., 1999). Asociace polymorfizmu C1019T s aterosklerotickymi platy byla
prokazana i u obyvatel Taiwanu. Studie byla provedena na 177 jedincich s koronarnim

onemocnénim a 102 kontrolnich jedincich (Yeh et al., 2001).

Alela 4G v genu pro inhibitor aktivatoru plazminogenu typu 1 byla spojena s IM v malé
skuping $védskych muzi (Eriksson et al., 1995). Rozsahla studie muzi v USA ale nepro-
kézala polymorfizmus 4G-668/5G jako rizikovy (Ridker et al., 1997). Ke stejnému nega-
tivnimu vysledku dospéla také studie na skupiné nemocnych Zen z Nizozemska (12 239
zen v rozmezi véku 52 az 67 let). Naopak dokonce byla prokazana souvislost genotypu
4G/4AG s niz8im rizikem cévni mozkové ptihody oproti heterozygotim 4G/5G (Roest et al.,
2000).

Ozaki et al. (2005) publikovali vysledky asocia¢ni studie na 94 pacientech s IM, ve kte-
ré za pomoci 92 788 SNP markerti identifikovali lokus na chromozomu 6p21 spojeny
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s infarktem myokardu. Zejména polymorfizmus v genu LTA (lymfotoxin alfa). Dale identi-

fikovali galactin - 2 protein jako vazebného partnera LTA proteinu.

Dalsi studie japonskych védcii publikovana v roce 2006 identifikovala novy gen MIAT
(myocardial infarction associated transcript) v lokusu 22q12.1. Gen MIAT ma 5 exoni
a in vitro translace ukazala, ze nekdduje zadny translacni produkt (Obr. 2). Gen MIAT
patii mezi geny pro funkéni RNA, coz znamena, ze jeho produkt nepodl¢ha translaci. Ve
studii bylo pouzito 52 608 SNP markerd. Studie zahrnovala 3 464 jedinci sIM
a 3 819 kontrolnich jedincu (Ishii et al., 2006).

[TpRss] < M MmO O~ (o)) o
g3 38 29 IHY ¥ 2
ig < < ww www o (e}
<t < < < < << =T =T
W w 0w Ww OO w w
1 i |
u U
1 2 3 4 5

Exon  135bp 83bp 1480bp 126bp 8318bp

Inton | I | H

5.7kb 2.1kb 247bp 847bp
Obr. 2 Genomova struktura genu MIAT (Ishii et al., 2006).

Ve studii GeneQues bylo analyzovano 74 SNP v 62 genech u 352 nemocnych
S familidrnim vyskytem AIM a 418 jedincii kontrolni skupiny. Vysledkem této studie byl
nalez mozného vztahu mezi vznikem ¢asného AIM a gent pro trombospondin (TSP). Cel-
kovée byly nalezeny 3 rizné SNP ve tfech genech kodujicich TSP. Piedevsim SNP pro TSP
- 4 je polymorfizmus, ktery je pfitomny u vice nez 30 % populace a je provazen vysSSim
vyskytem AIM nez ostatni polymorfizmy. Skupina TSP proteini hraje vyznamnou roli

V integrité cév a trombdze (Topol et al., 2001).

V roce 2004 publikovali Tobin et al. (2004) vysledky genetické studie, ktera byla pro-
vedena u 547 pacientl s AIM a 505 kontrolnich osob. Sledovali vztah mezi IM a 58 SNP
v 35 kandidatnich genech a nasli mozny pozitivni vztah mezi SNP (C-629A) v genu pro
transportni protein esteru cholesterolu CETP (cholesteryl ester transfer protein) a SNP

(gly460trp) v genu pro a-adducin.

Jak je z vysledku studii patrné, potencialné zajimavych gent ve vztahu ke KVO s jejich
polymorfizmy je mnoho, ale jejich vyznam neni natolik podstatny, aby jejich vyskyt mohl

byt vyuzit pro stanoveni AIM ¢i1 CMP.
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1.3 Cipové technologie

Tradi¢ni ptistup k analyze genové exprese je zdlouhavy proces s rozdilnymi experimen-
talnimi potiebami pro kazdy zkoumany gen. Zavedeni microarray technologie umoznilo
analyzovat tisice genli najednou. Technologie vyuziva schopnosti vlaken DNA nebo RNA

spolu hybridizovat (spojit se) na zakladé komplementarity basi (Hughes a Tillo, 2006).

Vyuziti ¢ipové technologie je velmi riiznorodé. Velmi Casto nachdzi své vyuziti
ve vyzkumu rakoviny. Kim et al. (2010) pouzili ¢ipovou technologie k vyzkumu rakoviny
Stitné zlazy, ktera je jednou z nejCastéjSich endokrinologickych malignit a zjistili, Ze
U pacientti byla sniZzena exprese u 96 genti a u 16 genti byla exprese zvySena. Tavares et al.
(2008) pouzili Cipovou analyzu pro zkoumani G¢inku lécby karcinomu retinovych bunék
HDAC inhibitory. Na zdklad¢ svych vysledki, zjistili, ze 1écba zvySuje expresi né¢kolika
gentl a genovych rodin, coz vede ke sniZzeni buné¢né proliferace. Liu et al. (2007) vyuzili
¢ipovou technologii pro hledani novych gent retiny, které by mohly byt ovlivnény tyroid-
nimi hormony, u kterych se prokazalo, ze maji vliv na jeji rozvoj. Identifikovali 12 novych
gent, deset z nich mélo zvySenou expresi a dva snizenou. Lu et al. (2008) pomoci ¢ipové

diagnostiky urcovali genomické odchylky u novorozenct.

1.3.1 Historie

Cipové technologie se zacaly masivné rozvijet zhruba pied 15 lety, jejich pouziti stale
vzrista a zvySuje se mnozstvi jejich aplikaci. Od zakladni aplikace na problematiku mole-
kularné genetickou, kdy analyzovanou substanci byly nukleové kyseliny, se postupné je-
jich pouzivani rozsitilo i do oblasti proteinové, bunécné a tkanové. Vyvoj se ubiral
Vv zésad¢ dvéma sméry. Za prvé k neustalému zvySovani poctu soucasné provadénych de-
tekci a za druhé smérem k Ciplim specializovanym na feSeni urcitych specifickych otazek

(Brdicka a Bruchova, 2006).

Pouziti souboru odlisnych fragmentti DNA pro expresni analyzu bylo poprvé popsano
vroce 1987. Vysledky byly pouzity k identifikaci gentl, jejichz exprese je modulovéana
interferonem. Zkoumana RNA byla rozdélena elektroforézou na formaldehyd- agar6zovém
gelu a poté pienesena na nytran-nylonovou membranu, ta byla inkubovana 2 hodiny pfi

80°C. Nasledovala prehybridizace po dobu 24 hodin pti 37°C ve specialnim pufru. Poté
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byly do pufru ptidany rekombinantni plazmidy pfipravené alkalickou lyzi a nick-translaci.
Po 48 hodinach byla membréana dvakrat promyta promyvacimi roztoky a susena. Vysledky
byly ziskany autoradiografii (Kulesh a Clive, 1987).

Samotna microarray technologie se vyvinula z metody Southern blotting, pfi které jsou
fragmenty DNA ptipojeny k podlozce a poté se k nim napoji, znamé fragmenty genti. Me-
todu predstavil v roce 1975 E. M. Southern. Tuto techniku lze oznalit za pfimého pied-
chiidce DNA ¢ipu, protoze se zde objevuje princip ukotveni znacené nukleové kyseliny

k pevnému podkladu.

Prvnimi skutecnymi prototypy dnesnich ¢ipti byly Cipy vyvinuté v roce 1989 tymem
S. P. A. Fodora, ktery pouzil metodu fotolitografie, pti niz jsou oligonukleotidy syntetizo-
vany in situ. Firma Affymetrix tuto metodu vyuziva pro piipravu svych produkti (Fodor a
Pirrung, 1991).

Dal$im meznikem bylo vyrobeni DNA ¢ipu v roce 1995, ktery predstavil Mark Shena.
Jako modelovy organizmus byla pouzita rostlina Arabidopsis thaliana, ktera nabizi mnoho
vyhod pro analyzu genové exprese. Jednou z jejich hlavnich ptfednosti je mala velikost
genomu. Pro vyrobu ¢ipu byly pouzity DNA fetézce ziskané z DNA knihoven, které byly

na sklicko natiStény pomoci vysokorychlostniho robotického tisku (Shena et al., 1995).

V roce 1997 byla metoda microarray pouzita pro analyzu genové exprese a porovnani
genomu kmene Saccharomyces cerevisiae Y55 oproti referenénimu kmeni Saccharomyces

cerevisae S288c, kdy byly objeveny sekvenéni polymorfizmy (Lashkari et al., 1997).

Geograficky je vznik a rozmach ¢ipt spojen s Kalifornii. V sou¢asné dobé jsou vyvoj
a vyroba rozsiteny po celém svété. Dnes se prevazna vétSina Cipli vyrabi komercné
s pfedem danym osazenim DNA fetézctl, avSak existuji také Cipy zdkaznické, u kterych si

miize zakaznik nadefinovat vlastni sestavu DNA fetézct (Brdi¢ka a Bruchova, 2006).

DnesSnim trendem je pfedev§im zvySovani mnozstvi zaroven analyzovanych sekvenci,
rychlejsi zpracovani sméfujici k automatizaci, niz8i nutné vstupni mnozstvi vzorku (analy-
zy z jednotlivych bunck) a samoziejmé mensi financni naklady umoziujici vétsi mnozstvi
analyz. Paralelné dochazi také k vyznamnému rozvoji sekvenacnich metod, jeZ nalézaji

Siroké uplatnéni v dnesnich analyzach.
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1.3.2 Technologie vyroby

K vyrobé Cipt se nejcastéji pouziva nylonovych membran, sklenénych nebo plastiko-
vych materialii. Plastikové a nylonové materialy jsou pouzivany k vyrobé¢ tzv. makrocipt,
které se od mikroc¢ipt 1isi svou velikosti a hustotou nanesenych spott. Napiiklad nylonovy
¢ip Atlas Human cDNA Expresion Array od firmy Clontech ma rozméry 8x12 cm a sleduje
expresi 588 genil. U tzv. zdkaznickych ¢ipti si mohou zékaznici vybrat slozeni sond na
¢ipu. K vyrob¢é mikrocCipti se bézné pouziva klasické mikroskopické skli¢ko. Jeho povrch je
upraven vrstvou hydrofobnich polymert (poly-L-lysin, modifikovany silan) poskytujici

reakéni skupiny -NH2, -OH a =0 pro navazani oligonukleotidu (Merkerova et al., 2006).
Nanaseni nukleotidovych fetézct (sond) na Cip lze provadét tiemi zakladnimi metoda-
mi:

1. Metoda ink jet printing je vyroba mikro¢ipu pomoci tryskového tisku. Spociva

v mechanickém tisténi predem piipravenych DNA fetézct dlouhych fadové stovky nukleo-
tidt. Jednotlivé sondy jsou nanaseny na Cip tenkymi, ostrymi jehlami (ink-jet printing)
v objemu cca 1 nl a natisténé spoty pak maji 100-150 um v praméru (Merkerova et al.,
2006). Oligonukleotidy mohou byt piipojovany k modifikovanému nosi¢i prostiednictvim
chemickych spojek, tzv. linkerti (napt. na bazi polyetylén glykolu). Pro indukci tvorby ko-
valentnich vazeb lze také pouzit UV zafeni (Ahmed, 2006).

2. Fotolitograficka metoda, jejimz zdkladem je pfimé syntetizovani oligonukleotidovych

DNA fetézcu na povrchu sklenéného Cipu (in situ). Povrch ¢ipu musi byt nejdiive upraven
nanesenim vrstvy fotolabilnich protektivnich molekul s vazebnymi skupinami pro nukleo-
tidy. Fotolitograficka maska (Obr. 3) fidi spolu s UV paprskem syntézu tak, Zze vazebna
mista oligonukleotidii jsou svétlem aktivovéana a reaguji s novymi nukleotidy, které jsou na

povrch sklicka naneseny ve formé roztoku (Ahmed, 2006).

Opakovanim cykli, stfidanim masek a roztokl se specifickymi nukleotidy se dosahuje
tvorby 25-merniho uniformniho DNA fetézce. V ptipadé GeneChipu firmy Affymetrix je
kazdy gen reprezentovan jedendcti 25-mernimi sondami z rlznych oblasti téhoz genu

uspotadanymi do ¢tverce Obr. 4 (www.affymetrix.com).
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Obr. 3 Princip fotolitografické metody (www.affymetrix.com).

3. Ink jetting metoda vyuziva piezoelektrického jevu. Jedna se o obdobu inkoustové tiskar-
ny. Kapalina je nasata do miniaturni trysky a je ji udélen naboj. Zménou naboje na jejim
povrchu se reguluje tisk kapek bez kontaktu s nosi¢em. Metodou tryskového tisku jsou
vyrabény napiiklad Cipy firmy Agilent. Tyto €ipy obsahuji, na rozdil od €ipli vyrabénych
firmou Affymetrix, 60-merni DNA fetézce. Toto uspofadani zvysuje citlivost i pro nizka
mnozstvi transkriptt (Ahmed, 2006).

23


http://www.affymetrix.com/

1.28cm

| R

Skuteéna velikost
oDNA mikrocipu
GeneChip

Miliény fetézcii DNA sestavenych v kazdém pali

500 000 poli na povrchu kazdého mikrocipu GeneChip Skutecna délka fetszce = 25 b
ecna délka fetézce = P

Obr. 4 Povrch DNA mikrocipu (GeneChip, Affymetrix).

1.3.3 Princip ¢ipové technologie

DNA cipové technologie jsou zalozeny na hybridizaci znacenych nukleovych kyselin,
ziskanych z analyzovaného vzorku, s DNA fetézci (sondami) na povrchu ¢ipu reprezentu-
jicimi zkoumany gen. Znaceni lze pouzit radioaktivni, fluorescenéni ¢i chemické (zalozené

na detekci chemiluminiscence). Nejcastéji pouzivanym znaéenim je fluorescenéni.

Vychozim materidlem pro expresni ¢ipovou analyzu je vzorek celkové RNA nebo mR-
NA, ktery je pomoci reverznich transkriptaz a znacenych nukleotidi pfepsan do cRNA. Ta
nasledné hybridizuje s komplementarnimi DNA fetézci na Cipu. Po odmyti nenavazanych
sond se méfi fluorescencni signal, ktery je sniman skenerem s vysokym rozliSenim. Geny
jsou predstavovany jednotlivymi poli. Intenzita signalu pole odpovida hladiné exprese da-
né¢ho genu. Po detekcei, analyze a normalizaci signalu je vytvofen tzv. ,profil genové expre-

se“ analyzovaného vzorku (Merkerova et al., 2006).

Podle poctu pouzitych barviv rozd€lujeme:

1. Duélni znaceni, které vyuziva porovnavani intenzit fluorescen¢nich signali dvou odlisné

znacenych vzorkll hybridizovanych na jednom c&ipu (napf. vzorek z nadorové tkang
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a kontrolni vzorek). Kazdy ze vzorkid je znacen odlisnym fluorescenénim barvivem. Nej-
Castéji pouzivana barviva jsou Cy3 (zelend) a CyS5 (Cervend), majici odliSna, uzkd emisni
spektra, a proto jsou velmi vhodna pro dualni fluorescenéni znaéeni. Slozenim signald
obou znaéek pak vznika barva spotu, ktera vypovida 0 kvantitativnim rozdilu v expresi
genu mezi obéma vzorky. Toto znaeni vyuziva naptiklad firma Agilent nebo Eppendorf
(Merkerova et al, 2006).

2. Jednobarevné znadeni pouziva pouze jeden typ barviva. Analyzou takového Cipu ziska-

me hodnoty genové exprese. Piikladem takového systému je Affymetrix GeneChip

(www.affymetrix.com).

1.3.4 Typy ¢ipu

Vyvoj ¢ipové technologie jde velmi rychle dopiedu a s timto rozvojem souvisi 1 vznik
ruznych typu Cipl. Mezi zékladni typy Cipt patii:

1. Expresni Cipy - pomoci téchto ¢ipt se uréuje hladina exprese ur¢itého genu. Na jejich

povrch jsou nanaSeny jako sondy molekuly cDNA vzniklé reverzni transkripci z mRNA
nebo sekvencné specifické oligonukleotidové sondy pro kazdy gen. Mira exprese gend se
porovnava mezi zkoumanymi vzorky a vzorky kontrol. Sila signalu je imérna mnoZstvi
navazaného transkriptu daného genu ve vzorku. Tedy ¢im je ve vzorku vice transkriptu,
tim se ho vice navaze na sondy a zvysi se signal. Diky tomu mizeme zjistit, zda dochéazi
pii ur¢ité nemoci K ,,up* ¢i ,,down* regulaci exprese daného genu. Expresni Cipy vyrabi

napiiklad firma Illumina (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/About/primer/microarrays.html).

2. CGH c¢ipy - metoda nazvana microarray comparative genomic hybridization, ktera
umoziuje analyzu nebalancovanych zmén celého genomu, pfedev§im ztrat chromozomal-
niho materialu ¢i vyskyt nadpocetnych kopii chromozomalnich tsekd u rakovinovych bu-
n€k. Principem CGH je soucasna hybridizace fluorescenéné znacené DNA zkoumaného a
kontrolniho vzorku s komplementarnimi fragmenty nati§ténymi na povrchu Cipu. Ke zna-
¢eni se pouZzivaji barevné odlisné fluorochromy. Oznacené DNA jsou smichany v ekvimo-
larnim poméru a hybridizovany. Po odmyti nenavazanych sond se nasnima obraz ¢ipu po-
moci laseru v zelené i Cervené barve. Specialn€ navrzeny sofware pak automaticky identi-
fikuje kazdy spot na Cipu a stanovy pomér obou fluorochromi. Rozdil v pomérech pak

urcuje nebalancované zmény napt. v nddorovém genomu.
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3. SNP ¢ipy - SNP (single nucleotide polymorphism) ¢ipy detekuji jednonukleotidové po-
lymorfizmy. Jsou tak studovany genetické variace, jako jsou inzerce, delece, repetitivni

polymorfizmy a translokace (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/About/primer/microarrays.html).

V roce 2001 byla zhotovena mapa lidského genomu se vSemi zndmymi SNP, které se
vyskytovaly ve statisticky dostate¢né mife. Zmapovano bylo 1,42 milionu jednonukleoti-

dovych polymorfizmi (Sachidanandam et al., 2001).

1.3.5 Firma lllumina - BeadChip

Ve své praci jsem pouzila ¢ipy firmy Illumina, Inc. Cipy jsou uréeny pro piimou hybri-
dizaci a patii do kategorie celogenomovych ¢ipti. Kazdy ¢ip obsahuje 48 804 prob, které
pochazeji z The National Center for Biotechnology Information Reference Sequence (NC-
Bl), pro 25 440 genu. Firma Illumina, Inc. vyrabi ¢ipy ve dvou formatech: Sentrix Array
Matrix a Sentrix BeadChip.

Sentrix® BeadChip

1)

-———

. — . ,
+ kulicky fotorezistentni vrstva
S~
silikonova vrstva
- &
leptani
N\ promyti

Obr. 5 Povrch ¢ipu firmy Illumina formatu Sentrix BeadChip s fororezistentni vrstvou
a nasledné s nanojamkami (Fan et al., 2005).

Mnou pouzivany format BeadChip kombinuje dvé techniky vyroby. Na zacatku je

sklicko pokryté silikonem a nesouvislou fotorezistentni vrstvou, ve které jsou pomoci
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technologie mikroelekromechanického systému (MEMS) ptipraveny nanojamky (Obr. 5).
Nasledné se Cip pokryje kulickami (Obr. 6), na kterych jsou navazany adresni sekvence
a sondy. Do kazdé jamky zapadne vzdy jen jedna kulicka. Pomoci adresni sekvence, kterou

kazda kulicka obsahuje, je pak uréena poloha sondy na ¢ipu (Fan et al., 2005).

ra

f

_/ Biotinem
" znacena cRNA

“
-
\‘

Adresni sekvence proba

Obr. 6 Silikonova kuli¢ka s navidzanou adresni sekvenci a sondou (Www.illumina.com).

Vyuzivala jsem lidské Cipy, kde na jednom Cipu jsou pozice pro Sest samostatnych
vzorkl, a prostor pro jeden vzorek je tvofen dvéma poli. Primérné zastoupeni kazdé sondy
je kolem dvaceti pozic pro kazdy vzorek na Cipu. V rozvrzeni vzorkd na jednotlivé Cipy,
pro lepsi diferencialni analyzu genové exprese, jsme vzdy dbali na to, aby na jednom c¢ipu
byli dvojice (u CMP - kontrola a piipad) ¢i trojice (u AIM - kontrola, pfipad a nasledny

nabér po Sesti mésicich) souvisejicich vzorkd.
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2 Cile prace

V ramci mé prace jsem musela nastudovat problematiku infarktu myokardu a cévni
mozkové piihody a vyuziti ¢ipové analyzy jako robustni metody pro detekci genid. Cilem
prace bylo stanovit geny, jejichz exprese se 1isi u pacientit s AIM, AIM6 (odbér krve paci-
enta s AIM po 6 mésicich od pfihody) a CMP v porovnani s kontrolami ¢i jinou sestavu
diferencialné expremovanych genti, ktera by byla klinicky zajimava z hlediska prognozy

stavu pacientdl, pfipadné urcujici z pohledu predispozice ke KVO.

Hlavni naplni této prace pak bylo zpracovani vzorki plné krve smichané s RNAlater® az
po Cipovou analyzu u pacientii s infarktem myokardu, cévni mozkovou piihodou
a kontrolnich pacienti, jejichz nabér zajistovala Méstska nemocnice Caslav nebo
u nékterych akutnich infarktti myokardu kardiologick4 klinika v Pardubicich.

U pacientll s AIM nés zvlasté zajimalo, zdali se 1i$i exprese genl u pacientd, kteti ze-
mieli do 6 mésicii po AIM z kardiovaskularnich pti¢in, a u pacientti s AIM, ktefi nezemie-
li, a byl u nich proveden kontrolni nabér. Zde prezentovana analyza byla provadéna za tce-
lem moZnosti najit zptisob stanoveni progndzy pacientd s primarnim infarktem myokardu a
pro toto stanoveni nalézt vhodnou kombinaci gent. Biologickym vzorkem odebranym
Z t¢la pacienta pro analyzu by pak mohly byt buniky periferni krve, které jsou vhodné pie-
dev§im pro minimdalni invazivitu ziskani potfebného materialu a tudiz minimalni zatézi pro

pacienty.
Vysledky naSich analyz ndm umoZnily odpovédét na nasledujici otazky:
e Je mozné vyuzit vzorky periferni plné krve pro ¢ipovou analyzu genové exprese?
o Jaké jsou kritické parametry zvoleného postupu?

e Lisi se exprese nekterych genti u pacientli s AIM zemielych do 6 mésicti na kar-

diovaskularni pfi¢inu oproti pacientim s AIM, kteii nezemieli?

e Mohou zvySené hodnoty intenzit genové exprese indikovat zvySené riziko umrti

v souvislosti s kardiovaskularnimi pfi¢inami?

e Pii jakém nastaveni parametrQi statistickych vyhodnoceni ziskdme rozumné
mnozstvi statisticky a klinicky vyznamné diferencidlné¢ exprimovanych gent,
které by bylo mozné ptipadné vyuzit v klinické praxi?
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3 Material a pristroje

3.1 Vzorky plné krve s RNAlater

Kazdému vzorku daného pacienta byl ptfifazen identifikacni kéd. Pro odbér krve byly
pripraveny 15 ml zkumavky se 7,6 ml RNAlater®, do kterych bylo ptidano 2,4 ml nesrazli-
v¢é krve ihned po odbéru. Po homogenizaci smési byly vzorky zamrazeny. Vzorky byly
uskladnény v mrazicim boxu; pii -70°C. Pted izolaci daného vzorku se vzorek v 15 ml
zkumavce nechal na ledu rozmrznout a po promichani byl rozpipetovan do 2ml zkumavek
po 1,8 ml, coZ je vychozi mnozstvi pro izolaci RNA. Alikvoty pak byly opét zamraZeny,
aby byly pfipravené pro piipadné dalsi izolace a minimalizoval se pocet cykli zmraZeni

a rozmrazeni vzorku.

