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Abstrakt

Metabolicky syndrom je prevalentni onemocnéni, charakterizované soucasnou
manifestaci inzulinové rezistence, obezity, dyslipidémie, hypertenze a metabolickych poruch.
Jeho vysledny fenotyp zavisi jak na genetickych faktorech, tak na faktorech vnéjsiho prostredi
a jejich vzajemnych interakcich. Z toho vyplyva komplikovanost detailni analyzy genetické
komponenty tohoto syndromu v obecné lidské populaci. Geneticky definované savéi modely
jsou vyznamnym nastrojem pro analyzu genetické architektury lidskych komplexnich

onemocnéni, mezi kterd se fadi i metabolicky syndrom.

Cilem této dizertacni prace je vyuziti nastroji funkéni a komparativni genomiky
k odhaleni patogeneze aspektii metabolického syndromu a jeho genetickych determinant.
Rovnéz jsme se zabyvali farmakogenetickymi interakcemi téchto genetickych determinant
s latkami ovliviiujicimi jednotlivé slozky metabolického syndromu. S pouzitim nékolika
kongennich kmenti laboratorniho potkana jsme feSili ¢tyii rtizné projekty, zabyvajici se:
farmakogenetickou interakci kyseliny all-frans retinové a ondansetronu s diferencidlnim
segmentem chromozomu 8 u potkana, farmakogenetickou interakci diferencidlniho segmentu
chromozomu 4 a dexametazonu a stanovenim role genu Plzf pifi vyvoji hypertenze,
hypertrofie levé komory srde¢ni (LVH) a intersticidlni fibrozy. Vysledkem téchto projekti
bylo ustaveni kongenniho kmene SHR-Lx PDS5 jako vhodného modelu pro hyperlipidémii a
glukozovou intoleranci indukovanou kyselinou retinovou a farmakogenomicka charakterizace
této interakce. Ddale jsme wustavili kongenni kmen SHR.(PD/BN)8 jako uZite¢ny
experimentalni nastroj pro farmakogenetickou a farmakogenomickou analyzu plisobeni
ondansetronu na metabolismus sacharidii a lipidi. Identifikovali jsme Plzf (Zbtb16) jako
prominentni kandidatni gen pfi vyvoji hypertenze, LVH a intersticialni fibr6zy u kmene SHR.
Rovnéz jsme popsali kontextualné podminény efekt mutovaného genu Cd36 na metabolické

parametry véetn¢ jeho farmakogenetické interakce s podanim glukokortikoidi.

Ukézali jsme, Ze funkéni komparativni genomika poskytuje velmi cenny vhled do

farmakogenetickych interakci genetickych determinant metabolického syndromu.

klicova slova: metabolicky syndrom, komparativni genomika, farmakogenomika,
kongenni kmen, inzulinova rezistence, cholesterol, triacylglycerol, kyselina all-trans retinova,

dexametazon, systémova biologie, hypertenze



Abstract

Metabolic syndrome is a prevalent disease characterized by concurrent manifestation
of insulin resistance, obesity, dyslipidemia, hypertension and other hemodynamic and
metabolic disorders. It has multifactorial type of inheritance and its resultant phenotype is
determined by both environmental and genetic factors as well as their interactions. That is the
main reason why comprehensive analysis of the genetic component of this syndrome is
complicated in human population. Genetically designed experimental animal models are
significant tools for analysis of genetic architecture of human complex conditions including

the metabolic syndrome.

The aim of this Thesis is utilization of functional and comparative genomic tools to
uncover pathogenesis of metabolic syndrome aspects and their genetic determinants. We also
studied pharmacogenetic interactions of these genetic determinants with drugs affecting
particular components of the metabolic syndrome. Establishing and utilizing several
genetically designed congenic rat strains, we undertook four different research projects
focusing on pharmacogenetic interaction of all-trans retinoic acid and ondansetron with
differential segment of rat chromosome 8, pharmacogenetic interaction of differential segment
of rat chromosome 4 and dexamethasone, determining P/zf as a candidate gene predisposing
the spontaneously hypertensive rat to hypertension, left ventricular hypertrophy, and
interstitial fibrosis. The main results of our projects included validating of congenic strain
SHR-Lx PD5 as a model of RA-induced hyperlipidemia and glucose intolerance and
pharmacogenomic characterization of this interaction. Further we established congenic strain
SHR.(PD/BN)S8 as a suitable experimental tool for pharmacogenetic and pharmacogenomic
analysis of ondansetron effect on lipid and carbohydrate metabolism. We identified Plzf as a
prominent candidate gene in the development of hypertension, LVH and interstitial fibrosis in
SHR. Finally we described the contextually dependent effect of mutant Cd36 gene on
metabolic parameters including its pharmacogenetic interaction with glucocorticoid

administration.

We demonstrated that functional comparative genomics provides significant insight

into pharmacogenetic interactions of individual genetic determinants of metabolic syndrome.

keywords: metabolic syndrome, comparative genomics, pharmacogenomics,
congenic strain, insulin resistance, cholesterol, triacylglycerol, all-frans retinoic acid,

dexamethasone, systems biology, hypertension



1. Uvod

Metabolicky syndrom je jedno znejCastéjSich onemocnéni s multifaktoridlni
etiologii. V dne$ni dobé&, diky znamym sekvencim potkaniho, mySiho a lidského genomu, je
mozné vyuzit metod komparativni a funkéni genomiky pro studium jednotlivych
molekularnich drah a mechanizmt, které se na patogenezi komplexnich znaki podileji.
Geneticky definované sav¢i modely tak pfedstavuji vyznamny nastroj pro analyzu genetické
architektury multifaktoridlnich onemocnéni jako je metabolicky syndrom. U fady inbrednich
kmenti laboratorniho potkana se manifestuji jednotlivé komponenty metabolického syndromu,
pfipadné metabolicky