V ramci prace, ktera je podporovana Centrem biomedicinské informatiky projektem
1M06014 Ministerstva $kolstvi, mladeZe a télovychovy CR bylo doposud zpracovano vice
nez 306 vzorkt. V Tab. 2 jsou uvedeny vzorky, které jsem zpracovala ja. Jelikoz statistické
vyhodnocovani vysledkli probihd postupné a je ¢asové narocné, jsou zde uvedeny pouze

vysledky z prvnich analyz provedenych na nize uvedenych vzorcich (viz Tab. 3).

Tab. 2 Seznam viech zpracovanych krevnich vzorki s RNAlater®

Diabetes ¢ (ng/pul) Verze

ID Vzorek | Pohlavi | Ro¢nik | Exitus | mellitus | Koufeni | RNA RIN ¢ipu
C056 | AIM Muz 1953 Ne Ne Ano-15| 109,2 7,4 V2
P008 AIM Zena 1949 Ne Ne Ne 41,9 8,1 V2
P009 AIM Muz 1951 Ne Ne Ano-2 | 28,6 7,1 V2
C029 | AIM Muz 1955 Ne Ne Ne 43,3 7,1 V2
C048 | AIM Zena 1960 Ne Ne Ne 170,3 8,5 V2
C099 | AIM Muz 1951 Ne Ne Ne 261,2 8 V2
C170 | AIM Zena 1929 Ne Ano Ne 404,7 6,1 V2
Cl72 | AIM Zena 1931 Ne Ano Ne 353 7,7 V2
Cl181 | AIM Zena 1934 Ne Ano Ne 195,2 8,1 V2
C069 | AIM Muz 1941 Ne Ne Ne 185,3 8,7 V2
P0O11 AIM Muz 1947 Ne Ne Ne 245,2 6,9 V2
Cl47 | AIM Muz 1945 Ne Ne Ne 317,5 6,7 V2
C005 | AIMD6 | Muz 1939 Ano Ne Ne 89,5 8,1 V2
C053 | AIMD6 | Zena 1935 Ano Ne Ne 327,1 7,7 V2
P010 | AIMD6 | Zena 1928 Ano Ano Ne 188,3 8,1 V2
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Diabetes ¢ (ng/nl) Verze
ID Vzorek | Pohlavi | Ro¢nik | Exitus | mellitus | Koureni | RNA RIN ¢ipu
Cl174 | AIM Muz 1950 Ne Ne Ne 127,97 8 V2
C182 AlM Muz 1954 Ne Ne Ano-40| 97,47 8,1 V2
C289 AlM Muz 1957 Ne Ne Ne 213,42 8 V2
C218 AlM Zena 1950 Ne Ne Ne 104,41 8,1 V2
C125 AlM Muz 1928 Ne Ano Ne 184,7 8,4 V2
C139 AlM Muz 1939 Ne Ne Ne 126,5 8,4 V2
C120 | AIM Muz 1949 Ne Ne Ne 103,6 8,7 V2
C063 | AIM | Zena | 1941 Ne Ne Ne 2829 | 85 V2
C205 AIM Muz 1944 Ne Ano |Ano-10| 85,7 8,4 V2
C019 AlM Zena 1930 Ne Ne Ne 36,59 7,7 V2
C013 AIM Muz 1939 Ne Ano Ne 194,74 7,9 V2
C269 AlM Muz 1938 Ne Ne Ne 320,41 8,2 V2
P019 AlM Zena 1931 Ne Ano Ne 86,65 7,9 V2
C185 AlM Muz 1937 Ne Ano Ne 191,54 8,2 V2
C195 AlM Muz 1946 Ne Ano Ne 293,41 8,2 V2
C284 | AIM Muz 1953 Ne Ne Ano-20| 210,06 7,4 V2
C194 | AIM Muz 1933 Ne Ne Ne 160,62 8 V2
C238 AlM Muz 1934 Ne Ano Ne 204,88 7,8 V2
C078 | AIMD6 | Muz 1937 Ano Ano Ne 170,38 8,2 V2
C231 AIM Muz 1933 Ne Ne Ne 117,7 7,3 V3
C242 |kontrola| Muz 1953 Ne Ano Ne 256,55 7,9 V3
C358 | AIM6 | Muz 1954 Ne Ano Ne 77,91 8,8 V3
C317 AIM Muz 1954 Ne Ano Ne 144,63 7,5 V3
C292 | AIM6 | Muz 1933 Ne Ne Ne 217,2 7,5 V3
C103 |kontrola| Muz 1929 Ne Ne Ne 77,25 7,4 V3
C331 AIM Muz 1954 Ne Ne Ano-20| 70,76 7,4 V3
C367 | AIM6 | Muz 1954 Ne Ne Ne 86,63 8,1 V3
C145 |kontrola| Zena | 1942 Ne Ne Ne 61,81 | 8,3 V3
C355 | AIM6 | Zena 1944 Ne Ne Ne 72 7,7 V3
C309 AIM Zena 1944 Ne Ne Ne 44,71 8,4 V3
C335 |kontrola| Muz 1953 Ne Ne Ano-20| 252,26 8 V3
C333 |kontrola| Muz 1927 Ne Ne Ne 143,68 8,6 V3
C294 |kontrola| Muz 1939 Ne Ne Ne 118,86 8,4 V3
C316 | CMP Zena 1933 Ne Ne Ano-5 | 224,83 7,6 V3
C123 |kontrola| Zena 1932 Ne Ne Ne 210,16 7.5 V3
C075 | CMP Muz 1928 Ne Ne Ne 75,48 7,6 V3
C179 | CMP Muz 1938 Ne Ne Ano-5 | 151,01 8,1 V3
C230 |kontrola| Muz 1933 Ne Ano |Ano-20| 228,72 7,7 V3
C328 | CMP Zena 1945 Ne Ano Ne 391,11 7,3 V3
C300 | CMP Muz 1945 Ne Ano Ne 117,87 7,8 V3
C156 |kontrola| Zena 1944 Ne Ne Ano-20| 177,82 7,4 V3
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Diabetes ¢ (ng/nl) Verze
ID Vzorek | Pohlavi | Ro¢nik | Exitus | mellitus | Kouieni| RNA RIN ¢ipu
C327 | CMP Muz 1938 Ne Ne Ne 317,92 7,5 V3
C198 |kontrola| Muz 1944 Ne Ne Ne 285,64 7,7 V3
C140 |kontrola| Zena | 1955 Ne Ne [Ano-10| 201,92 8 V3
C305 AlM Muz 1948 Ne Ne Ne 214,15 7,9 V3
C341 | AIM6 | Muz 1948 Ne Ne Ne 170,5 8,5 V3
C307 AlM Zena 1960 Ne Ano |Ano-20| 315,22 8,2 V3
C362 |kontrola| Muz 1948 Ne Ne Ne 113,44 8,5 V3
C351 | AIM6 | Zena 1960 Ne Ne Ano-4 | 66,24 7,5 V3
C297 |kontrola| Muz 1949 Ne Ne Ano-10| 264,94 8,6 V3
C226 AlM Muz 1950 Ne Ne Ano - 15| 102,93 8,5 V3
C296 | AIM6 | Muz 1950 Ne Ne Ano - 10| 298,97 7,9 V3
C049 |kontrola| Muz 1948 Ne Ne Ano-25| 159,19 8 V3
C291 | AIM6 | Muz 1950 Ne Ne Ne 183,2 8,4 V3
C236 AlM Muz 1950 Ne Ne Ano - 15| 215,91 8,4 V3
C189 AIM Muz 1945 Ne Ne Ne 204,19 N/A V3
C271 | AIM6 Muz 1945 Ne Ne Ne 164,52 N/A V3
C141 |kontrola| Muz 1949 Ne Ne Ano-10| 187,47 7,6 V3
C359 |kontrola| Muz 1944 Ne Ne Ne 163,09 7,5 V3
C277 | AIM6 | Muz 1951 Ne Ne Ano-2 | 168,96 8,6 V3
C219 AIM Muz 1951 Ne Ne Ano-3 | 94,64 8,3 V3
C319 | CMP Muz 1933 Ne Ano Ne 183,87 79 V3
C332 | CMP Muz 1945 Ne Ano Ne 81,67 8,3 V3
C276 | CMP Muz 1942 Ne Ne Ne 69,38 8 V3
C272 |kontrola| Muz 1930 Ne Ano Ne 99,19 9,1 V3
C213 |kontrola| Muz 1941 Ne Ne Ne 159,11 7,8 V3
C204 |kontrola| Muz 1943 Ne Ne Ne 170,48 7.9 V3
C312 | CMP Muz 1953 Ne Ne Ne 120,15 79 V3
C308 | CMP Muz 1952 Ne Ano Ne 186,31 8,1 V3
C225 |kontrola| Muz 1953 Ne Ne Ne 237,9 7.8 V3
C150 |kontrola| Muz 1952 Ne Ne Ne 115,55 8,4 V3
C283 | CMP Muz 1954 Ne Ne Ano-5 | 192,69 8,4 V3
C178 |kontrola| Muz 1951 Ne Ano Ne 59,06 8,2 V3
C257 | CMP Zena 1937 Ne Ne Ne 75,38 7,7 V3
C253 |kontrola| Muz 1930 Ne Ano Ne 107,22 7.8 V3
C364 | CMP Muz 1943 Ne Ne Ano-15| 197,08 | N/A V3
C209 |kontrola| Zena 1937 Ne Ne Ano- 10| 253,47 8,1 V3
C165 | CMP Muz 1932 Ne Ne Ano-8 | 1159 7,7 V3
C337 |kontrola| Muz 1941 Ne Ne Ne 161,87 7.8 V3
C175 | CMP Zena 1940 Ne Ano Ne 102,94 7,1 V3
C265 | CMP Muz 1943 Ne Ne Ano-20| 95,33 7,6 V3
C344 |kontrola| Muz 1942 Ne Ne Ne 182,13 8,2 V3
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Diabetes ¢ (ng/ul) Verze
ID Vzorek | Pohlavi | Ro¢nik | Exitus | mellitus | Kouieni| RNA RIN ¢ipu
C256 | CMP Muz 1946 Ne Ne Ne 84,81 7,9 V3
C227 |kontrola| Zena 1939 Ne Ne Ne 141,77 8,4 V3
C260 |kontrola| Muz 1946 Ne Ne Ne 162,55 7,7 V3
C221 |kontrola| Zena | 1929 Ne Ano Ne 198,5 8,4 V3
C274 |kontrola| Muz 1950 Ne Ne Ne 261,87 7,9 V3
C372 | CMP Zena 1933 Ne Ano Ne 15,06 8,6 V3
C380 | CMP Muz 1952 Ne Ano Ne 301,4 8,2 V3
C216 |kontrola| Zena | 1934 Ne Ne Ne 87,77 | 7.8 V3
C169 | CMP | Zena | 1936 Ne Ne Ne 136,64 | 8,3 V3
C320 | AIM6 Muz 1929 Ne Ne Ne 146,26 8,4 V3
C333 |kontrola| Muz 1927 Ne Ne Ne 160,45 8 V3
C264 AIM Muz 1929 Ne Ne Ne 20,23 8 V3
C344 |kontrola| Muz 1942 Ne Ne Ne 182,13 8,2 V3
C361 | AIM6 Muz 1942 Ne Ano Ne 181,42 8 V3
C321 AIM Muz 1942 Ne Ano Ne 190,67 7 V3
C295 | CMP | Zena | 1938 Ne Ne Ne 110,23 | 8,3 V3
C116 |kontrola| Muz 1941 Ne Ano Ano-20| 135,22 8,1 V3
C311 |kontrola| Zena | 1937 Ne Ne Ne 387,88 | 8,5 V3
C258 | CMP Muz 1943 Ne Ne Ne 85,88 8,3 V3
C338 |kontrola| Muz 1928 Ne Ne Ne 121,54 7,5 V3
C199 CMP Muz 1928 Ne Ne Ne 97,81 7,9 V3
C410 | AIM6 Muz 1953 Ne Ne Ne 91,16 17,7 V3
C033 |kontrola| Muz 1954 Ne Ne Ano-20| 40,1 7,3 V3
C389 AIM Muz 1958 Ne Ne Ano-10| 169,32 7,9 V3
C064 |kontrola| Muz 1950 Ne Ne Ne 234,44 7,5 V3
C411 | AIM6 Muz 1958 Ne Ne Ano-10| 200,49 7,9 V3
P029 AIM Muz 1953 Ne Ne Ne 34,38 7,6 V3
C386 AIM Zena 1950 Ne Ne Ne 259,78 9,1 V3
C114 |kontrola| Zena | 1946 Ne Ne Ne 216,59 | 8,8 V3
C113 |kontrola| Muz 1939 Ne Ne Ano-20| 147,75 8,4 V3
C408 | AIMG6 Zena 1950 Ne Ne Ne 266,15 8,9 V3
P026 AIM Muz 1945 Ne Ne Ano-20| 115,14 7,9 V3
C407 | AIM6 Muz 1945 Ne Ne Ne 178,2 8,4 V3
C123 |kontrola| Zena 1932 Ne Ne Ne 158,57 7.3 V3
C399 AIM Zena 1942 Ne Ano Ne 356,2 7,4 V3
C418 | AIMG6 Zena 1935 Ne Ne Ne 51,3 7,8 V3
C136 |kontrola| Zena 1938 Ne Ano Ne 106,79 7.5 V3
C397 AIM Zena 1935 Ne Ne Ne 203,9 8,2 V3
C416 | AIMG6 Zena 1942 Ne Ano Ne 101,2 7,7 V3
C406 | AIMG6 Muz 1940 Ne Ano Ano-3 | 214,71 8,8 V3
C322 | AIMG6 Muz 1946 Ne Ano Ne 265,63 8,5 V3
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Diabetes ¢ (ng/nl) Verze
ID Vzorek | Pohlavi | Ro¢nik | Exitus | mellitus | Kouieni| RNA RIN ¢ipu
C281 AlM Muz 1946 Ne Ano |Ano-10| 113,98 8,3 V3
P027 AlM Muz 1940 Ne Ano |Ano-10| 301,19 9,3 V3
C275 |kontrola| Muz 1934 Ne Ne Ano 220,28 9,4 V3
C391 |kontrola| Muz 1944 Ne Ano Ne 62,25 9,2 V3
C392 |kontrola| Zena 1929 Ne Ano Ne 282,32 7,6 V3
C336 AlM Muz 1931 Ne Ne Ne 196,71 8 V3
C396 |kontrola| Muz 1927 Ne Ne Ne 231,61 7,4 V3
C369 | AIM6 | Muz 1931 Ne Ne Ne 248,69 7 V3
C349 | AIM | Zena | 1933 Ne Ano Ne 29393 | 7,7 V3
C373 | AIM6 | Zena 1933 Ne Ano Ne 198,79 7,6 V3
C413 | AIM6 | Muz 1966 Ne Ne Ne 330,04 7,6 V3
C39%4 | AIM Muz 1966 Ne Ne Ano-20| 169,43 7,3 V3
C403 |kontrola| Muz 1962 Ne Ne Ano-20| 143,41 7,3 V3
C301 | AIM6 | Muz 1940 Ne Ano Ne 153,93 79 V3
C366 |kontrola| Muz 1941 Ne Ano Ne 82,93 8 V3
C245 AIM Muz 1940 Ne Ano Ne 302,31 7,3 V3
CO078 AIM Muz 1937 Ano Ano Ne 213,25 8,5 V4
C182 AlM Muz 1954 Ne Ne Ano-40| 260,29 7,8 V4
C195 AlM Muz 1946 Ne Ano Ne 195,08 8,5 V4
C266 | AIM6 | Muz 1946 Ne Ano Ne 144,34 8,2 \VZ!
C304 |kontrola| Muz 1946 Ne Ano Ne 188,79 8,5 V4
C287 |kontrola| Muz 1936 Ne Ano Ne 174,03 8 V4
P010 AIM Zena 1928 Ano Ano Ne 86,76 7,8 \Z!
C005 AIM Muz 1939 Ano Ne Ne 51,49 7,6 \Z!
C010 |kontrola| Muz 1938 Ne Ne Ne 190,23 7,5 V4
C208 |kontrola| Zena 1928 Ne Ano Ne 184,38 7.3 V4
C289 AIM Muz 1957 Ne Ne Ne 143,24 7,8 \VZ!
C061 |kontrola| Muz 1955 Ne Ne Ne 183,63 8,1 V4
P009 AIM Muz 1951 Ne Ne Ano-2 | 85,76 7,5 \VZ!
C192 | AIM6 | Muz 1948 Ne Ne Ano-2 | 370,1 8 \VZ!
C100 | AIM6 | Zena 1959 Ne Ne Ne 269,73 7,6 \VZ!
C066 |kontrola| Muz 1947 Ne Ne Ano-10| 227,73 8,2 V4
C247 | AIM6 | Muz 1945 Ne Ne Ne 253,75 7,6 V4
C260 |kontrola| Muz 1946 Ne Ne Ne 46,44 8 V4
C023 |kontrola| Zena 1931 Ne Ano Ne 35,4 7.8 V4
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Tab. 3 Seznam vzorkd, které jsou zpracovany ve vysledcich ¢ipové analyzy

Diabetes ¢ (ng/nl) Verze
ID Vzorek | Pohlavi | Ro¢nik | Exitus | mellitus | Koufeni | RNA RIN ¢ipu
Co56 | AIM | Muz | 1953 Ne Ne |Ano-15| 109,2 7.4 V2
PO08 | AIM | Zena | 1949 Ne Ne Ne 41,9 8,1 V2
PO09 | AIM | Muz | 1951 Ne Ne Ano-2 | 286 7.1 V2
C029 | AIM | Muz | 1955 Ne Ne Ne 43,3 7.1 V2
C048 | AIM | Zena | 1960 Ne Ne Ne 170,3 8,5 V2
C099 | AIM | Muz | 1951 Ne Ne Ne 261,2 8 V2
C170 | AIM | Zena | 1929 Ne Ne Ne 404,7 6,1 V2
C172 | AIM | Zena | 1931 Ne Ano Ne 353 7,7 V2
C181 | AIM | Zena | 1934 Ne Ano Ne 195,2 8,1 V2
C069 | AIM | Muz | 1941 Ne Ne Ne 185,3 8,7 V2
PO11 | AIM | Muz | 1947 Ne Ne Ne 245,2 6,9 V2
C147 | AIM | Muz | 1945 Ne Ne Ne 317,5 6,7 V2
C005 |AIMD6| Muz | 1939 | Ano Ne Ne 89,5 8,1 V2
C053 |AIMD6| Zena | 1935 | Ano Ne Ne 327,2 7.7 V2
P010 |AIMD6| Zena | 1928 | Ano Ano Ne 188,3 8,1 V2
C174 | AIM | Muz | 1950 Ne Ne Ne 127,97 8 V2
C182 | AIM | Muz | 1954 Ne Ne |Ano-40| 97,47 8,1 V2
C289 | AIM | Muz | 1957 Ne Ne Ne 213,42 8 V2
C218 | AIM | Zena | 1950 Ne Ne Ne 104,41 | 81 V2
C125 | AIM | Muz | 1928 Ne Ano Ne 184,7 8,4 V2
C139 | AIM | Muz | 1939 Ne Ne Ne 126,5 8,4 V2
C120 | AIM | Muz | 1949 Ne Ne Ne 103,6 8,7 V2
C063 | AIM | Zena | 1941 Ne Ne Ne 282,9 8,5 V2
C205 | AIM | Muz | 1944 Ne Ano [Ano-10| 857 8,4 V2
C019 | AIM | Zena | 1930 Ne Ne Ne 36,59 7.7 V2
C013 | AIM | Muz | 1939 Ne Ano Ne 19474 | 7,9 V2
C269 | AIM | Muz | 1938 Ne Ne Ne 320,41 | 82 V2
P019 | AIM | Zena | 1931 Ne Ano Ne 86,65 7.9 V2
C185 | AIM | Muz | 1937 Ne Ano Ne 191,54 | 8,2 V2
C195 | AIM | Muz | 1946 Ne Ano Ne 293,41 | 82 V2
C284 | AIM | Muz | 1953 Ne Ne |Ano-20|21006| 7,4 V2
C194 | AIM | Muz | 1933 Ne Ne Ne 160,62 8 V2
C238 | AIM | Muz | 1934 Ne Ano Ne 204,88 | 7,8 V2
C078 | AIM6 | Muz | 1937 | Ano Ano Ne 170,38 | 8,2 V2
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3.2 Chemikalie

Tab. 4 Seznam pouzitych souprav a chemikalii

Souprava Nazev Katalogové Cislo Vyrobce
Izola¢ni RiboPure™-Blood Kit AM1928 Ambion, Inc.
Kodstranéni 2/ 5 /veleqr™ Human | AM1980 Ambion, Inc.
globinové frakce
Pro Agilent Agilent RNA 6000 Nano 5067-1511 Agilent Technologies,
Kit Inc.
ot .| Hlumina® TotalPrep™ .
Amplifikacni RNA Amplification Kit AMIL1791 Ambion, Inc.
HumanWG-6 V3(2,4)
Hybridiza¢ni  |Whole genome Expressi- | BD-103-0203 Ilumina, Inc.
on BeadChip Kit
Pro reverzni QuantiTect Rev. .
transkripci Transcription Kit 205311 Quiagen
Universal probelibery set 04683633001 Roche Applied Science
PCR human S.r.0.
LightCycler 480 Probes 04887301001 Roche Applied Science
Master S.I.0.
Chemikalie Nazev Katalogové ¢islo Vyrobce
RNAlater” AM7012 Ambion, Inc.
RNaseZap® AM9780 Ambion, Inc.
Izopropanol 19516 Sigma - Aldrich
Etanol E7148 Sigma - Aldrich
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3.3 Pristrojové vybaveni

Tab. 5 Seznam pouzitych piistroji

Piistroj Vyrobce
Centrifuga 5415R Eppendorf A.S.
Centrifuga 5810R Eppendorf A.S.

Vortexer IKA MS 3 Basic

IKA®-Werke GmbH & Co. KG

DNA Engine Dyad Peltier Thermal Cycler

Bio — Rad Life Sciences, Inc.

Agilent, 2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies, Inc.

Nanodrop ND 1000 Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientific, Inc.

Julabo MP- Basis, Heating Immersion Circulator

JULABO Labortechnik GmbH

Vortex - Genie 2

Scientific Industries, Inc.

GeneChip hybridization Oven 640

Affymetrix® technology

Hybridization Oven IHlumina, Inc.
[llumina® BeadArray™ Reader IHlumina, Inc.
Hybex ™ microsamples incubator Inter Medico
Blokova digitalni lazen pro mikrozkumavky BTD P-LAB as.
Grant
Laminarni box (HEPAHJ'V sterilizing PCR work- UVP, Inc.
station)

Lightcycler 480 systém

Roche Applied Science, s.r.0.

2D tiepacka s naklanénim Rocker 11 (260350)

Boekel Scientifik

Ttepacka orbitalni OS10

Biosan
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4  Metody

4.1 lzolace celkové RNA

Celkova RNA byla izolovana ze vzorkl plné krve pomoci RiboPure™-Blood Kitu firmy
Ambion, Inc. 2,4 ml odebrané krve pacienta bylo smichano nejpozdé€ji do 15 minut od od-
béru v 15 ml zkumavce s 7,6ml RNAlater®, ktery je dodavan spolu s izolaénim kitem. Vzo-
rek byl f&dn€ promichan a poté pfesunut do mraziciho boxu -70°C k dlouhodobému skla-
dovani. Po izolaci je pomoci GLOBINclear™ Whole Blood Kitu firmy Ambion, Inc. od-

stranéna globinova RNA.

Pracovni protokol izolace celkové RNA:

Izolace RNA pomoci kitu RiboPure™ — Blood, Ambion Inc. byla provadéna tak, Ze
vzorky byly vyndany z mraziciho boxu a ponechdny na ledu rozmrazit. Snazili jsme se
vzdy Sestice vzorkd jdouci na jeden Cip pfipravovat najednou. Pro izolaci RNA bylo pipe-
tovano 1,8 ml vzorku krve s RNAlater® do 2 ml zkumavky bez RNaz. Vzorek krve
v roztoku RNAlater® byl centrifugovan na 16 100 g (13 200 rpm) 1 min. Supernatant byl
odstranén vcetné bilé faze tésné nad peletem. Bunky byly lyzovany v 800 ul lyza¢niho
roztoku a 50 ul roztoku acetatu sodného. Smés byla fadné promichana na vortexu. Lyzat
bunék byl extrahovan s 500 ul kyselého fenol:chloroformu. Smés byla promichana 30 s na
vortexu a ponechana stat 5 min pii laboratorni teploté. Smés byla centrifugovana na
16 100 g 1 min. Cela vodna faze, které bylo kolem 1,2 ml, byla pienesena do nové 2 ml
zkumavky bez RNaz, znovu centrifugovana a vodna faze bez jakékoli pelety odebrana do

Cisté zkumavky bez RNaz. Bylo ptidano 600 ul 100% etanolu a promichano na vortexu.

700 ul vzorku bylo pfeneseno na dodanou kolonku umisténou Vv kolekéni zkumavce
a5-10 s centrifugovano na 16 100 g. Kolek¢éni zkumavky byly vyprazdnény a znovu do
nich byly nasazeny kolonky. Do kolonek bylo naneseno dalsich 700 pl a poté zbytek vzor-
ku a vzdy 5-10 s centrifugovano na 16 100 g. Na filtry kolonek bylo naneseno 700 ul pro-
myvaciho roztoku 1 a 5-10 s centrifugovano na 16 100 g. Kolekéni zkumavky byly vy-
prazdnény a znovu do nich byly vsazeny kolonky. Do kolonek bylo 2x naneseno 700 ul
promyvaciho roztoku 2/3 (lahev musi byt dopIlnéna o 56 ml 100% etanolu) a 5-10 s centri-

fugovano na 16 100 g. Kolekéni zkumavky byly vyprazdnény a znovu do nich byly vsaze-
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ny kolonky, centrifugovany, aby byla odstranéna veskera kapalina. Kolonky byly pfenese-
ny na oznacenou kolek¢éni zkumavku a naneseno 50 pl elu¢niho roztoku (ptedehtatého na
75°C). 20 s ponechano stat pii laboratorni teploté a 20-30 s centrifugovano na maximum.

Pti druh¢ eluci dal§imi 50 ul elu¢niho roztoku centrifugovano 1 min.

K RNA ve 100 pl elu¢niho pufru bylo ptidano 5 pul DNaze pufru a 1 ul DNazy |
a ponechano 30 min inkubovat pti 37°C. K RNA po odstranéni DNA bylo ptidano 20 pl
reagencie inaktivujici DNazy. Smés byla jemné promichana na vortexu a ponechana 2 min
stat pii laboratorni teploté. Béhem této doby jesté byla smés dvakrat promichana. Vzorek
byl centrifugovan 1 min na 16 100 g. V peleté byla DNazy inaktivujici reagencie. Roztok
RNA byl pfenesen do nové zkumavky bez RNaz.

Byla zmétena koncentrace RNA na Nanodropu, Thermo Scientific (1 ul), pfipadné po-

nechan alikvot pro analyzu na Bioanalyzeru 2100, Agilent Technologies.

Po provedeni Cipové analyzy s takto oSetfenymi vzorky RNA bylo zjisténo, ze diky po-
uziti plné krve dochazi k preferenéni amplifikaci globinovych RNA a nedostate¢né intenzi-
t& signalu ostatnich gentl. Proto byly vzorky RNA pieéistény pomoci GLOBINclear™ Kitu

firmy Ambion:

K cca 110 pl vzorku RNA isolované pomoci RiboPure™ Blood Kit, Ambion z pln¢ kr-
ve s RNAlater® bylo ptidano 11 ul octanu sodného (RiboPure™) a 350 ul 100 % etanolu,
vSe bylo fadné promichano. Vzorky byly uskladnény 1 hod v mrazicim boxu pii teploté —
20°C. Pak byly centrifugovany pti 16 100 g 30 min, 4°C, a supernatant byl opatrné odstra-
nén. Bylo piidano 0,7 ml ledového 70 % etanolu, vzorek vortexovan, centrifugovan 10 min
pii 4°C a supernatant opatrn¢ odstranén. Peleta byla rozpusténa ve 14 ul vody bez nukleaz

(v 15 pul pokud chceme v tomto kroku méfit koncentraci na Nanodropu).
V pribéhu centrifugace byly piipraveny potiebné roztoky:

RNA vazebny pufr: Byly ptidany 2 ml 100 % izopropanolu do koncentratu vazebného puf-

ru, promichano a skladovano pii laboratorni teploté.

RNA promyvaci roztok: Byly ptidany 4 ml 100 % etanolu do koncentratu promyvaciho

roztoku, promichano a skladovano pii laboratorni teploté.
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Kulicky resuspendujici smés (1 reakce / 6 reakci):

10 pul/ 60 pul RNA Binding Beads (4°C)
4 ul/ 24 ul RNA Bead Buffer (laboratorni teplota)
6 ul/ 36 ul 100 % izopropanol

Smes byla homogenizovana a skladovana pfi laboratorni teploté.

Streptavidinové magnetické kulicky (30 ul / vzorek): do inkubatoru (50°C) byly vlozeny
zkumavky s 2x hybridiza¢nim pufrem a pufrem pro streptavidinové kulicky minimalné na
15 min, které byly pfed pouzitim fadné€ vortexovany. V piipadé prace se Sesti vzorky bylo
6x 30 pl (180 ul) homogenizovanych streptavidinovych magnetickych kuli¢ek bylo pipe-
tovano do cCisté 1,5 ml zkumavky, centrifugovano cca 2 S na méné nez 1000 g a zkumavka
byla umisténa do magnetického stojanku na dobu 3-5 minut (dokud nebyl roztok prusvit-
ny). Supernatant byl opatrné odstranén a piidano 6 x 30 pl (180 pl) pufru pro streptavidi-
nové kulicky pfedehifatého na 50°C, fadné vortexovano a ponechdno inkubovat po dobu
nejméné 15 min pii 50 °C pred dal§im pouZitim.

Ke vzorkiim RNA ve 14 ul (1-10 pg) byl pfidan 1 pl Capture Oligo Mix. Ke smési bylo
piidano 15 pl 2x hybridizacniho pufru pfedehiatého na 50°C. Vzorky byly kratce vortexo-
vany a rychle centrifugovany pii max. 1000 g a ponechany inkubovat pti 50°C po dobu 15
minut (dojde k hybridizaci s globinovou mRNA).

Ptipravené streptavidinové magnetické kulicky umisténé v inkubatoru byly jemné vor-
texovany a centrifugovany mén¢ nez 2 s na max. 1000 g. Ke kazdému vzorku RNA bylo
piidano 30 ul pfipravenych streptavidinovych magnetickych kuli¢ek, smési fadné¢ promi-
chany vortexovanim, stoCeny cca 2 s na 1000 g a ponechany inkubovat 30 min pfi teploté
50°C. Po vyjmuti z inkubatoru jemn¢ vortexovany, centrifugovany cca 2 s na max. 1000 g
a zkumavky umistény do magnetického stojanku na 3-5 min (dokud nebyl roztok prisvit-
ny). Supernatanty obsahujici celkovou RNA bez globinové mRNA opatrné odstranény a

pteneseny do ¢istych 1,5 ml zkumavek.

Byl ptedehrat elucni pufr na 58°C. Ke kazdému RNA vzorku bylo ptidano 100 ul RNA
vazebného pufru. Kuli¢ky resuspendujici smés byla fadné¢ homogenizovana vortexovanim
a nasledné bylo ptidano 20 pl smési ke kazdému vzorku. Smés byla 10 s fadné vortexova-
na, aby doslo k navazani RNA na kulicky, centrifugovana cca 2 s na 1000 g. Zkumavky
byly umistény do magnetického stojanku na 3-5 minut (dokud nebyl roztok prisvitny).

Opatrné byly odstranény veSkeré supernatanty. Zkumavky byly vyjmuty z magnetického
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stojanku. Az poté bylo ke kazdému vzorku ptidano 200 pl RNA promyvaciho roztoku,
radné 10 s vortexovano, kratce a jemné stoceno. Zkumavky se vzorky byly umistény do
magnetického stojanku na 3-5 minut nez doSlo kusazeni magnetickych kulicek
s navazanou RNA, opatrné byl odstranén veskery supernatant a zkumavky byly vyjmuty ze
stojanku. Zkumavky byly kratce a jemné stoCeny, umistény zpét do magnetického stojanku
a malou Spickou byla odstranéna veskera kapalina. Zkumavky se vzorky byly vyndany

z magnetického stojanku a oteviené nechany 5 min na vzduchu oschnout.

Ke kazdému vzorku bylo pfidano 30 pl eluéniho pufru predehiatého na 58°C, tadné
10 s vortexovano a smés byla inkubovana 5 min pii 58°C. Radné 10 s vortexovano a kratce
a jemné centrifugovano (cca 2 s na 1000 g). Vzorky byly umistény do magnetického sto-
janku na 3 az 5 minut, nez doslo K usazeni magnetickych kuli¢ek. Supernatant obsahujici
piecisténou celkovou RNA bez globinovych frakci byl opatrné odebrén do ¢istych 1,5 ml

zkumavek.

Kritickym parametrem se Stal pomér absorbanci 260 nm ku 230 nm, ktery by mél byt
pro ¢ipovou analyzu vyssi nez 1,5. Pro zajiSténi dostatecné kvality musela byt provadéna

finalni etanolova precipitace.

K cca 30 pl vzorku RNA isolované pomoci RiboPure™ Blood Kit, Ambion z pIné krve
s RNAlater® piecisténé kitem GLOBINclear™ Whole Blood Kit byly pridany 3 pl octanu
sodného (RiboPure™) a 90 pl 100 % etanolu. Radné promichano a vzorky byly uskladng-
ny pfes noc v mrazicim boxu pfi teploté —20°C. Rano byly vzorky centrifugovany pfi
16 100 g 30 min, 4°C, supernatant byl opatrné odstranén a peleta byla promyta 0,7 ml vy-
chlazeného 70 % etanolu. VVzorek byl vortexovan, centrifugovan 15 min pii 4°C a poté byl
veskery supernatant opatrné odstranén. Pelety byly rozpustény ve 14 ul vody bez nukleaz

¢i dle velikosti pelety a vstupni koncentrace ve vétSim objemu.

Byla zméfena koncentrace precisténé a presrdzené RNA na Nanodropu ND 1000
Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific Inc. (1 ul), integrita byla stanovena pomoci
Bioanalyzeru 2100, Agilent Technologies (1 ul) — pomoci souprav Agilent RNA 6000 Na-
no/Pico Kit (kat. ¢. 5067-1511/5067-1513).
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4.1.1 Kontrola kvality izolované RNA na Bioanalyzeru 2100

Integrita molekul RNA je pro ¢ipovou technologii velmi dilezitd. RNA je rychle roz-
kladana v ptitomnosti RN4z enzymu. Nasledkem toho se ve vzorcich bézné vyskytuji krat-

ké fragmenty RNA, které nejsou zadouci pro experiment.

Star§im zpsobem pouzivanym ke stanoveni integrity RNA byla elektroforéza na aga-
rézovém gelu, barveném ethidium bromidem. Typicky se na gelu objevily dva prouzky,
jeden pro 28S a druhy pro 18S ribozomalni podjednotku. Bylo potiebné pouziti vyrazné
vétsiho mnozstvi vzorku a K piesnému vyhodnoceni integrity bylo zapottebi dalSich analy-

tickych softwart.

V roce 1999 byl piedstaven Bioanalyzer 2100 Agilent Technologies pro separaci DNA,
RNA a proteind. Agilent je nastroj pro kontrolu kvality vyuzivajici technologii mikrokapi-
larni elektroforézy. Pro analyzu sta¢i malé mnozstvi vzorku, ktery je v kanalcich komeréné
vyrabéného Cipu pro 12 vzorkid rozdélen podle své molekularni hmotnosti a nasledné de-
tekovan pomoci laserem vyvolané fluorescence. Vysledky jsou zobrazeny jako elektrofe-
rogram (Schroeder et al., 2006). Elektroferogram ma nékolik segmentti, kdy nas nejvice
zajimaji segmenty 18S a 28S (Obr. 7).
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Obr. 7 Jednotlivé segmenty elektroferogramu. Zleva: tvodni oblast, marker, 5S oblast,
oblast rychlych molekul, oblast 18S podjednotek, mezioblast, oblast 28S podjednotek, ob-
last prekursori a zavére¢na oblast (Mueller et al., 2004).

Izolovand RNA dosahuje rizné kvality dle pouZitého vychoziho materidlu, pouzitého

zpusobu izolace a dle moZnosti minimalizace degradace v pribéhu pracovnich postupd.
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Stupen degradace RNA je u systému agilent udan tzv. ¢islem RIN a pomérem ribozomal-

nich podjednotek 28S/18S (Obr. 8).
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Obr. 8 Kategorie integrity RNA. Obrazek ukazuje mozné rozloZeni hodnot integrity RNA.
Hodnoty dosahuji hodnot od 10, znacCici neporusenou RNA, az po 1, kterd znamena Gplné
degradovanou RNA (Schroeder et al., 2006).

Pracovni protokol:

Pied zacatkem prace byly chemikalie vyndany z lednic¢ky a ponechany 30 minut na sto-
le, aby se vytemperovaly na laboratorni teplotu. Do Bioanalyzeru 2100 byl dan ¢ip s 350 pl
RNaseZap®, aby se vycistil. Po 10 minutach byl vyménén za ¢ip s 350 pl vody bez RNaz.

550 ul RNA 6000 Nano gelu bylo napipetovano do zkumavky s filtrem. Zkumavka
s gelem byla centrifugovana 10 minut na 1500 g (4000 rpm). Gel byl rozpipetovan do
0,5 ml zkumavek po 65 ul alikvotech, které byly uskladnény ptfed pouzitim Vv lednicce,
maximalné viak po dobu jednoho mésice. Radné vortexem promichani RNA 6000 Nano
dye byla pfidana v objemu 1 pl k 65 pl alikvotu gelu. Gel byl vortexovan a dan do centri-

fugy na 10 minut pfi 13000 g pfi laboratorni teploté.
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RNA Nano ¢ip byl vyndan z obalu a umistén do Chip priming station. 9 ul gelu
s barvickou bylo napipetovano do jamky oznafené ®, byla zaklapnuta Chip priming
station a stlacen pist, ktery vhani gel do pfipravenych kapilar. Pist ztstal stlaeny pfesné
30 sekund a poté byl uvolnén a samovolné nechan pozvolna vystoupat do ptivodni polohy,

aby se tlaky vyrovnaly a nedoslo k roztrzeni gelového sloupce. Chip priming station byla

oteviena a bylo pipetovano 9 ul gelu s barvickou do pozic ozna¢enych @ . Do jamek pro
vzorky a do jamky s oznacenim # bylo pipetovano vzdy 5 ul RNA 6000 Nano Marker.

Alikvot RNA 6000 ladder a vzorky o objemu 1 ul byly denaturovany v cycleru na 70°C
po dobu 2 minut a nasledné byly zchlazeny na laboratorni teplotu. 1 ul RNA 6000 ladder
byl napipetovan do jamky oznacené¢ #. 1 pl kazdého vzorku byl pipetovan do jedné

z dvanacti ptislusnych jamek (optimalni koncentrace vzorku byla 80-300 ng/ul).

Cip byl umistén do IKA vertexu na 1 minutu pfi 2 400 rpm a nasledné do Bioanalyzeru

2100 k provedeni vlastni analyzy.

4.2 Amplifikace

RNA je tfeba béhem amplifikace oznacit biotinem k hybridizaci na ¢ipech. Protokol se
sklada z reverzni transkripce s vyuzitim oligo(dT) primeru pro syntésu cDNA obsahujici
T7 promotorovou sekvenci. K ziskané cDNA je syntetizovan druhy fetézec pii vyuziti
DNA polymerazy a RNazy H. Pie¢istény cDNA produkt vstupuje do in vitro transkripce
s T7 RNA polymerazou. Vyslednd cRNA je nasledné preciSténa od nukleotidd, soli, enzy-
miu a anorganického fosfatu. Vstupni mnozstvi RNA, které jsme vyuzivali pro amplifikaci,
bylo 150 ng v objemu maximalné 11 pl. Pro jednotlivé kroky byl vyuzit DNA Engine Dyad

Peltier Thermal Cycler, Bio-Rad Laboratories.

Pracovni protokol:

RNA vzorky o objemu 11 pl (150 ng RNA) byly umistény do sterilnich 0,2 ml zkuma-
vek bez RNaz. Ptipadné byly do daného objemu nafedény vodou bez nukleaz. Pti labora-
torni teploté byl ptipraven master mix pro reverzni transkripci - syntézu jednofetézcové
DNA:
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1 ul T7 oligo(dT) primer

2 ul 10x puft pro prvni fetézec

4 ul smés ANTP slozky byly ptidavany v daném portadi

1 pl inhibitor RNaz

1 ul ArrayScript (enzym).

Master mix byl jemné vortexovan a kratce centrifugovan (5 s). Bylo ptidano 9 ul master

mixu do kazdého vzorku RNA, dikladné promichano pipetovanim (2-3x) a 3-4x cvrnknuto
do zkumavek. Kratce centrifugovano a umisténo do bloku cykleru (42°C). Reakce byly

inkubovany 2 hod pii 42°C, poté kratce stoceny a dany na led (4°C).
Na ledu byl pfipraven master mix pro syntézu druhého fetézce CONA:

63 ul voda bez nukleédz
10 pl 10x pufr pro druhy fetézec
4 ul smés ANTP slozky byly ptfiddvany v daném potadi
2 ul DNA polymerazy
1 ul RNazy H.
Master mix byl jemné vortexovan a kratce centrifugovan (5 s). Bylo ptidano 80 pl mas-
ter mixu ke kazdému vzorku, dikladn¢ promichano pipetovanim (2-3X) a 3-4x cvrnknuto
do zkumavek. Smési byly kratce centrifugovany, umistény do pfedem vychlazeného bloku

cykleru na 16°C. Reakce byly inkubovany 2 hod pii 16°C, poté 4°C.

Ziskana cDNA byla ptecisténa. Centrifugace byly provadény pti 10 000 g a laboratorni
teploté (otacky nesmi pickrocit 16 000 g, doslo by k poskozeni sklenéného filtru a vlakna
filtru by mohla kontaminovat eluat). Bylo vytemperovano dostate¢né mnozstvi vody bez
nukleaz pro eluci na 55°C (pfi teploté > 58°C dochazi k ¢asteéné denaturaci cDNA)

nejméné 10 min pied pouzitim. Do promyvaciho pufru bylo piidano 24 ml etanolu.

Ke vzorkiim cDNA bylo ptidano 250 ul cDNA vazebného pufru, dikladné promichano
pipetovanim (2-3x), 3-4x poklepano na zkumavky a kratce sto¢eno. Kolonky byly umisté-
ny do dodanych promyvacich zkumavek a na jejich stied naneseny vzorky (cDNA s cDNA
vazebnym pufrem). Centrifugovano 1 min 10 000 g, eluat byl zlikvidovan. Na kazdou ko-
lonku bylo aplikovano 500 pl promyvaciho pufru, centrifugovano na 10 000 g po dobu 1
min a eluat byl zlikvidovan. Vzorky na kolonkach byly opétovné 1 min centrifugovany
10 000 g (odstranéni veskerého promyvaciho pufru). Kolonky s cDNA byly ptendany do

elu¢nich zkumavek. Na stied kolonek bylo naneseno 20 ul vody bez nukleaz vytemperova-
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né na 55°C, nechano 2 min stat pfi laboratorni teploté a poté centrifugovano 1,5 min

10 000 g.

Ziskana dvoufetézcova DNA v cca 17,5 pl vody z vysledného eluatu byla pouzita pro

in-vitro transkripci. Pti laboratorni teploté byl ptipraven master mix pro syntézu cRNA:

2,5 ul T7 10x reakéni pufr
2,5 pul smés T7 enzymu slozky se pridavaji v daném poradi
2,5 pl smés biotinem znacenych NTP.

Master mix byl jemn¢ vortexovan a kratce centrifugovan (5 s). Bylo pfidano 7,5 ul mas-
ter mixu ke kazdému vzorku cDNA, dikladné promichano pipetovanim (2-3x) a 3-4x
cvrnknuto do zkumavek. Vzorky byly kratce centrifugovany a umistény do bloku cykleru,
kde byly inkubovany pi#i 37°C po dobu 14 hod, poté 4°C. Reakce byly ukonéeny pfidanim

75 pl vody bez nukledz ke kazdému vzorku cRNA a diikladng, ale jemné, vortexovany.

Pfi nasledném ptecisténi doSlo k odstranéni enzymt, soli a neinkorporovanych nukleo-
tid. Centrifugace byly provadény pii 10 000 g pii laboratorni teploté (otaCky nesmi pre-
krocit 16 000 g, doslo by k poSkozeni sklenéného filtru a vlakna filtru by mohla kontami-
novat eluat). Bylo vytemperovano dostate¢né mnozstvi vody bez nukleaz pro eluci na 60°C
nejméné 10 min pred pouzitim (od verze Cipu V3 se zacal pouzivat novy protokol, pti kte-

rém je voda temperovana jen na 55°C) a byly piipraveny kolonky do sbérnych zkumavek.

Ke kazdému vzorku ve 100 ul bylo ptiddno 350 pul cRNA vazebného pufru. Thned bylo
piidano 250 ul 100 % etanolu, vzorky 3x promichany pipetovanim, ale nevortexovany
a necentrifugovany. Po smiseni etanolu se vzorkem byla smés pfenesena na stied piiprave-
nych kolonek, centrifugovano 1 min 10 000 g, eluat byl zlikvidovan. Na stied kazdé cRNA
kolonky bylo aplikovano 650 ul promyvaciho pufru, centrifugovano 1 min 10 000 g a eluat
byl zlikvidovan. Zkumavky s kolonkami byly centrifugovany dalsi 1 min 10 000 g (odstra-
néni veskerého promyvaciho pufru) a kolonky poté byly umistény do novych sbérnych
zkumavek. Na stfed kolonky bylo naneseno 200 pl vody bez nukledz vytemperované na
60°C, nechano 2 min stat pii laboratorni teploté a centrifugovano 1,5 min 10 000 g (od
verze Cipil V3 byl pouzivan novy protokol amplifikace a na stfed kolonky bylo nandseno
200 pl vody bez nukleaz vytemperované na 55°C a vzorky se nechaly inkubovat 10 minut

Vv termobloku vyhiatém na 55°C).

Byla zmétena koncentrace amplifikované cRNA na Nanodropu (1 pl). Pokud byla nizsi

nez 150 ng/ul ¢i byl nizky pomér absorbanci 260 nm ku 230 nm, tak musely byt vzorky
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precipitovany. Aby bylo se vSemi vzorky nakladano stejné, finalné byly v naSem piipadé

srazeny vSechny amplifikované cRNA vzorky.

Ke vzorku ptecisténé cRNA byla piidana 1/10 objemu 3M CH3COONa, pH 5,2, Ribo-
Pure™ (10 pl) a 2,5 nasobek objemu 100% etanolu (275 pl), dikladng promichéno
a ponechano 60 min v mrazicim boxu pii —20°C. Vzorky byly centrifugovany na 16 100 g
po dobu 30 az 60 min pii 4°C a opatrné byl odstranén supernatant. Pelety byly promyty
500 pl 70% etanolu, zkumavky centrifugovany na 16 100 g po dobu 15 min pii 4°C, su-
pernatant opatrné odstranén, piipadné byly znovu rychle centrifugovany a odstranény
i zbytky etanolu. Pelety cRNA byly ponechany cca 2 min na vzduchu, aby oschly. Poté

byly suspendovany v pozadovaném objemu vody bez nukleaz (> 12 ul).

Vytézek zavisel na mnozstvi a kvalité poly(A)RNA v celkové RNA. Byla zmétena kon-
centrace na Nanodropu (1 pl) a stanoven profil délek cRNA pomoci Bioanalyzeru 2100,
Agilent (1 pl), ktery ma byt mezi 250-5500 nt s vétSinou cRNA mezi 1000-1500 nt.

4.3 Hybridizace

Poslednim laboratornim ukonem je hybridizace. Vzorky amplifikované cRNA jsou na-
neseny na ¢ip a pies noc dojde k hybridizaci na zakladé komplementarity bazi

S prislusnymi sondami jednotlivych genti.

Pracovni protokol:

Pokud byla finalni koncentrace cRNA > 150 ng/ul a profil v pofadku, byly vzorky pou-
zity pro hybridizaci na Human WG6-v2 (3,4) Expression BeadChip firmy Illumina.

Byla vytemperovéana hybridizacni pec s vykyvnou ploSinou na 58°C alespon 1 hod pred
pouzitim. Vzorky byly ptipraveny tak, aby vstupni mnozstvi cRNA do hybridizace bylo
1,5 pg. Maximalni mozny objem je 10 pl, ptipadné vzorky na tento objem byly doplnény
vodou bez nukledz a promichany. Po dobu 10 min nechany stat pti laboratorni teploté, aby
doslo k fadnému rozpusténi. Do hybridiza¢ni pece vytemperované na 58°C byly na 10 min
vlozeny zkumavky s GEX-HYB a GEX-HCB (pro rozpusténi skladovanim precipitovanych
soli). Ke kazdému vzorku 1,5 ng cRNA v 10 pl vody bez nukledz bylo ptidano 20 ul GEX-
HYB, byly jemné& vortexovany a rychle centrifugovany.
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Illumina Hyb Chamber Basket byl umistén do BeadChip Hyb Chamber. Bylo pipetova-
no 200 pul GEX-HCB do kazdého ze dvou rezervoard pro zvlhéujici pufr v kazdé Hyb
Chamber. Pufr byl davan pouze do komor, které byly pouzity. Hyb Chamber byl utésnén
vikem a nechan pfi laboratorni teploté (~22°C) nez byly ¢ipy dany do Hyb Chamber. Na
laboratorni teplotu vytemperované ¢ipy byly vyndany z jejich obald. Byly pouzivany vy-
hradné rukavice bez pudru. Cipy byly pinzetou drzeny za kryci folii v oblasti barkodu, vlo-
zeny do Hyb Chamber Insert tak, aby jejich smér souhlasil se symbolem barkddu na Inser-
tu (vybaveni potfebné pro hybridizaci ¢ipt je zobrazeno s popisem v Ptiloze 4).

Analyzované vzorky cRNA smichané s GEX-HYB byly zahiaty na 65°C po dobu 5 min.
Jemn¢ vortexovany a rychle centrifugovany, aby byla kapalina shromazdéna na dné zku-
mavky. Pfed dalSim pouzitim vzorky ponechiny pii laboratorni teploté vychladnout
a ihned poté byly pipetovany na ¢ipy. Hyb Chamber Inserts obsahujici ¢ipy byly umistény
do Hyb Chamber a bylo pipetovano 30 ul analyzovaného vzorku na vstupni otvor kazdého
pole. Hyb Chamber opatrné uzavien vikem a inkubovan v hybridiza¢ni peci pii 58°C po
dobu 16 hodin s rychlosti kyvii ploSiny nastavenou na 5.

Pied ukoncenim prace v dany den byl jesté piipraven 1x vysokoteplotni promyvaci pufr
piidanim 50 ml 10x koncentrovaného zasobniho roztoku ke 450 ml vody bez RNaz. Teplo-
ta zahiivaciho bloku naplnéného 500 ml 1Xx vysokoteplotniho promyvaciho pufru byla na-

stavena na 55°C, viko bylo zavieno a ponechéno hiat pies noc.

Dalsi den byl ptipraven promyvaci roztok E1BC ptidanim 3 ml EIBC pufru do 1 1 vody
bez RNaz. Na laboratorni teplotu byl piedehiat blokovaci pufr E1 (4 ml/¢ip). Bylo pfipra-
veno odpovidajici mnoZstvi blokovaciho pufru E1 (2 ml/¢ip) se streptavidin-Cy3 (2 ul za-
sobniho roztoku o koncentraci 1 mg/ml na jeden ¢ip). Byla pouzita jedna konicka zkumav-
ka pro vSechny aktudln¢€ zpracovavané Cipy a pied detekci byl tento roztok uchovavan

Vv temnu.

Z hybridiza¢ni pece byla vynddna Hyb Chamber a rozebrana. Cipy byly ponoieny do
250 ml promyvaciho roztoku E1BC a byla z nich opatrné oddélana kryci folie. Rozebrani
a umisténi v EIBC promyvacim roztoku bylo opakovano pro vSechny aktualné zpracova-
vané ¢ipy. Cipy byly nasledn& umistény do drzaku, ktery byl za rukojet’ pfemistén do Hy-
bex Waterbath Insert obsahujiciho 1x vysokoteplotni promyvaci pufr pfes noc piedehiaty
na 55°C. Se zavienym vikem byly Cipy bez tfepani inkubovany 10 min. B€hem této inku-

bace bylo ptipraveno 250 ml promyvaciho roztoku E1BC v ¢isté barvici nadobé. Thned po
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10 min inkubaci s vysokoteplotnim promyvacim pufrem byl drzék s Cipy piesunut do pfi-
praveného cerstvého promyvaciho roztoku E1BC. Drzék kratce a intenzivné v nddobé pro-
ttepan pohybem nahoru a dold, poté na 5 min umistén na rotacni tfepacku na maximalni

rychlost, pii které nedochazelo k vysplichnuti roztoku z nadoby (120 rpm).

Drzak byl premistén do ¢isté barvici nadoby s 250 ml 100 % etanolu. Kratce a disledné
pomoci rukojeti drzaku byly Cipy proprany a poté 10 min tfepany na orbitalni tfepacce pii
maximalni rychlosti. Cipy byly piemistény do &isté barvici nadoby s 250 ml promyvaciho
roztoku E1BC, kratce a intenzivné promichany a tfepany na orbitdlni tfepatce po dobu

2 min.

Cipy byly pfemistény do pfipravenych Wash Tray se 4 ml blokovaciho pufru E1, dany
na vykyvnou desku (analyzovana plocha se vzorky musi vzdy sméfovat nahoru) a kyvany

na stfedni rychlost po dobu 10 min.

Cipy byly prendany do &isté Wash Tray se 2 ml blokovaciho pufru E1 se streptavidin-
Cy3, piikryty vikem a kyvany na stiedni rychlost dalSich 10 min.

Cipy byly pfesunuty do p¥ipravené &isté barvici nadoby s 250 ml promyvaciho roztoku
E1BC, kratce proprany a poté 5 min rotaéné tfepany pii laboratorni teploté. Cipy v drzaku
byly ptesunuty do centrifugy s rotorem na mikrodesticky a centrifugovany pfi laboratorni
teploté na 270 g po dobu 4 min. Ususené &ipy byly ihned skenovany pomoci Illumina®
BeadArray Readeru na skenovaci faktor 1,0 a 1,5 a ziskana data jsou uchovavana na DVD

a webovém ulozisti dat.

44 PCR

Vysledky ziskané prostfednictvim ¢ipovych technologii, které by mohly byt vyuzity
v diagnostice nebo jako mozné cile pro dal$i vyzkum, musi byt nezavisle ovéfeny jinou
standardni metodou. Takovou metodou je napf. kvantitativni Real-Time PCR.

Metodu PCR (polymerase chain reaction, polymerazové fetézové reakce) objevil roku
1983 Kary B. Mullis, ktery za sviij objev dostal o deset let pozdéji Nobelovu cenu za che-
mii. PCR umoziuje ziskat in vitro pozadovanou sekvenci DNA bez jejiho pfedchoziho

klonovani ve vektorech. Princip metody je zaloZen na replikaci nukleové kyseliny, cyklic-
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ky se opakujici enzymovou syntézou novych fetézcii vybranych usekit dsSDNA ve sméru 5°

— 3 prostiednictvim DNA-polymerazy.

Béhem reakce dochézi k denaturaci, tedy disociaci fragmentii dSDNA na jednotlivé fe-
tézce. Retdzce jsou k sob& poutany pomoci vodikovych mastkd, které pii dodani energie
zanikaji. Energie se doda zahtatim na 92 - 95°C. Dal$im krokem je nasedani primera (tzv.
annealing). Spravné navazani primera je urCujicim krokem celé reakce. Po navazani pri-
mert, coz jsou kratké oligonukleotidy specifické komplementarni sekvence, nasleduje syn-
téza novych fetézcli navazujicich na 3 konce primerti. Tyto tfi kroky se cyklicky opakuji
az do doby, kdy dojdou reakéni komponenty ¢i je mnoZstvi produktu dostacujici pro poza-

dované analyzy.

S ptibyvajicimi vysledky z ¢ipové analyzy se méni spektrum gent, které je tieba overit
metodou PCR. Na zéklad¢ pokracujicich analyz a dalSich vysledka jsme provedli PCR pro
geny uvedené v Tab. 6.

Tab. 6 Vybrané geny pro RT-PCR

Symbol MIM ID Nazev lokalizace
FOS 164810 V-FOS FBJ_ Murine osteosar- 14024.3
coma viral oncogene
VNN3 606592 Vanin 3 6023-g24
IL-18 receptor accessory pro-
IL18RAP 604509 tein 2012
ADORA 3 600445 Adenosine A3 receptor 1p21-p23
Endoplasmatic reticulum lipid
ERLIN 1 611604 RAFT-associated protein 1 10g21-q22
IL18R1 604494 Interleukin 18 receptor 1 2012
ARG 1 608313 Arginase 1 6023
SPATC 1 610874 Sperm_atogenes!s- and cent- 8024
riole-asociated 1
Hypoxanthine Guanine i
HPRT 308000 Phosphorybosyl transferasa 1 Xq26-27.2
18S rRNA 102630
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4.4.1 Reverzni transkripce (RT)

Protoze po izolaci z plné krve mame k dispozici celkovou RNA, musel reakci PCR
ptedchazet krok reverzni transkripce. Tedy prepsani celkové RNA do cDNA. Pro reverzni

transkripci byl pouzit QuantiTect Rev. Transcription Kit od firmy Qiagen.

Pracovni protokol:

Protokol byl uréen pro piepis 10 pg az 1 pug. Nase vzorky byly nafedény na
100 ng/12 ul. Ke vzorkim byly ptidany 2 ul gDNA wipeout pufru, 7x. Nasledovala inku-
bace 2 minuty pii 42°C a pak byly vzorky dany na led.

Ke vzorkiim ve 14 pl bylo ptidano vzdy 6 pl master mixu (viz Tab. 7). Vzorky byly in-
kubovany 15 minut pii 42°C, nasledné 3 min pti 95°C a pak byly ponechany pii 4°C.

Poté byly ptipraveny alikvoty, které byly pouzity do RT-PCR. Finalni objem jedné PCR
reakce byl 5 ul, z ¢ehoz vzorek cDNA tvoftil 2,3 ul. JelikoZz do reakce nema jit vice nez

1/10 objemu reakce, proto bylo davano 0,5 pl vzorku po reverzni transkripci. Vzorek byl

tedy doplnén 1,8 ul vody na pozadovany objem.

Tab. 7 SloZeni master mixu pro RT

Komponenta V (ul)
reverzni transkriptaza 1
RT buffer, 5x 4
RT primer mix 1
suma 6

Tab. 8 Vybrané vzorky pro verifika¢ni analyzu

ID typ |Datumizolace| RIN | 28/18S | ¢ (ng/pl) |V (ul) | vytéZek (ng)
C305 AIM 14.7.2010 7,9 0,8 214,15 10 21415
C307 AIM 23.6.2010 8,2 1 31522 | 9,5 2994,59
C236 AIM 12.7.2010 8,4 0,8 215,91 10 2159,1
C292 | AIM6M | 19.5.2010 7,5 0,8 217,2 9,5 2063,4
C296 | AIM6M | 12.7.2010 7,9 0,9 298,97 10 2989,7
C242 | kontrola | 19.5.2010 7,9 0,9 256,55 9 2308,95
C335 | kontrola | 20.5.2010 8 1 252,46 9 2272,14
C140 | kontrola | 14.7.2010 8 0,7 201,92 10 2019,2
C297 | kontrola | 14.7.2010 8,6 0,8 264,94 10 2649,4
C141 | kontrola | 13.7.2010 7,6 0,7 187,47 10 1847,7
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4.4.2 Real Time PCR

Real Time PCR je metoda zalozena na klasickém principu PCR s tim rozdilem, ze spe-
cialni pfistroj umoziuje kontinualné monitorovat mnozstvi amplifikované DNA b&hem
kazdého cyklu. Zéakladni podminkou je ptitomnost fluorescencniho substratu, ktery se vaze
na syntetizovanou DNA a troven detekované fluorescence pak odrazi mnozstvi syntetizo-
vané nukleové kyseliny. Data jsou sbirdna béhem celé reakce pomoci specialnich ,,termo-
cykleri* s optikou umoziujici excitaci substratti a naslednou detekci fluorescence v kazdé

jamce.
Pouzivané substraty 1ze rozdé€lit do dvou skupin:

1. nespecifické - nespecificky se vazou na dvouvlaknovou DNA - typicky SYBR Green

2. specifické (sondy) - ve své struktufe maji oligonukleotidovy fetézec, kterym se hybridi-
zuji k PCR amplikonu. Pracuji na principu FRET (fluorescence resonance energy transfer)
mezi fluorescenénim barvivem (fluorofor - F nebo R) a zhase¢em (quencher - Q) nebo ne-
dochazi ke $tépeni a proby sviti po hybdridizaci. Narust fluorescen¢ni aktivity u FRET je
zpusoben zvySenim vzdalenosti mezi molekulou R a Q po rozstipnuti navazané sondy po-

lymerazou (VanGuilder et al., 2008).

My jsme pii nasi praci pouzili specifické proby firmy Roche, jejichz seznam je uveden

v Tab. 9.

Pro reakci bylo vybrano sedm gend, u kterych méla byt ovéfena troven exprese. Jeden
vybrany gen, u né¢hoz nebyla hladina genové exprese pii Cipové analyze ani zvysSena ani
snizena (SPATC 1) a dva dalsi tzv. ,housekeeping* geny pro moznost vypoctu relativni

EXPrese.

Pro kazdy gen musely byt navrzeny primery. K tomuto uc¢elu jsme vyuzili software do-
stupny na strankach firmy Roche Applied Science s.r.0., na kterych je moznost si primery
pro systém Lightcycler 480 navrhnout a hned se u nich zobrazi i potfebna sonda. Navrh
primera timto softwarem je optimalizovan na teplotu vhodnou pro pouzivany systém sond.

Sekvence pouzitych primeri jsou uvedeny v Tab. 9.

Obdrzené primery byly podle ptiloZenych informaci natedény na dané koncentrace za-

sobnich roztoki, ze kterych se pak déle fedily pracovni roztoky.
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Tab. 9 Primery a sondy pro vybrané geny

Gen |Sonda #Amplikon| Levy primer |Pravy primer| Kat. ¢.

FOS 67 7ont | caccactca- | agglecgiy- | 4saas50001
cccgecagact | cagaagtect

VNN3 | 80 gant | 99agtgaact- | tgigtgecga- | 4paqnaan0q
ggattccatgtag | atctaattcaa
tgggctct- gccctgagta-

IL18RAP| 9 1280t | I | osooteat | 4685075001
aagaggac- tggttttgttg-

ADORASZ| 42 | 147nt | SOUIE | gy | 4688015001

ERLINL| 50 | 7ent | Cacacaadta- | geaalggc- | jeaeqq500q
tgccacctcaa | ctggtactttit

IL1sR1 | 86 | egnt | fctggacca- | aageagage- | eeq199001
aagcttaacca | agttgagcctta

ARG1 | 64 | 76nt |cCR299tggcaga- | geticcadlt- | jpagsanngg
agtcaagaa gccaaactgt
tttcctcacge- | tettcgagg-

spaTC 1| 3 73 nt aganot | actookony | 4685008001

HPRT | 73 | 102nt | lo2ccttoatt- p cgagcaaga- | 09600
tattttgcatacc | cgttcagtect

185 rRNA| 74 7ont | 9929ad9ga- | 1€Q9Qagiy- | ssaa970001
gcctgagaaac | ggtaatttge

Pro kazdy gen byl ptipraven roztok, ktery obsahoval oba potiebné primery, tedy piimy

I zpétny primer, kdy kazdy mél koncentraci 20uM.
Par primerti — 20 uM kazdy: ptedni: 4pul
zpétny: 4pul
H,O: 12ul

Nasledn¢ byl piipraven roztok, ktery se jiz pipetoval ke vzorkiim a obsahoval oba primery,

sondu, a master mix (viz Tab. 10).

Tab. 10 Reakéni objemy PCR reakce

Reagencie koncentrace | V ul/ 1 reakce | V ul na 36 reakci
Primer pair 20uM 0,1 3,6
UPL Probe 10uM 0,1 3,6
UPL probes master 2 X 2,5 90
X 2,7 97,2
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Do 384 jamkové desticky pak byly pipetovany vzorky a reakéni roztok podle navrhu

desti¢ky (viz Ptiloha 1).

Po napipetovani vSech reagencii byla desticka zalepena fo6lii, kratce stoCena, aby se

vSechna kapalina dostala na dno jamek a byla vlozena do Lightcycleru 480. Nasledné byl

Spustén program (viz Tab. 11).

Tab. 11 Program LightCycler 480, Roche Applied Science

zadny 1 - 4.8 95°C | 10 min
denaturace 4,8 95°C | 10s
kvantifika¢ni 60 nasedani 2,5 59°C 30s
prodluzovani 4.8 72°C 1s
zadny 1 2,5 40°C | 30s

Po skonceni programu RT-PCR jsme dostali vysledky jako Ct hodnotu, tedy pocet cyk-

14, ve kterych fluorescence dosahne prahové hodnoty.
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5 Vysledky

5.1 Vysledky ¢ipové analyzy

Krevni vzorky jsme ziskavali z Méstské nemocnice Caslav Vv letech 2006 - 2010 &i
z kardiologické kliniky v Pardubicich, které zabezpecovaly nabéry krevnich vzorku od
pacientti. Do genetického vySetieni pacientti s akutnim infarktem myokardu byli zatfazova-

ni nemocni, ktefi byli pfijati ¢i ambulantné oSetieni pro diagnézu AIM.

Infarkt byl diagnostikovan na zakladé¢ anamnestickych udaji, EKG kiivky
a laboratorniho prikazu nekr6zy myokardu. AIM byl definovéan jako bolest na hrudi nebo
jeji ekvivalent trvajici alespont 10 minut v poslednich 24-ti hodinach s elevaci useku ST na

EKG kiivee (STEMI), ¢i bez elevaci ST (NONSTEMI).

Biochemicky prikaz nekrozy byl stanovovan vySetfenim troponinu I. Jako pozitivni
hodnotu troponinu I bylo povaZovano piekroCeni horniho limitu fyziologické hodnoty

tj. 0,03 pg/l.

Jako pomocné diagnosticka metoda byla pouzivana echokardiografie k prikazu regio-

nalni poruchy kinetiky levé komory v povodi ,,infarktové* tepny.

Jako standardni panel vySetfeni pacientli s podezienim na AIM byl vySetfovan tropo-
nin I okamzité pii pfijeti a dale ve 4 - 6 hodinovych intervalech v prvnich 24 hodinach,
dale AST, ALT, KO, koagulace (QT, APTT), glykémie, iontogram, urea, kyselina mocova,
lipidogram, CRP, u diabetikit HBAlc. Vysetieni CK a CK-MB mass a LD bylo provadéno

nepravideln¢ dle uvazeni l€¢kare.

Vstupnim kritériem pro zafazeni do studie byl v€k do 80 let a hospitalizace ve vyse
zminéném nemocni¢nim zafizeni s diagndézou primarniho vyskytu akutniho infarktu myo-

kardu.

Vzorky byly odebirany pacientim s infarktem myokardu v akutni fazi onemocnéni,
kontrolni nabér se uskute¢noval po 6 mésicich od pfihody. Ke kazdému pacientovi byla
piifazena adekvatni kontrola na zdklad€ stanovenych kritérii, kterymi jsou v€k (v€k kontro-
ly vy$8i nez u pacienta maximalné o 5 let), pohlavi, status diabetes mellitus a kouteni. U
pacientll s mozkovou mrtvici byl vzorek krve odebran pouze v akutni fazi, kontrola po 6
mésicich uZ odebirdna nebyla. Pro kazdého pacienta jsou vedeny zaznamy 1 0 dalSich sig-
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nifikantnich klinickych udajich. U kazdého vzorku jsou dale zaznamenany data o predani

vzorku, izolaci, amplifikaci, hybridizaci.

V ramci mé préce, kterd je podporovana Centrem biomedicinské informatiky projektem
1M06014 Ministerstva $kolstvi, mladeze a t&lovychovy CR jsem aZ po &ipovou analyzu

zpracovala 172 vzorku, které jsou uvedeny v kapitole Material a ptistroje v Tab. 2.

Jelikoz pro naslednou amplifikaci, je tfeba, aby izolovana totRNA méla dostatecnou
kvalitu, izolace byly Casto pro jednotlivé vzorky nékolikrate opakovany, aby bylo dosaze-
no co nejlepsiho vstupniho materialu pro dalsi kroky postupu. My jsme se u naSich vzorkl
fidili pomérem absorbanci 260 nm ku 280 nm, ktery jsme dostali po pfeméfeni koncentrace
na Nanodropu a ktery po izolaci musel byt vétsi nez 1,8. Dale pak hodnotou RNA Integrity
Number (RIN), ktera by méla byt vétsi nez 7,0 a pomérem ribozomalnich podjednotek
28S/188S, ktery by mél byt vétsi nez 0,7. Tyto tidaje jsme ziskali pfi méfeni kvality RNA
vzorku na Bioanalyzeru 2100, Agilent Technologies.

Jelikoz statistické vyhodnocovani vysledki probihd postupné a je Casove a technicky
naro¢né, je zde uvedena ucelend cast dat, ktera poskytla zajimavé vysledky z prvnich ana-
lyz ze Ctyfiatiiceti vzorkt uvedenych v Tab. 3. Nékteré puvodni analyzy ¢ipt verze 2 nam
totiz neposkytly dostatecné¢ vyznamné diferencidlné exprimované geny mezi porovnava-
nymi skupinami vzorkt. Jednalo se napiiklad o porovnani nabéra akutnich ptipadi infarktu
myokardu s pfifazenymi kontrolami ¢i s kontrolnimi nabéry po Sesti mésicich. V piipadé
piifazenych kontrol versus AIM byla oteviena otazka piiliSné podobnosti téchto kontrol-
nich pacientii. V piipadé AIM versus kontrolni nadbéry po Sesti mésicich vyvstala otazka
miry akutnosti ptipadi IM, Cas mezi danou udalosti a dostavenim se do nemocni¢niho za-
fizeni, kterd je téZ evidovana, a mirou stability geneticky predisponujiciho obrazu genové
exprese. V ptipad¢ analyz CMP nebyly na Cipech verze 2, az na jeden analyzovany Cip se
ttemi dvojicemi vzorkd, shleddny klinicky vyznamné rozdily v mife exprese jednotlivych
gent. Zda se, ze svou roli zde hraje 1 Sarze pouzitych Cipa, kterd se bohuzel i v rdmci jedné

objednavky 1i$i a mize hrat vyraznou roli v ramci na$ich analyz.

V ramci analyzy vybrané skupiny 34 vzorki (Tab. 3) byly identifikovany geny, které se

z hlediska genové exprese jevi jako prognostické ve smyslu ocekavané doby preziti pacien-
tl s primarnim vyskytem akutniho infarktu myokardu. Jedna se o sestavu péti gentl, jejichz
expresni intenzity se ve skupinach pacientii zemielych v obdobi 6 mésicli po primarni sr-
de¢ni ptithod¢ (AIMD6) a pacientl prezivajicich déle (AIM) statisticky a klinicky vyznam-
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n¢ odliSovaly. Tato sada exprimovanych genti a genetickych lokust charakterizuje stupio-
vanou stresovou odpoveéd’ v organizmu v obdobi vzniku a bezprostiedniho rozvoje infarktu

myokardu (obdobi 0 - 24 hodin od udalosti).

Tab. 12 a 13 shrnuji procentualni podily pacientti podle popisnych charakteristik rele-
vantnich klinickych a demografickych udaji. Kompletni datovy soubor obsahoval zazna-
my o 34 pacientech s primarnim vyskytem akutniho infarktu myokardu, z toho 30 ve sku-
pin¢ AIM, 4 ve skupin¢ AIMD6. V souboru bylo 23 muzi a 11 zen. Ve skupiné AIM bylo
21 muzi a 9 zen, ve skupiné¢ AIMD6 byly 2 zeny a 2 muzi. Ve skupiné AIM bylo 9 osob
s diagnézou diabetu mellitus typu 2 a 21 bez této diagnozy, zatimco ve skupiné AIMD6
byly 2 osoby s touto diagnézou a 2 bez ni.

Tab. 12 Pocty pacientii a procentualni vyjadieni zastoupeni popisnych charakteristik kate-
gorickych veli¢in

Proménna Poéty a procentualni udaje
ve skupinach
AIM AIMD6
Pohlavi Muzi 21 (70 %) 2 (50%)
Zeny 9 (30 %) 2 (50%)
Kouieni Kuraci 5 (17 %) 0 (0 %)
Nekufaci 25 (83 %) 4 (100 %)
Diabetes mel- ANO 9 (30 %) 2 (50 %)
litus 1. typu NE 21 (70 %) 2 (50 %)
Tab. 13 Popisné charakteristiky spojitych veli¢in
Vék pacienta
Skupina N Primérna Smérodatna
odchylka
AIM 30 63,9 9,4
AIMD6 4 72,3 4,7

Samotnému zpracovani dat ptedchazi nékolik krokl pfedzpracovani. Prvnim z nich je
kontrola kvality, ktera se provadi metodou analyzy hlavnich komonent (principal compo-

nent analysis - PCA) nebo klasickou explorativni analyzou.
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Sum signalu na pozadi Cipu, u kterého se predpoklada normalni rozlozeni, byl odstranén
pomoci konvolu¢niho modelu. Tento model piedpoklada, Zze signal z Cipti cteny pomoci
skeneru je smési normalné rozdélené¢ho Sumu a exponencialné rozdélené¢ho signalu intenzit

genové exprese (Ritchie et al., 2007).

Protoze mnoho statistickych testii predpoklada data s normalnim rozdé€lenim, je potteba
transformace dat. Navic tato transformace usnadiuje vizualni prosetieni dat — extrémné

v

vysoké hodnoty by jinak neumoziovaly prosetfit nizsi a ¢ast&jsi intenzity. Existuje nékolik
transformaci, které mohou zna¢n¢ zredukovat nesoumérnosti, ale pro vyhodnou interpreta-
ci dat je pouzivana ve vétsing piipada log2 transformace. Tato transformace je definovana

jako X->logz(X).

Vsechny laboratorni kroky provedeni ¢ipové analyzy od navrhu po vytvofeni souboru
nezpracovanych dat jsou zdrojem technického vlivu na nezpracovana data: druh vzorku
(Cerstvé zmrazeny nebo fixovany formalinem, tkanové nebo krevni vzorky), volba ¢ipové-
ho sklicka (¢cDNA, Affymetrix), DNA znaceni (typ fluorescen¢nich znacek), hybridizace,
skenovani a software analyzy obrazu. Proto je nezbytné zkontrolovat, zda jsou nezpraco-
vana data ovlivnéna néjakymi nahodnymi nebo systematickymi chybami. Normalizace je
skupina transformaci, jejimz cilem je tyto odchylky eliminovat. Pfi normalizaci bychom
meéli mit na paméti, Ze zde neni jen nechténa technickéd variabilita, kterou se pokousime
detekovat a eliminovat, ale je zde také biologicka variabilita, kterou se pokousime odhalit,
a ta by eliminovana byt neméla. Cilem normalizace je vyloucit z dat nechténé efekty a do-
cilit, aby data z riznych Cipii byla srovnatelna bez obav, ze nalezené vyznamnosti jsou

dany technickou odchylkou.

Normalizace mtize byt vykonana v ramci jednoho skli¢ka (within array level) upravujici
technické odchylky uvniti kazdého ¢ipu, anebo mezi Cipy (between array level) opravujici
distribucni rozdily mezi riiznymi ¢ipy z naSeho experimentu. Existuji rizné druhy technic-
kych odchylek, na odstranéni kazdé z nich slouZzi specialni metody. Nase data byla norma-
lizovana pomoci kvantilové normalizace (Smyth a Speed, 2003). Kvantilova normalizace
je zalozena na pofadi pozorovani, takze neexistuji zadné piedpoklady na rozlozeni dat.
Nejprve je normalizace zaloZena na potadi provedena na podskuping invariantnich gent, a

pak jsou linearni interpolaci odhadovany zbyvajici intenzity spott.

Dalsim krokem je nespecificka filtrace, ktera je urena K vyhozeni neinformativnich
sond, tedy takovych, které maji malou intenzitu a malou zménu v expresi.
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Data genové exprese byla analyzovdna pomoci linedrnich modeli pro analyzu dat
z microarray experimentt ,,limma* (Smyth et al., 2004), navrzenych pro systém R, coz je
jazyk a prosttedi pro statistické vypocty a grafiku. R systém poskytuje Sirokou skalu statis-

tickych (linearni a nelinearni modely, klasické testy, analyzy z ¢asovych fad, klastrovani) a

grafickych  technik  (http://www.r-project.org) vramci projektu  Bioconductor

(http://www.bioconductor.orqg).

Medicinska hypotéza predpokladala moznost genetické determinace (predispozice)
kratkodobé tmrtnosti (tj. imrtnosti do 6 mésicit od okamZiku vyskytu primarni srde¢ni
ptihody) pacientii s primarnim vyskytem infarktu myokardu, a to nezadvisle na ostatnich
klinickych rizikovych faktorech. Zajimal nas tedy kontrast genové exprese mezi skupinami
pacientli AIM a AIMD6 (proménna ,,skupina*), a to jak neadjustovany, tak téZ po adjustaci
vlivu vySe zminénych rizikovych faktort — ,,pohlavi®, ,,véku*, vyskytu diabetu mellitus

,.DM“ a  koufeni®.

Vzhledem k tomu, ze o Illumina ¢ipech je znamo, Ze aktualni naméfené hodnoty inten-
zit genové exprese byvaji na jednotlivych ¢ipech plosné posunuty o neznamou konstantu,
je tuto skutecnost nutné zohlednit v rdmci statistické analyzy a odpovidajici korekéni kon-
stanty je tfeba odhadnout v linedrnim modelu. Z tohoto divodu také neni vhodné uvazovat
o korelacich mezi naméfenymi hodnotami intenzit genové exprese a hodnotami klinickych
proménnych. Relevantni zavéry proto nutné vychazeji pouze z vysledkii obdrzenych

Z linearniho modelu.

Adjustovany i neadjustovany model zohlednoval vliv ¢ipu na hodnoty logaritmovanych
intenzit genové exprese. Intenzity genové exprese vstupuji do linedrniho modelu jako
dvojkové logaritmy puvodnich hodnot. Graf 1 ukazuje diagnostiku linearniho modelu pro
data intenzit genové exprese logaritmovana pii zakladu 2. Idealni graf by mél shodné em-
pirické a teoretické hodnoty kvantilii, takze vSechny zobrazené hodnoty by lezely na ptim-
ce. Graf potvrzuje, Ze pouZiti linearniho modelu je adekvéatni. Oba modely tedy mizeme

schematicky popsat ndsledovné:
1. neadjustovany model: logy(intenzity) ~ ¢ip + skupina

2. adjustovany model: loga(intenzity) ~ ¢ip + pohlavi + vék + dm + koufeni + skupina
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Vybérové hodnoty kvantilh

| I | | |
-4 -2 0 2
Ocekavané hodnoty lovantild

E =N

Graf 1 Kvantilovy Q-Q graf. Na osu x byly vyneSeny teoretické (ofekavané) kvantyly
normalniho rozdéleni, na osu y vybérové kvantily konstruované piimo z dat. U idedlniho
grafu by byly shodné teoretické a empirické hodnoty kvantilti, tedy by vSechny zobrazené
hodnoty lezely na pfimce.

Statisticka analyza prokézala statisticky vyznamnou asociaci mezi kratkodobou umrt-
nosti subjekt (v horizontu 6 mésici po primarni akutni srdecni piihodé€) a jejich expres-
nim genovym profilem u 2 genl na zdklad¢é neadjustovaného modelu (viz Tab. 14) au 5

gentl na zakladé adjustovaného modelu (viz Tab. 15).

Za diferencialné exprimované byly povazovany geny, které spliiovaly jak podminku sta-
tistické vyznamnosti na hlading 5 %, tak téz klinické vyznamnosti, ktera pfedpoklada hod-
notu fold-change (FC) alesponi 2 v absolutni hodnoté. FC je pomér namétenych hodnot
experimentalnich vzorki ku hodnotdm kontrolnich vzorki. Na zékladé tohoto kritéria byly
identifikovany dva geny uvedené v Tab. 14. Dosazené vysledky naznacuji, ze pravdépo-

dobnost diferencialni exprese je u t€chto dvou genil 98 %, resp. 96 %.

Adjustovany model navic zohlediioval vliv zndmych klinickych rizikovych faktori, kte-

ré souvisi s vyskytem infarktu myokardu a které byly vybrany jako parametry, na jejichz
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zaklad¢ byl provadén vybér parovych kontrol. Vysledky této analyzy jsou shrnuty v Tab.
15.

Tab. 14 Vysledky analyzy genové exprese na zakladé neadjustovaného LIMMA modelu
ve statistické systému R/Bioconductor

; ) o i BH adjust. | Pravdépod. | Nazev/
IIIuIn[1)|na LFog P;:H;Z?ela tstat. | | dpnota p-hodnota | diferencialni | Lokus
P (g-hodnota) exprese genu
4,8179
3420112 | 4,0155 55758 10,593 6-10 1,6223 e-05 0,98 TCRA
7,2134
7150370 | 3,3618 | 51390 |9,106 1,2145 e-04 0,96 |LOCE
e-09 0751

Illumina ID - lllumina identifikator genu
Log-FC - dvojkovy logaritmus podilu intenzit ve skupinach AIMD6 a AIM
Primérna exprese - primérna hodnota intenzit genové exprese ve spojeném souboru

BH adjustovana p-hodnota - Benjamini-Hochbergova adjustace dosazené hladiny vyznamnosti pro mnohona-
sobna porovnavani (Benjamini et al., 2005)
Pravdépod. diferencialni exprese - pravdépodobnost, ze sledovany gen je skute¢né diferencialné exprimovan

Tab. 15 Vysledky analyzy genové exprese na zakladé adjustovaného LIMMA modelu ve

statistickém systému R/Bioconductor

Mumina | Loa- | Prameérna BH adjust. | Pravdépod. | Nazev/
9 t-stat. | p-hodnota p-hodnota | diferencial- | Lokus
ID FC exprese ,
(g-hodnota) | ni exprese genu
2,0514
3420112 | 4,0116 55758 [9,537 0-08 0,00054436 0,95 TCRA
3,2333 LOC65
7150370 | 3,3302 51390 |9,251 6-08 0,00054436 0,94 0751
5,6727 LOC65
2750435 | 2,9070 5,6414 6,367 0-06 0,03820238 0,72 0761
1,6234
2750431 | -2,1157 | 19,0074 |-7,012 0-06 0,01366580 0,81 PRR6
70370 | -20306 | 51537 |-7069 | 125 | 001366580 | o2 | T'AEM

Primérné (nelogaritmované) hodnoty genové exprese v populacich AIM a AIMD6 jsou

uvedeny v Tab. 16. Zvysené hodnoty intenzit genové exprese u prvnich tii genti uvedenych
v Tab. 15 a 16 (TCRA, LOC650751 a LOC650761) a naopak hodnoty niz§i u zbyvajicich

dvou geni (PPR6

s kardiovaskularnimi pti¢inami.

a TMEM9S)

indikuji

zvysené

riziko Omrti

v souvislosti
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Tab. 16

Primérné (nelogaritmované) hodnoty genové exprese v populacich AIM

a AIMD6
Geny
Nazev
gent TCRA | LOC650751 |LOC650761 PRR6 TMEMO98
Gen
Populace . DQ XM_ XM_ NM_ NM_
»aACCESSION | 586431 939833.2 039844.1 | 181716.2 | 001033504.1
number
'”“Ir[';'”a 3420112 | 7150370 | 2750435 | 2750431 70370
Primérné hodnoty genové exprese
AIM 473 34,2 50,4 592,5 39,7
AIMD6 133,9 105,3 100,5 360,5 29,6

Podet
0 2 4 6 8 10

Kli¢ barev a histogram

Teplotni mapa 5 gent identifikovanych v ramci
experimentu genové exprese

mmmmmmmmmmmmmmmmmmm

mmmmmmmmmmmmm

NNNNNN

mmmmmmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmmmm

XM_939844.1.L.OCG650761

DQ286431: TCRA

XM_939833.2.L.OCG650751

NM_001033504.1:TMEMOS

|
'NM_181716.2.PRR6

Obr. 9 Teplotni mapa péti identifikovanych gent, ze které lze odecitat hodnoty intenzit
danych gent u vzorka.

Na Obr. 9 je teplotni mapa spolu s klastrovanim, kterd znazorfiuje u jednotlivych paci-

entll (vzorkl) graficky (barevné) hodnoty intenzit genové exprese u 5 vybranych gend.

Podle barevného klice 1ze odedist intenzitu daného genu pro dany vzorek. Pacienti jsou zde
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rozliSeni dle skupin, tedy AIM a AIMD6. Klastrovani je uréeno k nalezeni shlukd dat

S vysokym stupném vzajemné podobnosti. Nejvyssi intenzity (Cervena skala) jsou vidét

U nejvice exprimovaného genu pro PRRG.

5.2 Vysledky RT-PCR

Tab. 17 Vysledky RT- PCR

Pozice Vzorek/gen Ct Pozice Vzorek/gen Ct
Al C305, IL18RAP 30,55 G23 C335, SPATC1 35,47
A2 C305, IL18RAP 30,80 G24 C335, SPATC1 33,08
A3 C305, IL18RAP 30,31 H1l C140, IL18RAP 30,46
Ad C305, IL18R1 29,70 H2 C140, IL18RAP | 30,67
A5 C305, IL18R1 28,48 H3 C140, IL18RAP | 30,50
Ab C305, IL18R1 28,85 H4 C140, IL18R1 29,32
A7 C305, ADORA3 33,70 H5 C140, IL18R1 29,14
A8 C305, ADORA3 33,32 H6 C140, IL18R1 29,70
A9 C305, ADORA3 33,21 H7 C140, ADORA3 | 34,01
Al0 C305, ERLIN1 29,64 H8 C140, ADORA3 | 3391
All C305, ERLIN1 30.23 H9 C140, ADORA3 | 33,70
Al2 C305, ERLIN1 29,64 H10 C140, ERLIN1 30,15
Al3 C305, VNN3 28,30 H11l C140, ERLIN1 30,52
Al4 C305, VNN3 28,60 H12 C140, ERLIN1 30,33
Al5 C305, VNN3 28,30 H13 C140, VNN3 29,00
Al6 C305, ARG1 29,10 H14 C140, VNN3 29,20
Al7 C305. ARG 29,21 H15 C140, VNN3 29,17
Al8 C305, ARG2 29,48 H16 C140, ARG1 29,30
Al9 C305, FOS 28,75 H17 C140, ARG1 29,60
A20 C305, FOS 28,60 H18 C140, ARG1 29,58
A21 C305, FOS 28,62 H19 C140, FOS 28,49
A22 C305, neg.kontrola, SPATC1 35,38 H20 C140, FOS 28,58
A23 C305, neg.kontrola, SPATC1 34,08 H21 C140, FOS 28,57
A24 C305, neg.kontrola, SPATC1 34,12 H22 C140, SPATC1 32,71
Bl C307, IL18RAP 30,49 H23 C140, SPATC1 33,47
B2 C307, IL18RAP 30,43 H24 C140, SPATC1 32,83
B3 C307, IL18RAP 30,49 11 C297, IL18RAP | 30,69
B4 C307, IL18R1 30,10 12 C297, IL18RAP | 30,78
B5 C307, IL18R1 30,10 13 C297, IL18RAP | 30,98
B6 C307, IL18R1 30,10 14 C297, IL18R1 28,40
B7 C307, ADORA3 35,27 15 C297, IL18R1 28,14
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Pozice Vzorek/gen Ct Pozice Vzorek/gen Ct
B8 C307, ADORA3 34,24 16 C297, IL18R1 28,50
B9 C307, ADORA3 35,31 17 C297, ADORA3 | 33,60
B10 C307, ERLIN1 30,27 18 C297, ADORA3 | 33,71
B11 C307, ERLIN1 30,48 19 C297, ADORA3 | 33,26
B12 C307, ERLIN1 30,31 110 C297, ERLIN1 30,82
B13 C307, VNN3 29,16 111 C297, ERLIN1 30,79
B14 C307, VNN3 29,60 112 C297, ERLIN1 31,11
B15 C307, VNN3 29.30 113 C297, VNN3 29,26
B16 C307, ARG1 30,60 114 C297, VNN3 29,63
B17 C307, ARG1 31,11 115 C297, VNN3 29,58
B18 C307, ARG1 30,51 116 C297, ARG1 27,87
B19 C307, FOS 28,37 117 C297, ARG1 27,81
B20 C307, FOS 28,41 118 C297, ARG1 27,98
B21 C307, FOS 28,67 119 C297, FOS 29,23
B22 C307, SPATC1 33,49 120 C297, FOS 29,80
B23 C307, SPATC1 35,17 121 C297, FOS 28,90
B24 C307, SPATC1 33,30 122 C297, SPATC1 32,26
Cl C236, IL18RAP 30,85 123 C297, SPATC1 33,59
C2 C236, IL18RAP 31,12 124 C297, SPATC1 33,07
C3 C236, IL18RAP 30,97 J1 C141, IL18RAP | 31,85
C4 C236, IL18R1 31,50 J2 C141, IL18RAP | 30,65
C5 C236, IL18R1 30,97 J3 C141, IL18RAP | 31,09
C6 C236, IL18R1 31,24 J4 C141, IL18R1 30,77
C7 C236, ADORA3 34,69 J5 C141, IL18R1 30,54
C8 C236, ADORA3 35,12 J6 C141, IL18R1 31,24
C9 C236, ADORA3 35,76 J7 C141, ADORA3 | 36,63
C10 C236, ERLIN1 30,97 J8 C141, ADORA3 | 36,16
Cl1 C236, ERLIN1 31,30 J9 C141, ADORA3 | 34,63
C12 C236, ERLIN1 31,12 J10 C141, ERLIN1 31,90
C13 C236, VNN3 29,89 J11 C141, ERLIN1 31,56
Cl4 C236, VNN3 29,53 J12 C141, ERLIN1 31,62
C15 C236, VNN3 29,81 J13 C141, VNN3 29,60
C16 C236, ARG1 31,90 J14 C141, VNN3 29,26
C17 C236, ARG1 32,45 J15 C141, VNN3 29,19
C18 C236, ARG1 32,03 J16 C141, ARG1 30,36
C19 C236, FOS 30,60 J17 C141, ARG1 30,12
C20 C236, FOS 30,12 J18 C141, ARG1 30,53
C21 C236, FOS 30,37 J19 C141, FOS 29,53
C22 C236, SPATC1 0 J20 C141, FOS 29,34
C23 C236, SPATC1 35,58 J21 C141, FOS 29,46
C24 C236, SPATC1 35,57 J22 C141, SPATC1 34,05
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Pozice Vzorek/gen Ct Pozice Vzorek/gen Ct
D1 C292, IL18RAP 31,61 J23 C141, SPATC1 34,00
D2 C292, IL18RAP 31,89 J24 C141, SPATC1 33.03
D3 C292, IL18RAP 31,94 K1 C305, HPRT 30.47
D4 C292, IL18R1 31,72 K2 C305, HPRT 30,35
D5 C292, IL18R1 31,51 K3 C305, HPRT 30,55
D6 C292, IL18R1 31,50 K4 C305, 18SrRNA | 13,92
D7 C292, ADORA3 35,23 K5 C305, 18SrRNA | 13,72
D8 C292, ADORA3 36,21 K6 C305, 18SrRNA | 13,70
D9 C292, ADORA3 36,06 K7
D10 C292, ERLIN1 31,68 K8 C242, HPRT 29,85
D11 C292, ERLIN1 31,67 K9 C242, HPRT 29,78
D12 C292, ERLIN1 31,88 K10 C242, HPRT 29,87
D13 C292, VNN3 30,10 K11 C242, 18SrRNA 13,11
D14 C292, VNN3 29,75 K12 C242, 18SrRNA | 13,30
D15 C292, VNN3 29,98 K13 C242, 18SrRNA | 13,00
D16 C292, ARG1 30,00 K16 voda, IL18RAP 0
D17 C292, ARG1 30,13 K17 voda, IL18RAP 0
D18 C292, ARG1 30,15 K18 voda, IL18RAP 0
D19 C292, FOS 29,77 K20 voda, ARG1 0
D20 C292, FOS 29,76 K21 voda, ARG1 0
D21 C292, FOS 29,75 K22 voda, ARG1 0
D22 C292, SPATC1 33,85 L1 C307, HPRT 29,76
D23 C292, SPATC1 33,59 L2 C307, HPRT 30,90
D24 C292, SPATC1 34,56 L3 C307, HPRT 29,53
El C296, IL18RAP 31,00 L4 C307, 18SrRNA | 15,26
E2 C296, IL18RAP 31,23 L5 C307, 18SrRNA | 15,14
E3 C296, IL18RAP 31,11 L6 C307, 18SrRNA | 15,14
E4 C296, 8618R1 31,73 L8 C335, HPRT 29,71
E5 C296, 8618R1 30,71 L9 C335, HPRT 29,71
E6 C296, 8618R1 31,64 L10 C335, HPRT 29,62
E7 C296, ADORA3 37,05 L11 C335, 18SrRNA | 15,20
E8 C296, ADORA3 36,55 L12 C335, 18SrRNA | 14,96
E9 C296, ADORA3 37,09 L13 C335, 18SrRNA | 14,99
E10 C296, ERLIN1 30,45 L16 voda, IL18R1 0
E11 C296, ERLIN1 31,68 L17 voda, IL18R1 0
E12 C296, ERLIN1 30,84 L18 voda, IL18R1 0
E13 C296, VNN3 29,70 L20 voda, FOS 0
E14 C296, VNN3 30,00 L21 voda, FOS 0
E15 C296, VNN3 29,48 L22 voda, FOS 0
E16 C296, ARG1 32,52 M1 C236, HPRT 29,89
E17 C296, ARG1 33,07 M2 C236, HPRT 29,81
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Pozice Vzorek/gen Ct Pozice Vzorek/gen Ct
E18 C296, ARG1 33,32 M3 C236, HPRT 30,50
E19 V296, FOS 30,80 M4 C236, 18SrRNA | 14,73
E20 V296, FOS 30,80 M5 C236, 18SrRNA | 14,64
E21 V296, FOS 30,18 M6 C236, 18STRNA | 14,55
E22 C296, SPATC1 35,61 M8 C140, HPRT 29,60
E23 C296, SPATC1 35,63 M9 C140, HPRT 29,65
E24 C296, SPATC1 0 M10 C140, HPRT 29,49
F1 C242, IL18RAP 31,60 M11 | C140, 18SrRNA | 14,20
F2 C242, IL18RAP 31,22 M12 C140, 18SrRNA 14,40
F3 C242, IL18RAP 31,29 M13 | C140, 18SrRNA | 13,99
F4 C242, 1L18R1 30,87 M16 voda, ADORA3 0
F5 C242,1L18R1 30,74 M17 voda, ADORA3 0
F6 C242, 1L18R1 30,69 M18 voda, ADORA3 0
F7 C242, ADORA3 36,37 M20 voda, SPATC1 0
F8 C242, ADORA3 36,49 M21 voda, SPATC1 0
F9 C242, ADORA3 35,65 M22 voda, SPATC1 0
F10 C242, ERLIN1 31,31 N1 C292, HPRT 30,80
F11 C242, ERLIN1 31,70 N2 C292, HPRT 30,51
F12 C242, ERLIN1 31,38 N3 C292, HPRT 30,36
F13 C242, VNN3 30,90 N4 C292, 18SrRNA | 13,28
F14 C242, VNN3 30,19 N5 C292, 18SrRNA | 13,29
F15 C242, VNN3 30,11 N6 C292, 18SrRNA | 13,24
F16 C242, ARG1 30,46 N8 297, HPRT 31,56
F17 C242, ARG1 30,64 N9 297, HPRT 31,27
F18 C242, ARG1 30,60 N10 297, HPRT 31,48
F19 C242, FOS 29,69 N11 C297, 18SrRNA | 13,24
F20 C242, FOS 29,92 N12 C297, 18SrRNA | 13,23
F21 C242, FOS 29,92 N13 C297, 18SrRNA | 13,70
F22 C242, SPATC1 33,79 N16 voda, ERLIN1 0
F23 C242, SPATC1 0 N17 voda, ERLIN1 0
F24 C242, SPATC1 33,95 N18 voda, ERLIN1 0
Gl C335, IL18RAP 30,10 N20 voda, HPRT 0
G2 C335, IL18RAP 30,98 N21 voda, HPRT 0
G3 C335, IL18RAP 31,25 N22 voda, HPRT 0
G4 C335, IL18R1 30,65 01 C296, HPRT 30,60
G5 C335, IL18R1 30,57 02 C296, HPRT 29,99
G6 C335, IL18R1 30,44 03 C296, HPRT 30,15
G7 C335, ADORA3 32,19 04 C296, 18SrRNA | 13,58
G8 C335, ADORA3 32,35 05 C296, 18SrRNA | 13,60
G9 C335, ADORA3 32,96 06 C296, 18SrRNA | 13,64
G10 C335, ERLIN1 30,58 08 C141, HPRT 30,50
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Pozice Vzorek/gen Ct Pozice Vzorek/gen Ct
G1l1 C335, ERLIN1 30,30 09 C141, HPRT 29,91
G12 C335, ERLIN1 30,75 010 C141, HPRT 30,19
G13 C335, VNN3 29,12 O1l1 C141, 18SrRNA | 14,33
Gl4 C335, VNN3 29,21 012 C141, 18SrRNA | 14,22
G15 C335, VNN3 29,20 013 C141, 18SrRNA | 14,41
G16 C335, ARG1 31,80 016 voda, VNN3 0
G17 C335, ARG1 31,46 o17 voda, VNN3 0
G18 C335, ARG1 31,09 018 voda, VNN3 0
G19 C335, FOS 29,17 020 voda, 18STRNA | 33,98
G20 C335, FOS 29,50 021 voda, 18STRNA | 34,88
G21 C335, FOS 29,36 022 voda, 18SrRNA | 33,24
G22 C335, SPATC1 35,22

Pro kazdy gen byla spocitana relativni exprese a sestrojen graf na porovnani relativni

exprese u vzorkd pacientt s AIM a u kontrol. Grafy jsou uvedeny v Ptiloze 2. Vzorek

C297 (kontrola) byl vyfazen z kone¢ného vyhodnoceni, jednalo se o odlehlé hodnoty, pro-

toze jeho hodnoty se pfili§ liSily od ostatnich kontrol. Tyto hodnoty jsou proto ve vysled-

cich oznageny Cervené. Tab. 18 az 25 obsahuji vypocet relativni exprese pro dané geny,

popis pouzitych zkratek uvedeny u Tab. 18 plati i pro ostatni tabulky.

Tab. 18 Vypocet relativni exprese genu ILI8RAP

KONT TEST | cce | ace| KONT TEST | Pomer
D | He |carisrar) 1D | He | G [KONTITEST|ysce|2nset] ance | 2oser [ 2
c242 |2983| 3111 |c305]3052]3054| 1,28 [002] 0 | 1 |-1.26]239] 2.30
C335 |2968| 31,37 |C307]30,06]3047| 1,69 | 0,41 | 0,41 | 0,75 | 0,87 | 1,83 | 1,75
c140 |2958| 3111 |c236|30,07]3098| 1,53 091|025 [ 0,84 |-037 | 1,20 1.24
c207 |3144]| 3054 |c202|3056|31.81] 0,9 |1,25-218] 453 [-0,03] 1,02 | 0,98
c141 | 302 | 30,82 |cC296|30,.25|31,11 0,62 | 0,86 |-0,66| 1,58 | -0,42 | 1,34 | 1,28

Primér 1,28 1,04 157 | 1,51
sD 0,47 0,37 0,52 | 0,49
SEM 0,24 0,19 023 | 022

SD - smérodatna odchylka
SEM - stiedni chyba priaméru
HG - housekeeping gen

G- testovany gen
KONT - kontroly
- relativni expese

2—AACt

Pomér 24"~ pomér relativni exprese vzorku ku priméru relativni exprese kontrol
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Tab. 19 Vypocet relativni exprese genu 1L18R1

KONT TEST ACt ACt KONT TEST Pomér
0 | He |earisry| 10 | He | 6 |KONT | TEST [yxce] a2t |ance| 2ase P
C242 129,83 30,77 C305 |30,52 129,01 | 0,94 -1,51 | 0,37 | 0,77 |-2,08 | 4,22 4,0
C335 [29,68 30,55 C307 (30,06 | 30,1 | 0,87 0,04 |0,30 | 081 |-053| 1,44 | 1,37
C140 [29,58 29,39 C236 /30,07 |31,23 | -0,19 1,16 |-0,76 | 1,69 (0,59 | 0,66 | 0,63
C297 31,44 28,35 C292 (30,56 |31,58 | -3,09 1,02 |[-3,66 12,62 (0,45 | 0,73 | 0,69
C141 |30,2 30,85 C296 (30,25 |31,36| 0,65 1,11 0,08 10,94 (0,54 | 0,69 | 0,65
Pramér 0,57 1,05 1,75 | 1,47
SD 0,52 0,43 1,68 | 1,60
SEM 0,26 0,22 0,75 | 0,71
Popis zkratek viz Tab. 18
Tab. 20 Vypocet relativni exprese genu ADORA 3
KONT TEST et | ace | KONT TEST | Pomér
ID | HG |G (ADORA3)| ID | HG | G | KONT |TEST [, Ac¢loaace| ance|omace| 24
C242 29,83 36,17 C305(30,52|33,41| 6,34 289 | 158 0,34 (-1,88( 3,67 | 2,39
C335 29,68 32,5 C307(30,06(34,94| 2,82 488 |-1,95| 3,85 0,11 | 0,92 | 0,60
C140 |29,58 33,87 C236(30,06(34,52| 4,29 4,46 |-0,48] 1,39 |-0,30| 1,24 | 0,81
C297 |31,44 33,52 C292|30,56(35,83| 2,08 5,27 |-2,69 (6,43 | 0,50 | 0,70 | 0,46
C141 | 30,2 35,81 C296(30,24| 36,9 | 5,61 6,66 | 0,85 | 0,56 | 1,90 | 0,27 | 0,18
Primér 477 1,53 1,36 | 0,89
SD 1,55 1,61 1,34 0,87
SEM 0,77 0,81 0,60 | 0,39
Popis zkratek viz Tab. 18
Tab. 21 Vypocet relativni exprese genu ERLIN 1
KONT TEST e | ace | KONT TEST | Pomer
b | He |eErLND| 1D | HG | 6 | KONT| TEST [ \ace [ omsee] ance | 2ser| 2
C242 |29,83 31,36 C305(30,52(29,84| 1,53 -0,68 | 0,37 | 0,77 |-1,84 | 3,57 | 3,47
C335 | 29,68 30,54 C307(30,06|30,35| 0,86 0,29 |-0,30)1,23|-0,87 (1,82 | 1,77
C140 | 29,58 30,33 C236(30,06(31,13| 0,75 1,07 |-0,41]1,33|-0,09| 1,06 | 1,03
C297 |31,44 30,9 C292(30,56|31,74| -0,54 1,18 |-1,70| 3,24 | 0,02 | 0,98 | 0,96
C141 | 30,2 31,69 C296(30,24(30,99| 1,49 0,75 1033]0,79|-041(1,33| 1,29
Prmér 1,16 1,03 1,75 1,70
SD 0,41 0,29 1,07 | 1,04
SEM 0,20 0,14 0,48 | 0,46

Popis zkratek viz Tab. 18
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Tab. 22 Vypocet relativni exprese genu VNN 3

KONT TEST act | ace KONT TEST | pomer
D | He |evnng)| 1D | He | 6 |KONT|TEST( (ycp | 2nvet| aace| 20| 2
C242 [29,83| 30,40 |C305|30,52]|28,40| 057 | -2,12| 0,88 | 0,55 |-1,82| 352 | 332
C335 [29,68| 29,18 |C307/30,06]/29,35| -0,50 | -0,71 | -0,20 | 1,14 |-0,40 | 1,32 | 1,25
C140 [29,58| 29,11 |C236|30,06]|29,74| -047 | -0,32 | -0,16 | 1,12 | -0,02| 1,01 | 0,95
C297 |31,44| 2949 |C292|30,56|29,94| -1,95 | -0,62 | -1,65 | 3,13 | -0,31| 1,24 | 1,17
c141 [30,20] 29,38 |C296|30,24[29,73| -0,82 | -051 | -052 | 1,43 [-0,20| 1,15 | 1,09
Pramér -0,31 1,06 1,75 | 1,56
SD 0,60 0,37 1,05 | 0,99
SEM 0,30 0,19 047 | 044
Popis zkratek viz Tab. 18
Tab. 23 Vypocet relativni exprese genu ARG 1
KONT TEST i | oac KONT TEST | Pomér
b | He |earen| 10 | He | 6 [ KONT| TEST | s 2mser [ ance [ omaer | 27
Cc242 |29,83| 3057 |C305/30,52(29,26| 0,74 | -1,26 | 0,10 | 0,93 |-1,90| 3,73 | 3,35
C335 |29,68| 31,45 |C307/30,06/30,74| 177 | 068 | 1,13 | 046 | 004 | 0,97 | 087
C140 [29,58| 29,49 |C236/30,06|32,13| -0,09 | 2,07 |-0,73| 1,66 | 1,43 | 0,37 | 0,33
C297 |31,44| 2789 |C292|30,56]30,09| -355 | -047 |-419]1825|-1,11|2,16| 1,93
C141 |30,20| 30,34 |[C296/30,24(32,97| 014 | 2,73 |-050 | 1,41 | 2,09 | 0,23 | 0,21
Priimér 0,64 1,12 1,33 | 1,34
SD 0,83 0,53 1,46 | 1,31
SEM 0,42 0,27 0,65 | 059
Popis zkratek viz Tab. 18
Tab. 24 Vypocet relativni exprese genu FOS
KONT TEST e | ace KONT TEST | pomer
ID HG | G(FOS) | ID | HG | G |KONT|TEST| AACt [ 24 AACt | 224Ct| 2act
C242 |29,83| 29,84 |C305|30,52]|28,65| 0,01 |-1,87| 054 | 0,69 |-1,34| 253 | 243
C335 |29,68| 29,34 |C307|30,06]/2848| -0,34 | -1,58 | 0,19 | 0,88 |-1,05| 2,07 | 1,99
C140 |29,58| 2854 |C236/30,06/30,36| -1,04 | 0,30 | -0,51 | 1,42 | 0,83 | 0,56 | 0,54
C297 |31,44| 2931 |C292|30,56|29,76| -2,13 | -0,80 | -1,60 | 3,03 |-0,27| 1,20 | 1,16
c141 | 302 | 2944 |C296|30,24]/30,59| -0,76 | 0,35 | -0,23 | 1,17 | 0,88 | 0,54 | 0,52
Primér -0,53 1,04 1,38 | 1,33
SD 0,46 0,32 0,89 | 0,86
SEM 0,23 0,16 0,40 | 0,38

Popis zkratek viz Tab. 18
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Tab. 25 Vypocet relativni exprese genu SPATC 1

KONT TEST ACt | ace | KONT TEST [ Pomér

ID | HG [G(SPATCY)| ID [ HG [ G |KONT|TEST [aact[2 " aact ][22 C] 244
c242 |29,83| 3387 |C305|30,52|3453| 404 | 401 | 006|096 004|098 091
C335 |29,68| 34,559 |C307|30,06(33,99| 491 | 393 | 094|052 |-004]103| 0,96
C140 29,58 33 C23630,06|3558| 342 | 552 |-055|147| 155|034 | 032
C297 |3144| 3297 |C292|3056| 34 | 153 | 344 |-245|545|-053|145| 1,34
c141 |302| 33,73 |C296|30,24|3565| 353 | 541 |-045|1,36| 144|037 | 034
Primér 3,98 1,08 083 ] 077
SD 0,68 0,43 047 | 0,44
SEM 0,34 0,22 021 | 0,20

Popis zkratek viz Tab. 18

Transkript genu pro IL18RAP ohrani¢eny nasimi primery je prumérné piiblizné 1,5X

vice obsazen Ve vzorcich pacientit s IM nez v kontrolnich vzorcich. U genu pro IL18R1 je

to pramérné asi 1,7x vice ve vzorcich pacienti s IM nez v kontrolnich vzorcich. U genu

ADORA 3 je daného traskriptu kolem 0,9x méné ve vzorcich s IM nez v kontrolnich vzor-

cich. Pro gen ERLIN 1 ndm vysSlo, ze jeho transkript je 1,7x vice obsaZen ve vzorcich s IM

nez v kontrolnich vzorcich. Gen VNN3 je prumérné téméi 1,6X vice ptitomen ve vzorcich

pacientd s IM nez u kontrolnich vzorkd. Genu pro Arg 1 je pfiblizné 1,3x vice ve vzorcich

pacientll s IM nez v kontrolnich vzorcich obdobné¢ jako u genu FOS. Kontrolniho genu

SPATCL je pak kolem 0,8x mén¢ ve vzorcich s IM nez v kontrolnich vzorcich. Ziskané

hodnoty suvedenim smérodatnych odchylek a stfedni chyby priméru jsou uvedeny

Vv tabulkach s vysledky pro jednotlivé geny.
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6 Diskuze

Nejvice ¢asove naro¢nou a obtiznou soucasti prace byla izolace celkové RNA. Ziskat ze
vzorki alespon pozadovanou minimalni kvalitu a koncentraci bylo nékdy velmi obtizné.
Kazdy vzorek se choval individualné a proto standardizovat protokol, aby timto faktorem
nebyly ovlivnény vysledky ¢ipové analyzy, bylo nasi prioritou. Nékdy stacila jedna izolace
a nekdy az z poslednich zbytkl krve se podafilo izolovat potiebné mnozstvi celkové RNA.
Neékolikrat nezbyvalo nic jiného nez vybrat alespont nejlepsi vysledek ze vSech izolaci da-

né¢ho vzorku, protoze pocet izolaci je omezen odebranym objemem pacientovy krve.

Jednim z dalSich kritickych krokt bylo odstranovani globinové frakce. U jednoho vzor-
ku se dokonce ani po tfech preciSténich nepodatilo globinovou frakci odstranit, stale do-
chazelo k jeji preferen¢i amplifikaci, a vzorek musel byt vyfazen a nahrazen vzorkem ji-
nym.

V ramci analyzy vybranych vzork byla identifikovdna skupina gent, které se
Z hlediska genové exprese jevi jako prognostické ve smyslu ocekavané doby preziti pacien-
ta s primarnim vyskytem akutniho infarktu myokardu. Jedna se o sestavu 5 gent, jejichz
expresni intenzity se ve skupindch pacientti zemielych v obdobi 6 mésiclti po primarni sr-
dec¢ni piihod¢ (AIMD6) a pacientii piezivajicich déle (AIM) statisticky a klinicky vyznam-

n¢ odliSovaly.

Pti hledani informaci o nami vybranych genech jsem se zamétila 1 na geny, které lezi ve
stejné nebo blizké oblasti, protoze je mozné, Ze sousedici geny se podileji na stejné bio-
chemické draze nebo jejich produkty maji podobnou funkci. Zakladni informace o genech

jsem Cerpala z http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

Gen TCRA (T-cell antigen receptor, polypeptide alfa), jehoz exprese byla nejvice zvy-
Sena, je lokalizovan na lidském chromozomu 14 v cytogenetické oblasti q11.2, na dlou-
hych raménkach. Cytogenetickd oblast se urCuje z cytogenetickych (chromozomovych)
map, které jsou zalozeny na fyzické podobé chromozomi. Rliznymi technikami lze dosah-
nout odlisného pruhovani chromozomi. Rutinné pouZivané je G pruhovani, k nému re-
verzni je R pruhovani. Poloha genu na cytogenetické mapé€ je pak udavéna ¢islem chromo-
zomu, pismenem oznacujicim raménko a Cisly jednotlivych oblasti dle pruhll. ZvySena

exprese tohoto genu je podle nasich vysledkt spojena s vyssi pravdépodobnosti tmrtnosti
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v souvislosti s AIM. Sekvence zjisténa v roce 1984 odhalila skutec¢nost, ze polypeptid alfa,
kodovany TCRA genem, vykazuje vysokou homologii s imunoglobulinovymi polypepti-
dovymi fetézci. To by mohlo znamenat, ze jsme identifikovali pouze odpoveéd’ organizmu

na stresovou ¢i zatézovou situaci a geny nemusi byt mozna specifické pro prognézu IM.

Sekvence DNA odpovidajici mRNA tseku genu TCRA:

atgaaatcct tgagagtttt actagtgatc ctgtggcttc agttgagctg ggtttggage 60
caacagaagg aggtggagca gaattctgga cccctcagtg ttccagaggg agccattgec 120
tctctcaact geacttacag tgaccgaggt tcccagtcct tettctggta cagacaatat 180
tctgggaaaa gecctgagtt gataatgtcc atatactcca atggtgacaa agaagatgga 240
aggtttacag cacagctcaa taaagccagc cagtatgttt ctctgctcat cagagactcc 300
cagcccagtg attcagccac ctacctctgt gccgtgaacg atgccagact catgtttgga 360
gatggaactc agctggtggt gaagcccaat atccagaacc ctgaccctge cgtgtaccag 420
ctgagagact ctaaatccag tgacaagtct gtctgcctat tcaccgattt tgattctcaa 480
acaaatgtgt cacaaagtaa ggattctgat gtgtatatca cagacaaaac tgtgctagac 540
atgaggtcta tggacttcaa gagcaacagt gctgtggcect ggagcaacaa atctgacttt 600
gcatgtgcaa acgccttcaa caacagcatt attccagaag acaccttctt ccccagecca 660
gaaagttcct gtgatgtcaa gctggtcgag aaaagctttg aaacagatac gaacctaaac 720
tttcaaaacc tgtcagtgat tgggttccga atcctcctce tgaaagtgge cgggtttaat 780
ctgctcatga cgctgeggcet gtggtccage tga 813

V blizkosti genu TCRA se nachazi gen pro METTL 3 (methyltransferase like 3)
v oblasti 14911.1. V oblasti 14911.1. - q12 se nachazi gen SALL 2 (sal - like 2). Ve stejné
oblasti 14q11.1 lezi gen pro ABHD4 (abhydrolase domain containing 4), jehoz produkt se
podili na katabolickych reakcich s lipidy a DAD 1 (defender against cell death 1). DAD 1
protein chranici bunky ptfed apoptickou smrti, byl identifikovan jako negativni regulator
programované smrti v termosenzitivni bunécné linii tsBN7. Gen DAD 1 byl zkouman
v souvislosti s rakovinou §titné Zlazy (Ziya et al., 2011). Ale u zadného z genti, lezicich

Vv blizkosti TCRA zatim nebyla prokazana souvislosti s IM.

Geneticky lokus LOC650751, ktery je u skupiny vzorki pacienti AIMD6 vyznamné
upregulovan, je umistén na lidském chromozomu 14. Jedna se, 0 blize nespecifikovany gen
kodujici proteinovou strukturu, ktera je podobna imunoglobulino-vému fetézci iota, resp.
jeho preproproteinu. Imunoglobulinovy fetézec iota kodovany genem VPREBL (pre-B
lymphocyte 1), patii do rodiny imunuglobulinti. Je exprimovan selektivné pfi rozvoji ra-
nych stadii B-lymfocytl (proB a rany preB lymfocyt). Polypeptidovy fetézec iota je spojen
IgM fetézcem a formuji molekuldrni komplex exprimovany na povrchu preB lymfocytu.
Tento komplex se ziejmé podili na pfeskupovani IG genl pii rané diferenciaci antigenné

specifickych receptori B lymfocytl. B lymfocyty jsou pak hlavni sloZkou specifické hu-
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moralni (protilaitkové) imunity. V blizkosti daného lokusu lezi gen pro TRAV1 - 1 (T cell

receptor alpha variable 1 -1), u kterého ale také nebyla prokazana piima souvislost s IM.

Sekvence DNA odpovidajici mRNA tseku genetického lokusu LOC650751:

atgtggggag ctttecttct ctatgtttce atgaagatgg gaggceactge aggacaaagc 60
cttgagcagce cctctgaagt gacagetgtg gaaggagceca ttgtccagat aaactgcacg 120
taccagacat ctgggtttta tgggctgtee tggtaccage aacatgatgg cggageacce 180
acatttcttt cttacaatgc tctggatggt ttggaggaga caggtcgttt ttcttcattc 240
cttagtcgct ctgatagtta tggttacctc cttctacagg agctccagat gaaagactct 300
gectcttact tetgegetgt gagagacaca gtgactatga ggectectta a 351

Geneticky lokus LOC650761 je umistén rovnéz na chromozomu 14. V dobé navrhu
sond byl charakterizovan jako blize nespecifikovany gen kodujici proteinovou strukturu,
podobnou prekurzoru alfa fetézce V (oblast CTL-L17) receptoru T-bunék. Sekvence DNA
odpovidaji sond€ na Cipu genetického lokusu LOC650761 je uvedena jako SEQ. ID No. 3
ve vypisu sekvenci v Tab. 26.

Sekvence DNA odpovidajici mRNA tuseku genetického lokusu LOC650761.:

atgaagtgtc taccttctgc agactccaat ggctcaggaa ctgggaatgc agtgccaggce 60
tcgtggtatc ctgcagcaga tgtggggagt tttecttctt tatgtttcca tgaagatggg 120
aggcactaca ggacaaaaca ttgaccagcc cactgagatg acagctacgg aaggtgccat 180
tgtccagatc aactgcacgt accagacatc tgggttcaac gggctgttct ggtaccagca 240
acatgctggc gaagcaccca catttctgtc ttacaatgtt ctggatggtt tggaggagaa 300
aggtcgtttt tcttcattcc ttagtcggtc taaagggtac agttacctcc ttttgaagga 360
gctccagatg aaagactctg cctcttacct ctgtgetgtg agagacacgg tgactatgag 420
gcctctttag 430

Tato sekvence je uvedena tak, jak byla platnd v dobé navrhu sond pro dané geny
a lokusy. V soucasné dobé je vSak tento zaznam zruSen, coz nas piivadi k otazce, zda se
jednalo viibec o kodujici oblast ¢i je zvySena exprese tohoto lokusu spojena s regulaci od-

poveédi organismu (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/89037601?report=genbank).

TMEMO98 (Transmembrane protein 98) je v pfipadé skupiny AIMD6 méné exprimovan
oproti skupiné AIM. Jedna se o gen lokalizovany na lidském chromozomu 17
Vv cytogenetické oblasti 17q11.2, kodujici transmembranovy protein 98, zndmy rovnéz jako
DKFZp564K1964. Gen TMEM98 je konzervovan u dalSich organizma (Simpanzi, psi,
skot, mysi ¢i krysy). To ze gen je konzervovan u dalSich organizmil, miize znamenat evo-
lu¢ni vyhodu pro nositele tohoto genu. Dany gen by mohl mit pro svého nositele zasadni

vyznam pro preziti. Protein kddovany genem TMEMO98 je strukturalni komponentou endo-
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plazmatického retikula (ER), je obecné integrovan do bunéfnych membran a jeho tran-
skripéni varianta 1 je dlouha 1808 part bazi (Clark et al., 2003). Celkem jsou dosud po-
psany 4 transkripéni varianty a gen se sklad4d z 8 exontll. Je zatazen do rodiny lidskych
CCDS genu (the consensus coding sequence). Konsenzualni sekvence (consensus sequen-
ce) je charakteristicka a relativné konzervovana sekvence bazi DNA spole¢na vétSimu po-
¢tu gentl (nebo jejich regulacnich oblasti) pfibuznych funkci nebo alespont vykazujicich
urcitou evoluéni homologii. Pojem se analogicky pouziva také pro RNA a pro bilkoviny
(odpovidajici sekvence aminokyselin), jde o sekvence ptitomné v homologickych mistech
genomu raznych druhii nebo na riznych mistech téhoz genomu. Zakladnim rysem je kon-
zervativni (stald) ptitomnost urcitych bazi v urcitych (relativnich) polohach a spole¢na i

podobna funkce piislusné bilkoviny nebo jeji domény.
Sekvence DNA odpovidajici mRNA tseku genu TMEM98:

cccggggcgy ggegeaggea gggaccctee getcecctet cegtctgeeg ceccggacggg 60
ccaccgcggg ggegegagga aggggtgtty ggtegecagy gecegectee cagetgeece 120
ggccgecggg gggeetggeg gtgacggegg cgectggegy cggggattty gegegggecy 180
g99gccgggy gecggggege gggggegega ggctggatte ctagggecge ggegetteee 240

ggcatgctcc getgcaggcec cgegeecgeg cccggacttt gecatcggeg gggeagtege 300
gggatgcgcece cgggagecac agectgagcet ttageccatg aggaggatgt gaccgggact 360
gagtcaggag ccctctggaa gcatggagac tgtggtgatt gttgccatag gtgtgcetgge 420
caccatcttt ctggcttcgt ttgcagcectt ggtgetggtt tgcaggcage getactgecg 480
gccgegagac ctgetgcage getatgattc taagceccatt gtggacctca ttggtgecat 540
ggagacccag tctgagecct ctgagttaga actggacgat gtcgttatca ccaaccccca 600
cattgaggcc attctggaga atgaagactg gatcgaagat gcctcgggtc tcatgtceca 660
ctgcattgcc atcttgaaga tttgtcacac tctgacagag aagcttgttg ccatgacaat 720
gggctctggg geccaagatga agacttcagce cagtgtcage gacatcattg tggtggcecaa 780
gcggatcagc cccagggtgg atgatgttgt gaagtcgatg taccctccgt tggaccccaa 840
actcctggac gcacggacga ctgecctgct cctgtctgtc agtcacctgg tgctggtgac 900
aaggaatgcc tgccatctga cgggaggcect ggactggatt gaccagtctc tgtcggetge 960
tgaggagcat ttggaagtcc ttcgagaagc agccctagct tctgagecag ataaaggcect 1020
cccaggcecct gaaggcttee tgcaggagca gtctgcaatt tagtgectac aggccageag 1080
ctagccatga aggcccctgce cgecateect ggatggctca gettagcectt ctactttttc 1140
ctatagagtt agttgttctc cacggctgga gagttcagct gtgtgtgcat agtaaagcag 1200
gagatccccg tcagtttatg cctcttttge agttgcaaac tgtggetggt gagtggcagt 1260
ctaatactac agttagggga gatgccattc actctctgca agaggagtat tgaaaactgg 1320
tggactgtca gctttattta gctcacctag tgttttcaag aaaattgagc caccgtctaa 1380
gaaatcaaga ggtttcacat taaaattaga atttctggcc tctctcgatc ggtcagaatg 1440
tgtggcaatt ctgatctgca ttttcagaag aggacaatca attgaaacta agtaggggtt 1500
tcttettttg gcaagacttg tactctctca cctggcectgt ttcatttatt tgtattatct 1560
gcctggtecc tgaggcegtct gggtctctec teteecttge aggtttgggt ttgaagctga 1620
ggaactacaa agttgatgat ttctttttta tctttatgcc tgcaatttta cctagctacc 1680
actaggtgga tagtaaattt atacttatgt ttccctcaaa aaaaaaaaaa aa 1732
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V oblasti 17q11.2 se nachdzi gen pro SLC6A4, transportér serotoninu. Gen koduje
membranovy protein, ktery tranSportuje neurotransmiter serotonin ze synaptickych stérbin
na nesynaptické ¢asti neuronti. Zminény protein vymezuje pusobeni serotoninu a jeho ob-
novu V zavislosti na ptitomnost sodikovych iontii. Gen pro SLC6A4 je exprimovan hlavné
v mozku a krevnich butikach. Tento transportér zajistuje také selektivni reabsorpci inhibi-
tord serotoninu, ¢imz snizuje riziko deprese, ktera patii mezi rizikové faktory IM. Fumeron
et al. (2002) zkoumali polymorfizmy v genu SLC6A4 pomoci PCR na souboru 671 pacien-
td sIM a 688 kontrolnich pacientech. Na zdkladé svych vysledki zjistili, Ze genotyp LL
(leucin, leucin) SLC6A4 je spojen s vyssim rizikem IM. Tato asociace je nezavisla na dal-
Sich rizikovych faktorech jako je koufeni, BMI, hypertenze ¢i hladin¢ krevnich lipidi. Po-
kud se v promotoru tohoto genu nachazi opakovany délkovy polymorfizmus, dochazi k
ovlivnéni miry absorpce serotoninu, coz mize hrat roli v syndromu nédhlého umrti kojenct,
Vv agresivnim chovani pacientit s Alzheimerovou chorobou a v nachylnosti k depresi u lidi

po proziti emocionalniho traumatu.

Ve stejné cytogenetické oblasti 17911.2 - q12 se nachazi gen CCL2 pro chemokin mo-
nocytarni chemoatraktivni protein 1 - MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1). Gen
CCL2 je jednim z mnoha genli pro cytokiny seskupenych na 17 chromozomu. Cytokiny
jsou skupina sekretovanych proteinti zapojenych v zanétlivém a imuno-regula¢nim proce-
su. Maji chemotaktickou aktivitu pro monocyty a bazofily, jsou zapojeny v patogenezi
nemoci, u kterych dochazi k infiltraci monocyti, jak je revmatoidni artritida
a ateroskleroza. MCP-1 je exprimovan v lidskych aterosklerotickych 1ézich a jeho receptor
CCR2 je exprimovan na leukocytech (Nelken et al., 1991). Dikaz exprese MCP-1
v aterosklerotickych 1ézich podala i studie Yli-Herttuala et al. (1991). McDermott et al.
(2005) analyzovali asociaci genetickych variaci v MCP - 1 svyskytem IM. Vychazeli
Z predpokladu, Ze gen CCL2 a s nim spojeny receptor CCR2 jsou zapojeny v procesu ate-
rosklerozy. Na zakladé¢ své prace pak prokazali, ze alela MCP-1-2578G je spojena

s vys§im vyskytem infarktu myokardu.

PRR6 (Prolin-rich 6) je downregulovan u skupiny pacientic AIMD6. Jde o gen lokalizo-
vany na chromozomu 19 u organismu Gallus gallus. Velikost genomu Gallus gallus je 1,2
Gh. Posledni spole¢ny piedek ptaki a savcu zil pfed 310 miliony let. U Homo sapiens je
tento gen znam jako CENPV (centromere protein V) a v databazich a literatufe mize byt
oznacovan rovnéz jako p30, CENP-V nebo 3110013HO1RIk. V lidském jaderném genomu
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je gen CENPV lokalizovan na chromozomu 17, v cytogenetickém pruhu 17p11.2. Gen je
konzervovan u Simpanzi, psd, skotu, mysi, krys, kutat, C. elegans, A. thaliana a ryze (v
databazi uvadéné homologie CENPV resp. PRR6 gen). Gen ma ptedevsim funkci uhlik-sira
lydzové aktivity. Ugastni se svou aktivitou napt. nékterych fazi bunééného cyklu, déleni
bun€k, formovani centromerického heterochromatinu, metabolickych procest, mitdzy,
pozitivni regulace cytokinli a také regulace chromozomové organizace. Nachazi se v jadie
bunky, v kondenzované chromosomalni kinetochote a ve stiedni ¢asti vieténka. Prave jeho

ucast v metabolickych procesech a reagulaci cytokini ho mize spojovat s IM.

Sekvence DNA odpovidajici mRNA tuseku genu PRRG6:

gcgcgegeag gecggegggg gegegeegeg ctgegaggcec tgegegecag getgegggag 60
ccatgcggceg atcgaggagc tctgeggecg ccaagetgeg cgggcagaag cggtcegggg 120
ccteegeggce ceeegeggec teecgeggeeg ctgecttgge acccagegece accecgeacac 180
ggcgcteegce tagccaggee gggagcaaga geccaggeggt ggagaagecg ccgtcggaga 240
agccgcggct gaggcegceteg tcgeecgeggg cccaggagga gggeccgggg gagecgeege 300

cgcctgagct ggegttgete ccgecaccge cgeecgeegee gecgacteee gegaccecga 360
cgtcctcgge gtccaacctg gacctgggeg agcageggga gegetgggag acgttccaga 420
agcggcagaa gcttacctcc gagggtgecg ccaagctect gctagacacc tttgaatacc 480
agggcctggt gaagcacaca ggaggctgcc actgtggagc agttcgtttt gaagtttggg 540
cctcagcaga cttgcatata tttgactgca attgcagcat ttgcaagaag aagcagaata 600
gacacttcat tgttccagct tctcgettca agctcctgaa gggagctgag cacataacga 660
cttacacgtt caatactcac aaagcccagc ataccttctg taagagatgt ggcgttcaga 720
gcttctatac tccacgatca aaccccggag gcettcggaat tgecccecac tgectggatg 780
agggcactgt gcggagtatg gtcactgagg aattcaatgg cagcgattgg gagaaggceca 840
tgaaagagca caagaccatc aagaacatgt ctaaagagtg agcttctgcec tctectgecc 900
tgaaaaggag gaatgattgg ggccagcaac tttgctctcc ctgeecgtgec tcggtggtge 960
tcctgaatgt ggctgacctg ggctgctggt teegttgact agggtcatct tgatctctge 1020
agtttgctcc agctaccagt ttctttaggc agctctttgt cctcectetg cccagatttt 1080
gatgtagtct aattgacatc cttctcttcc caacttttgt gtgatctttt aggaaaaaaa 1140
ataaatattt ttaacattaa agcaaaaaaa aaaaaaaaaa a 1181

Nejblize oblasti 17p11.2, kterd ma souvislost s IM, se nachazi oblast 17p13. Nachazi se
zde gen pro CXCL16 (chemokin CXC ligand 16). CXCL16 patii do skupiny chemokind,
jejichZ prvni dvé ze Ctyt konstantné pritomnych cysteinovych podjednotek jsou rozdéleny
jinou aminokyselinou (X). CXCL16 existuje v transmembranové podobé a v rozpustné
formé. Transmembranova forma pusobi jako ,,scavengerovy* receptor pro oxidované LDL
Castice, zatimco rozpustnd forma plsobi jako chemoatraktant piedev§im na CD8+
T-lymfocyty. Navic rospustna forma CXCL16 ovliviwuje in vitro bunéénou proliferaci bu-
n¢k hladké svaloviny lidské aorty. Lundberg et al. (2005) se ve své studii zabyvali bézny-
mi polymorfizmy (Alal81Val) v exonu 4 tohoto genu a jejich vlivu na rozvoj koronarniho
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onemocnéni. V ramci své prace genotypizovali 387 pacietnil po infarktu myokardu a 387
K nim ptifazenych kontrol. Na zakladé svych vysledkt pak zjistili, ze tzv. ,,missense* mu-
tace v genu pro CXCLI16 jsou spojeny se zvysenou sten6zou koronarnich arteriol u pacien-
td po IM. Ke studiu sten6zy byl pouzit angiogram, ktery byl rozdélen do 15 korondrnich
segmentl. Tyto segmenty pak byly analyzovany QCA systémem (Medis quantitative sona-
ry angiography systems). U kazdého segmentu byl méfen pramér, minimalni pramér lu-
men, prumér stendzy, délka segmentu, plocha platu a jiné parametry.

V ptipadé¢ vSech zde uvadénych genii a genetickych lokusti jsou minény geny
a genetické lokusy hybridizujici s odpovidajicimi sondami (viz Tab. 26) na celogenomo-
vych expresnich Cipech Illumina. Sekvence DNA kédujici mRNA jsou uvadény podle do-

stupnych katalogti pouze pro informaci.

Tab. 26 Sekvence sond identifikovanych genti

IHlumina ID Sekvence sondy Definice SEI\% D

ACGATGCCAGACTCAT- Lidsky alf I toru

3420112 | GTTTGGAGATGGAACT- Ty (iggA)rzor recep 1
CAGCTGGTGGTGAAGCCC une
GCAGGACAAAGCCTTGAG- Lidsky preproprotein podobny

7150370 CAGCCCTCTGAAGTGA- iota fFeté€zci imunoglobulinu 2
CAGCTGTGGAAGGAGC (LOC650751)
sToTeTACCTTCTOCA. | Ly ol V-

2750435 GACTCCAATGGCTCAGGA- receptoru T-bunek 3
ACTGGGAATGCAGTGC (LOC650761)
CAACTTTGCTCTCCCTGCC- | Prolinem bohaty protein

2750431 GTGCCTCGGTGGTGCTCCT- | (PRR6), téz lidsky protein 4
GAATGTGGCTGA V centromery (CENPV)
GGCCTGTTTCATTTATTT- Lidsky t bré ' OIO-

70370 | GTATTATCTGCCTG- i 08 (rTa&Sén“‘;IISS; anovy pr 5

GTCCCTGAGGCGTCTGGG

Dals$imi geny nachéazejicimi se na 17 chromozomu a majici vztah k IM jsou naptiklad
gen pro eotaxin (CCL11). Eotaxin je silny chemokin, ktery podporuje migraci a aktivaci
eozinofilnich granulocytl, které se podili v patogenezi Siroké Skaly alergickych onemoc-
nénich. Ackoliv jsou eozinofilni granulocyty v aterosklerotickych 1ézich vzacné, receptory
pro eotaxin (CCR3) jsou pfitomny v lézich jak na makrofazich, tak na zirnych bunkéch.

Tudis$ se eotaxin miize podilet na aterosklerotickém zanétu. Economou et al. (2001) infor-
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movali o tom, ze plazmaticka koncentrace eotaxinu je zvySend u pacientdl s koronarni ate-
rosklerozou. Ve své studii pak Zee et al. (2004) prokazali, ze substituce A23T (treoninu za
alanin na 23 pozici) je spojena s rizikem IM. Pro svou praci pouzili 523 vzorkd pacientd

s IM a 2092 kontrolnich vorkd, které zpracovali PCR metodou.

Dale je to napiiklad gen pro PECAM - 1 (platelet/endothelial cell adhesion molecule)
lokalizovany v oblasti 17q23.3. Polymorfizmus R643G (glycin za arginin na pozici 643)
tohoto genu je spojen s rizikem IM (Elrayess et al., 2004).

Velka ¢ast gent, u kterych je nalezena spojitost s IM je zapojena v obrannych mecha-
nizmech organizmu, v alergickych reakcich ¢i maji néjakou souvislost s cytokiny, konkrét-
né velmi ¢asto s chemokiny. To by mohlo byt potvrzeni jiz diive zminéné hypotézy, Ze se
dafi identifikovat spiSe odpoveéd’ organizmu na stresovou a zanétlivou reakci doprovazejici

aterosklerotické zmény neZ samotné geny spojené s |M.

Bohuzel vSechny studie, které prokazuji souvislost genti s IM, jsou zaméfeny na poly-
morfizmy a jejich vztah k tomuto onemocnéni. Informace zahrnujici diference v trovnich
exprese gent, které by mély prokazatelnou souvislost s IM, nejsou k dispozici. | z tohoto
davodu je velmi slozité interpretovat biologicky vyznam zde uvedenych vysledkd, i kdyz
Z hlediska vyhodnoceni obdrzenych dat se jevi jako velice zajimavé. Problémem prezento-
vanych vysledki je maly pocet AIMD6 vzorki, ktery ale bohuzel nemame Sanci ovlivnit.
V prubéhu studie nebylo mozné rozsifit nabéry na dalsi pracovisté, protoze incidence IM
se v ramci regionti Ceské republiky 1isi. P¥i odbéru vzorkd z pfili§ mnoha regionti by byly
vysledky ovlivnény vnéjSimi faktory zZivotniho prostiedi. Lepsi objasnéni oCekavame az

s postupnym vyhodnocovéanim dalSich provedenych analyz.

Z primarnich vysledkt dalSich analyz nas zaujaly geny analyzované RT- PCR pro kom-
paraci vysledkil z ¢ipt. Prestoze prvni vysledky z Cipové analyzy obsahuji u dvou genti
snizenou expresi, dal$i vysledky ukazuji spiSe na geny, jejichZ exprese je zvySend. Proto
nebyl pro RT-PCR vybran, zadny gen, u né¢hoz by byla piedpokladana snizena exprese. Pii
vyhodnocovani vysledkli z RT-PCR jsme se soustiedili na to, jestli je vyssi relativni expre-
se u vzorki pacienti s AIM neZ u kontrolnich vzorkl. Kromé& genu ADORA 3 a SPATC 1
(kontrolni gen) dosahly vSechny geny vétsi relativni exprese u vzorki pacientli nez u kont-
rol. Nejvyssi hodnoty FC pak dosdhl gen ERLIN1, ktery mél 1,7 x vyssi relativni expresi

nez kontrolni vzorky.
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Gen pro IL18RAP (interleukin 18 receptor accessory protein) se nachazi
Vv cytogenetické oblasti 2ql2. V literatufe je tento gen oznaCovan také jako ACPL,
CD218b, IL18RB, CDw218b MGC120589 nebo MGC120590. Protein kédovany timto
genem tvofi pridatnou subjednotku heterodimerického receptoru pro IL 18 a zvySuje va-

zebnou afinitu IL18R1 (interleukin 18 receptor 1) k IL18.

Gen pro IL18R1 (interleukin 18 receptor 1) lezi také v oblasti 2ql2. V literatuie
a databazich mize byt oznacovan také jako CD218a, IL18RA, ILIRRP, CDw218a, IL-
1Rrp. Protein kédovany timto genem je cytokinovy receptor, ktery patii do interleukin 1

receptorove rodiny. Tento receptor specificky vaze IL18.

U téchto gend, pro IL18RAP a IL18R1, zatim nebyla prokazana souvislost s IM. Blizko
obou gentl, v oblasti 2q14, ale lezi gen pro IL1B (interleukin 1), u jehoz polymorfizmu
511C/T byla prokazana souvislost s IM (lacoviello et al., 2005). Protein tohoto genu patii
do interleukin 1 cytokinové rodiny. Dle téchto dat je tedy pravdépodobné, Ze 1 analyzované
proteiny spojené s IL 18 by mohly mit souvislost s IM. IL1B je produkovany aktivovanymi
makrofagy a je dulezitym medidtorem zanétlivé reakce. Dale se tiCastni bunécné prolifera-

ce, diferenciace a apoptdzy.

Na druhém chromozomu se jeSté nachazi gen pro VAMP 8 (vesicle-associated mem-
brane protein 8) v oblasti 2pl2 -pll.2, u jehoz polymorfizmu rs1010 (9369T/C)
a rs1058588 (9258C/T) byla prokazana souvislost s IM. Protein kodovany timto genem se

ucastni procesu degranulace desti¢ek (Schiffman et al., 2006).

Gen ADORA 3 (adenosine A3 receptor) lezi v cytogenetické oblasti 1p13.2. Také je
znam pod oznacenim A3AR, AD026, bAS52M11.5 nebo RP11-552M11.7. Genem kodo-
vany protein patii do rodiny adenozinovych receptoru a je zapojen Vv inhibici degranulace
neutrofilii. Tento receptor se podili na obrannych mechanizmech srdce béhem ptipadné
ischemie. Zkoumani vSech mechanizmt vedoucich k ochrané srdce pied ischemii stale
probiha. Ge et al. (2006) ve své studii na zvifecim modelu prokazali, Ze agonista A3AR
CL-IB-MECA ([2-chloro-N6-(3-iodobenzyl)adenosine-5_Nmethylcarboxamide]) snizuje
ischemické poskozeni srdce aktivaci pravé adenozin A3 receptoru a naslednou tGpravou
metabolickych procesti. Po navazani adenozinu na A3AR dojde k aktivaci pfislusného G
proteinu (GTP4za dilezitad ve vnitrobunééné signalizaci) na vnitini stran¢ membrany, coz
vede bud’ k vzestupu nebo poklesu urc¢itého druhého signaliza¢niho posla, nejcastéji cAMP
(cyklicky adenozinmonofosfat) nebo IP3 (inositoltrifosfat). Zatim neni definitivné potvr-
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zeno, ze by v savcich myocytech byly exprimovany funkéni A3 receptory. Tudiz obranna
reakce zprostfedkovana A3AR nemusi byt nutné odpovédi myocytl, ale neptimou reakci
na ischemii jinych typi bunék. Na aktivaci A3AR se podili aktivace nebo premisténi pro-
tein kinazy C, PI3 kinazy (fosfatidylinositol-3-fosfat) a MAPKSs (mitogen-activated protein
kinases), které ovliviiuji mitochondridlni KATP (ATP senzitivni draslikové) kanaly, které
jsou v srdecni tkani (Peart a Headrick, 2007).

Prace na ptac¢ich buiikach, které mohou a nemusi byt relevantni k savéim buiikdm, uka-
zuji, ze A3AR je vyznamny pfi aktivaci fosfolipazy D pies RhoA (Ras homolog gene fami-
ly, member A). RhoA je maly GTPazovy protein, ktery reguluje aktinovy cytoskelet (Lee et
al., 2001). Na Obr. 10 je znazornéna draha aktivace KATP pomoci A3AR.

Fosfolipaza C

AR — Gi— PLC .

_iiilennzin Gi protein DAG Diacylglyceral
Al receptor /
AR —> RhOA—» PLD l
Adenozin CTPazovy  Fosfolipaza D
Al receptor  PPOfEIN PKC Protein kiniza C

l

Mito  Na ATP zavislé draselné
Kﬂ.'I'P mitochondrialni kanaly

l

Ochrana srdce

Obr. 10 Zapojeni A3AR pii ochrané srdce pted ischemii u pta¢iho modelu (Lee et al.,
2001).

Dalsi z gentl vybranych do PCR je gen pro ERLIN 1 (endoplasmic reticulum lipid raft
associated 1), ktery lezi v oblasti 10g21-q22. Gen muze byt také oznacen KE04, KEO4,
SPFH1, Erlin-1, C100rf69 nebo RP11-316M21.1. Je soucasti komplexu ERLIN1/ERLIN2,
ktery zpusobuje s ER spojenou degradaci inositol 1, 4, 5-trifofatového receptoru (IP3Rs).
Inositoltrifosfat (IPs, ptesnéji inositol-1,4,5-trifosfat) je ve vodé rozpustny cukerny alkohol
esterifikovany na tfech mistech fosfatovymi skupinami. Je to vyznamny druhy posel
vV bunééné signalizaci, ktery vznika ¢innosti fosfolipazy C z jistého vzacnéjSitho membra-

nového fosfolipidu (konkrétné z PIP2 phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate). Druhym
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produktem této enzymatické reakce je 1,2-diacylglycerol (DAG), rovnéz druhy posel, ten

vsak na rozdil od inositoltrifosfatu zustava ukotven ve fosfolipidové membrang.

IP; difunduje po svém vzniku po celé buiice a vaze se na endoplazmatické retikulum,
konkrétné na ligandem-tizeny iontovy kanal. Jedna se o IP3-dependentni vapnikovy kanal,
ktery se po navazani IP3 otevie a do cytosolu za¢nou proudit vapnikové ionty. To zplsobi
dalsi ptenos signalu, obvykle pomoci vapniku a DAG totiz dojde k aktivaci proteinkindzy
C, kterd mize mit riznou funkci v zavislosti na typu bunky. Nasledn¢ je inositoltrifosfat
rychle bud’ fosforylovan na IP4, nebo defosforylovan na IP;, aby tnik vapniku z ER nepo-
kracoval. Pti zvySeni expresi ERLIN 1 by mohlo dochézet ke zvySené degradaci receptoru

pro IP3, ten by se nem¢l kam navazat a dochazelo by k naruseni biochemické drahy.

V blizkosti genu ERLIN 1 v oblasti 10q24-q26 se nachazi gen pro ADRB1 (adrenergic,
beta-1- receptor), jehoZ polymorfizmus Arg389Gly (substituce argininu za glycin na pozi-
ci 389) ma spojitost s IM (lwai et al., 2003). Protein kodovany genem ADRBI zajist'uje
fyziologicky ucinek hormonu adrenalinu a neurotransmiteru noradrenalinu. Hormon adre-
nalin pfipravuje t€lo na vykon a je zakladnim hormonem stresové reakce ,,utok nebo utek*.
Adrenalin spole¢né s kortizolem se podili na udrzeni organizmu pfi Zivoté pii stresové re-
akci. Vyplaveny adrenalin zptsobi okamzitou pfeménou glykogenu na krevni cukr gluko-
zu, ktera dodava energii svalim. Problém nastane pokud nedojde k vyuziti energie pti té-
ku nebo boji. V dnesni dob¢ se vSak lidé ¢asto dostavaji do stresovych situaci, pii kterych
dochazi k vyplaveni andrenalinu, ale nedochazi k vyuziti kumulované energie. ZvySena
hladina krevniho cukru je ale pro bunky nezadouci a té€lo zacne vysilat signaly k jeho
likvidaci. Pod vlivem zvySené hladiny krevniho cukru dochazi v burikach k celé fadé neza-
doucich biochemickych procest, které vedou k ptiznakiim civilizacnim nemoci, ke kterym
patii i IM.

Gen pro VNN3 (vanin 3), lezici v oblasti 6q23.2, je prostfedni gen skupiny tii vanino-
vych genti na Sestém chromozomu v rozmezi 6q23-024. Polymorfizmus rs2272996

(N131S) v genu pro VNNL je spojovan s hypertenzi (Zhu a Cooper, 2007).

Gen pro ARG 1 (arginase liver) lezici v oblasti 623 je predposlednim genem

VvV seznamu gentl, které byly vytipované pro kontrolu metodou RT-PCR. Arginaza katalyzu-
je hydrolyzu argininu na ornitin a mocovinu. Existuji pfinejmensim dv¢ izoformy sav¢i
argindzy (typ I a typ II), které se li§i svou tkanovou distribuci, bunénou lokalizaci
a fyziologickou funkci. Typ I kodovany naSim vybranym genem je cytosolovy enzym, kte-
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ry je exprimovan predev§im v jatrech jako soucast ornitinového cyklu. Dumont et al.
(2007) ve své studii prokazali, ze polymorfizmus rs2781666 (4195G/T) ma souvislost

s infarktem myokardu a se zvétsovanim tloustky intimy.

V blizkosti genit ARG 1 a VNN3 konkrétné v oblasti 6q22 lezi gen pro ROS 1 (c-ros
oncogene 1, receptor tyrosine kinase). Tento protoonkogen je exprimovan ve velké miie
Vv riznych rakovinovych bunkach. Protein kddovany timto genem mtize plnit funkci risto-
vého nebo diferenciacniho faktoru pro receptory. Shiffman et al. (2005) u n¢j také proka-

zali souvislosti s IM.

Jinym genem lezicim v blizké sousedstvi naSich genti je gen pro ENPP1 (ectonucleotide
pyrophosphatase/phosphodiesterase 1) v oblasti 6q22-g23. Bacci et al. (2005) pak v ramci
své studie zjistili, Ze polymorfizmus rs1044498 (48213A/C) tohoto genu je u pacientti
s diabetem mellitus spojen s IM. Z nasich pacienti, jejichz vzorky byly zpracovany v RT-
PCR mél DM pacient s ¢islem C307 a kontrolni vzorek C242.

Poslednim genem, u kterého jsme piedpokladali zménu exprese, byl gen FOS (FBJ mu-
rine osteosarcoma viral oncogene homolog). Tento gen lezi v cytogenetické oblasti
14924.3 a podili se na regulaci bunétné proliferace, diferenciace a transformace.
V n¢kterych piipadech byva exprese toho genu spojena s apoptickou smrti bunék. Patii do
tzv. FOS rodiny genu spolu s FOSB, FOSL1 a FOSL 2. Tato genova rodina kdduje protei-
ny motivem leucinové zipu. Pomoci tohoto motivu, nékteré bilkoviny vytvareji dimery.

Tvofi jej dva a-helixy, u nichz je kazdy sedmy aminokyselinovy zbytek leucin.

Gen SPATC 1 byl zvolen jako referenéni gen, u kterého pii ¢ipové analyze nebyla zjis-
téna ani zvySena ani snizena exprese. Vysledky z RT-PCR vsSak ukazaly, Ze jeho exprese
byla u danych vzorki niz8§i nez u kontrolnich vzorkd. Gen dostahl pouze kolem 77 %

z hodnoty exprese kontrol.

Je patrné, Ze vytipované geny by mély mit vztah k IM, i kdyZ hladiny exprese nebyly
vyznamné odlisné od kontrolnich vzorkd, ale velky vliv na jejich expresi ma jisté
i imunitni odpovéd’ organizmu, zapojeni v buné¢né signalizaci ¢i apoptdza. Spojeni mezi

zménou exprese téchto gent a IM bude muset byt jesté potvrzeno dalS§imi experimenty.
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{7 Zavér

Na celogenomovych expresnich cipech firmy Illumina, Inc. bylo zpracovano
174 vzorkid RNA izolované ze stabilizované plné krve pacientt s akutnim infarktem myo-
kardu, cévni mozkovou piihodou a k nim pfifazenych kontrolnich jedincd. Podatilo se mi

zpracovat pozadovany pocet Cipu, kazdy se Sesti pozicemi pro vzorky.

Podle nasSich zkuSenosti je mozné pouzit periferni plnou krev pro expresni ¢ipovou ana-
Iyzu, pokud se ihned po odbéru smicha s RNAlater®, ktery okamzité zastavuje &innost
RNa4z a je slucitelny s vétsinou izolaénich technik RNA. Hlavni vyhodou tohoto postupu je

mala invazivita pro pacienta a moznost dlouhodobého skladovani vzorkd.

Mezi problémy tohoto postupu patii dosazeni dostatecné kvality a koncentrace RNA pro
amplifikaci a hybridizaci s limitujicim objemem odebrané krve, pfedevsim v akutni fazi,
ktera je rozhodujici. Dale nutnost odstrafiovat globinovou frakci RNA, ktera je jinak pied-
nostn¢ amplifikovdna. Pravé nutnost dal$i manipulace s RNA mutze vést ke snizovani jeji
kvality, i kdyz determinujici se jevila spise kvalita odebraného vzorku. Kritickymi parame-

try jsou téz nalezeni vhodnych kontrol a zavaznost akutniho stavu pacienta.

Pro ziskdvani rozumného poctu genli ze statistickych analyz jsme zvolili 5 % hladinu
statistick¢ vyznamnosti. Pro klinickou vyznamnost jsme urcili hodnotu FC rovnou dvéma

V absolutni hodnoté.

Na zakladé vysledku statistické analyzy pomoci linearniho modelu LIMMA na souboru
Ctyfiatiiceti vzorkt byla vybrana skupina péti gent. Podle naSich vysledkd dochazi ke
zmén¢ exprese u pacientl, kteti zemieli do Sesti mésicti po AIM z kardiovaskularnich pfti-
¢in oproti tém, ktéti prihodu preziji, u geni TCRA, LOC650751, LOC650761, PRR6 a
TMEMB98, u nichZ dosud nebyl prokazan vztah k IM. Zjisténa zména exprese u této skupi-
ny genll se jevi statisticky a klinicky vyznamné jako prognostickd ve smyslu ocekavané
doby preziti pacientti s primarnim vyskytem infarktu myokardu a je tudiz spojena s vyssim
rizikem amrti.

V néavaznosti na pokracujici vyhodnocovani vysledkii s pfibyvajicim mnozstvi vzorkl
byla provedena kontrolni RT-PCR, ve které¢ bylo analyzovano osm gent, u nichz byla zjis-
tovana mira exprese. Krom¢ genu ADORA 3 a SPATC 1 genu, ktery byl kontrolni, mély
vSechny geny zvySenou relativni expresi oproti kontrolnim vzorkiim. Gen pro ARG 1 jiz

byl publikovan v souvislosti s IM.
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8 Seznam pouzitych zkratek

A - adenin

ABHD4 (abhydrolase domain containing 4)

ADORA 3 (adenosine A3 receptor) - gen pro adenozinovy A3 receptor

A3AR (adenosine A3 receptor) - adenozinovy A3 receptor

ADP - adenozindifosfat

ADRB1 (adrenergic, beta-1- receptor)

AIM - akutni infarkt myokardu

ALT - alaninaminotransferaza

APTT - aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as

AST - aspartataminotransferaza

ARG 1 (arginase 1) - arginaza 1

C - cytosin

CAMP - cyklicky adenozinmonofosfat

CCDS (the consensus coding sequence) - konsenzualni sekvence

CCL2 (chemokine (C-C motif) ligand 2) - ligand 2 pro chemokiny s motivem C-C
CCL11 (chemokine (C-C motif) ligand 11) - ligand 11 pro chemokiny s motivem C-C
CCR2 (chemokine (C-C motif) receptor 2) - receptor 2 pro chemokiny s motivem C-C
CCR3 (chemokine (C-C motif) receptor 3) - receptor 3 pro chemokiny s motivem C-C
cDNA - komplementarni DNA

CENPV (centromere protein V) - centromericky protein V

CETP (cholesteryl ester transfer protein) - transportni protein ester chelosterolu

CGH ¢ipy (comparative genomic hybdridization) - komparativni genomicka hybdridizace
CK - kreatinkinaza

CK - MB mass - kreatinkinaza srdecniho svalu

CL-1B-MECA ([2-chloro-N6-(3-iodobenzyl)adenosine-5 Nmethylcarboxamide])
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CMP - cévni mozkova prihoda

CRP - C reaktivni protein

CRNA - komplementarni RNA

CXCL16 (chemokin CXC ligand 16)

Cy3 (cyanine dyes) - cyaninové barvivo, chranéna znacka spole¢nosti Amersham
Cy5 (cyanine dyes) - cyaninové barvivo, chranéna znacka spole¢nosti Amersham
CR - Ceska republika

DAD 1 (defender against cell death 1) - obrance proti buné¢né smrti 1

DAG - 1,2-diacylglycerol

DM - diabetes mellitus

DNA - deoxyribonukleova kyselina

DNaza I - deoxyribonukleaza |

dsDNA - dvouvlaknova deoxyribonukleova kyselina

EDRF (endotelium derived relaxing faktor) - endotelem produkovany relaxacni faktor
EKG - elektrokardiogram

ENPP1 (ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1)

ER - endoplazmatické retikulum

ERLIN 1 (endoplasmatic reticulum lipid RAFT-associated protein 1)

ET - 1 - endotelin 1

EU - Evropska unie

FC - fold change

FGF (fibroblast growth factor) - fibroblastovy rastovy faktor

FOS (V-FOS FBJ Murine osteosarcoma viral oncogene)

FOSB (FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B)

FOSL1 (FOS-like antigen 1)

FOSL 2 (FOS-like antigen 2)

FRET (fluorescence resonance energy transfer) - fluorescen¢ni rezonan¢ni pfenos energie
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G - guanin

Gly - glycin

GP I1b/1l1a - glykoprotein I1b/11a

GWAS (genome wide - associating study) -genomova asocia¢ni studie
HBAIc - glykovany hemoglobin

HDAC (histone deacetylases ) - histondeacetylaza

HDL (hight - density lipoprotein) — vysokodenzitni lipoprotein

HK - housekeeping gen

Hod - hodina

HPRT (hypoxanthine Guanine Phosphorybosy! transferasa 1)

HSP 60 - tepelny Sokovy protein 60

ICAM -1 (inter-cellular adhesion molecule 1) - intracelularni adhezivni molekula 1
IGF - 1 (insulin-like growth factor 1) - inzulinu podobny rtstovy faktor
ICHS - ischemicka choroba srde¢ni

IL1B (interleukin 1) - interleukin 1 beta

IL - 1 - interleukin 1

IL - 6 - interleukin 6

IL - 8- interleukin 8

IL18RAP (IL-18 receptor accessory protein) - s interloukin 18 receptorem spojeny protein
IL18R1 (IL 18 receptor 1) - interleukin 18 receptor 1

IM - infarkt myokardu

IP2 - inositoldifosfat

IP3 - inositoltrifosfat

IP4 - inositoltetrafosfat

IP3Rs - inositol 1, 4, 5-trifofatovy receptor

KATP - ATP senzitivni draslikové kanaly

KO - krevni obraz
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KVO - kardiovaskularni onemocnéni

LD - laktatdehydrogenéza

LDL (low - density lipoprotein) — nizkodenzitni lipoprotein

LOX- 1 (lecitin - like oxidized LDL receptor) - lecitinu podobny oxidovany LDL receptor
LTA - lymfotoxin a

MAPKSs (mitogen-activated protein kinases) - mitogeny aktivovana protein kinazy

MCP - 1 (monocyte chemotactic protein-1) - monocytarni chemotakticky protein 1
MEF2A (myocyte enhancer factor 2A) - myocytarni posilovaci faktor 2

MEMS (microelectromechanical systems) - mikroeletromechanicky systém

METTL 3 (methyltransferase like 3)

MIAT (myocardial infarction associated transcript) - transkript spojeny s infarktem myo-
kardu

min - minuta

ml - mililitr

mmol/l - milomol na litr

MRNA (messenger RNA) - mediatorova RNA

- NH; - aminoskupina

ng - nanogram

ng/ul - nanogram na mikrolitr

NONSTEMI (non-ST elevation MI) - kiivka EKG bez elevace v ST tiseku
= O - ketonova skupina

Obr. - obrazek

- OH - hydroxylova skupina

oXLDL - oxidovany nizko denzitni lipoprotein

PCA (principal component analysis) - analyza hlavnich komponent
PCR (polymerase chain reaction) - polymerazova fetézova reakce

PDGF (platelet-derived growth factor) - ristovy faktor produkovany destickami
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PECAM - 1 (platelet/endothelial cell adhesion molecule)

pg - pikogram

P13 - fosfatidylinositol-3-fosfat

PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate)

PRRG6 (prolin-rich 6)

QCA systems (medis quantitative sonary angiography systems)

QT - Quickuv test

RhoA (Ras homolog gene family, member A)

RIN (RNA integrity number) - ¢islo integrity RNA

RNA - ribonukleova kyselina

RNaza H - ribonukleaza H

rpm (revolutions per minute) - otacky za minutu

ROS 1 (c-ros oncogene 1, receptor tyrosine kinase)

RT - reverzni transkripce

SALL 2 (sal - like 2)

SLC6A4 - (solute carrier family 6, member 4) - rozpustny nosi¢ rodiny 6, ¢len 4
s - sekunda

SNP - (single nucleotide polymorphism) — jednonukleotidova zaména
SPATC 1 (spermatogenesis- and centriole-asociated 1)

STEMI (ST Elevation Myocardial Infarction) - elevace kiivky EKG v tuseku S-T zapfici-

néna infarktem myokardu

T - thymin

Tab. - tabulka

TCRA (T-cell antigen receptor, polypeptide alfa) - antigenni receptor T bunék
TGF a (transforming growth factor a) - transformujici rtistovy faktor a

TGF B (transforming growth factor B) - transformujici ristovy faktor

TMEMO98 (transmembrane protein 98) - transmembranovy protein 98
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TNF a (tumor necrosis factor) - tumor nekrotizujici faktor o
TSP - trombospodin

TRAVL1 - 1 (T cell receptor alpha variable 1 -1)

Trp - tryptofan

ug/1 - mikrogram na litr

ul - mikrolitr

uM - mikromolarni

USA (The United States of America )- Spojene staty americké
UV - ultrafialové zareni

VAMP 8 (vesicle-associated membrane protein 8)

VCAM - 1 (vascular cell adhesion protein 1) - adhezni protein cévnich bun¢k
VNN3 - vannin 3

VPREBL1 (pre-B lymphocyte 1) - pre-B lymfocyt 1

VWEF - Von Willebrandtiv faktor, faktor koagulacni kaskady
18S - mensi podjednotka ribozomu

28S - vétsi podjednotka ribozomu
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10 Prilohy

Priloha 1

Rozlozeni vzorkil na desti¢ce pro PCR

1 2 4 5 7 8 9 10 11 12

A |C305,IL18RAP |C305, IL18RAP|C305,IL18RAP |C305,1L18R1 [C305,1L18R1 |C305,IL18R1 C305, ADORA3 |C305, ADORA3 [C305, ADORAS3 |C305,ERLIN1  [C305 ERLIN1 [C305,ERLIN1
B C307,IL18RAP [C307,IL18RAP|C307,IL18RAP [C307,IL18R1 |C307,IL18R1 |C307,IL18R1 C307, ADORA3 |C307, ADORA3 |C307, ADORA3 |C307,ERLIN1 |C307,ERLIN1 |C307,ERLIN1
C C236, ILI8RAP [C236, IL18RAP [C236, ILIBRAP |C236,1L18R1 [C236,IL18R1 [C236,IL18R1 C236, ADORA3 |C236, ADORA3 [C236, ADORA3 |C236,ERLIN1 [C236,ERLIN1 [C236,ERLIN1
D C292,IL18RAP [C292,IL18RAP [C292, IL1I8RAP [C292,I1L18R1 [C292,IL18R1 [C292,IL18R1 C292, ADORA3 |C292, ADORA3 [C292, ADORAS3 |C292,ERLIN1 [C292,ERLIN1 |[C292,ERLIN1
E C296, IL18RAP [C296, IL18RAP |C296, ILISRAP [C296,IL18R1 |C296,I1L18R1 |C296,IL18R1 C296, ADORA3 |C296, ADORA3 |C296, ADORA3 |C296,ERLIN1 |C296,ERLIN1 |C296,ERLIN1
F C242,1L18RAP [C242,1L18RAP [C242,IL18RAP |C242,1L18R1 [C242,IL18R1 [C242,1L18R1 C242, ADORA3 |C242, ADORA3 [C242, ADORA3 |C242,ERLIN1 [C242,ERLIN1 |[C242,ERLIN1
G C335, IL18RAP [C335, IL18RAP [C335, ILI8RAP |C335,1L18R1 [C335,1L18R1 [C335,1L18R1 C335, ADORA3 |C335, ADORA3 [C335, ADORAS3 |C335,ERLIN1  [C335 ERLIN1 |[C335,ERLIN1
H C140, IL18RAP [C140,IL18RAP|C140,IL18RAP [C140,IL18R1 |C140,IL18R1 |C140,IL18R1 C140,ADORA3 |C140,ADORA3 |C140,ADORA3 |C140,ERLIN1 |C140,ERLIN1 |C140,ERLIN1
| C297,IL18RAP [C297,IL18RAP [C297,IL18RAP |C297,IL18R1 [C297,IL18R1 [C297,IL18R1 C297, ADORA3 |C297, ADORA3 [C297, ADORA3 |C297,ERLIN1 [C297,ERLIN1 [C297,ERLIN1
J C141,1L18RAP [C141,1L18RAP[C141,IL18RAP [C141,I1L18R1 [C141,IL18R1 [C141,IL18R1 C141,ADORA3 |C141,ADORA3 [C141, ADORAS3 |C141,ERLIN1 [C141,ERLIN1 |[C141,ERLIN1
K [C305 HPRT C305,HPRT C305, HPRT C305,18SrRNA |C305,18SrRNA [C305,18SrRNA C242,HPRT C242,HPRT C242,HPRT C242,18SrRNA |C242,18SrRNA
L C307, HPRT C307,HPRT C307, HPRT C307,18SrRNA |C307,18SrRNA [C307,18SrRNA C335,HPRT C335,HPRT C335,HPRT C335,185rRNA |C335,18SrRNA
M [C236, HPRT C236,HPRT C236, HPRT C236,18SrRNA |C236,18SrRNA [C236,18SrRNA C140,HPRT C140,HPRT C140,HPRT C140,18SrRNA |C140,18SrRNA
N C292, HPRT C292,HPRT C292, HPRT C292,18SrRNA |C292,18SrRNA [C292,18SrRNA C297,HPRT C297, HPRT C297,HPRT C297,18SrRNA |C297,18SrRNA
] C296, HPRT C296, HPRT C296, HPRT C296,18SrRNA |C296,18SrRNA [C296,18SrRNA C141,HPRT C141,HPRT C141,HPRT C141,185rRNA |C141,18SrRNA
P
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13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
A C305, VNN3 C305, VNN3 [C305,VNN3 |C305,ARG1 C305,ARG1 C305,ARG1 |C305, FOS C305, FOS C305, FOS C305 NegK, SPATC1{C305 NegK, SPATC1 |C305 NegK, SPATC1
B C307,VNN3 C307,VNN3 [C307,VNN3 |C307,ARG1 C307,ARG1 C307,ARG1 |C307,FOS C307, FOS C307, FOS C307,SPATC1 C307,SPATC1 C307,SPATC1
© C236,VNN3 C236,VNN3 [C236,VNN3 |C236,ARG1 C236,ARG1 C236,ARG1 |C236,FOS C236, FOS C236, FOS C236,SPATC1 C236,SPATC1 C236,SPATC1
D C292,VNN3 C292,VNN3 [C292,VNN3 |C292,ARG1 C292,ARG1 C292,ARG1 |C292,FOS C292,FOS C292,FOS C292,SPATC1 C292,SPATC1 C292,SPATC1
E C296, VNN3 C296,VNN3 [C296, VNN3 |C296,ARG1 C296,ARG1 C296,ARG1 |C296, FOS C296, FOS C296, FOS C296,SPATC1 C296,SPATC1 C296,SPATC1
F C242,VNN3 C242,VNN3 [C242,VNN3 |C242,ARG1 C242,ARG1 C242,ARG1 |C242,FOS C242,FOS C242,FOS C242,SPATC1 C242,SPATC1 C242,SPATC1
G C335,VNN3 C335,VNN3 [C335,VNN3 |C335 ARG1 C335,ARG1 C335,ARG1 |C335,FOS C335, FOS C335, FOS C335,SPATC1 C335,SPATC1 C335,SPATC1
H C140,VNN3 C140,VNN3 [C140,VNN3 |C140,ARG1 C140,ARG1 C140,ARG1 |C140,FOS C140, FOS C140, FOS C140,SPATC1 C140,SPATC1 C140,SPATC1
| C297,VNN3 C297,VNN3 [C297,VNN3 |C297,ARG1 C297,ARG1 C297,ARG1 |C297,FOS C297, FOS C297, FOS C297,SPATC1 C297,SPATC1 C297,SPATC1
J C141,VNN3 C141,VNN3 [C141,VNN3 |C141,ARG1 C141,ARG1 C141,ARG1 |C141,FOS C141,FOS C141,FOS C141,SPATC1 C141,SPATC1 C141,SPATC1
K C242,18SrRNA voda, IL18RAP |voda, ILI8RAP |voda, ILI8RAP voda, ARG 1 voda, ARG 1 voda, ARG1
L C335,18SrRNA voda, IL18R1  |voda,|L18R1 [voda, |L18R1 voda, FOS voda, FOS voda, FOS
M C140,18SrRNA voda, ADORA3 |voda, ADORA3 |voda, ADORA3 voda, SPATC1 [voda, SPATC1 [voda, SPATC1
N C297,18SrRNA voda, ERLIN1 |voda, ERLIN1 |voda, ERLIN1 voda, HPRT voda, HPRT voda, HPRT
0 C141,18SrRNA voda, VNN3 voda, VNN3 voda, VNN3 voda, 18SrRNA [voda, 18SrRNA [voda, 18SrRNA
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Priloha 2

Grafy porovnani relativni exprese u kontrol a nemocnych pro dany gen
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r
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e
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Priloha 3
Printscreen obrazovky pii skenovani ¢ipu a RT-PCR

Illumina® BeadScan
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Priloha 4

Vybaveni pro hybridizaci
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Priloha 5

Mapa 17. a 14. chromozomu
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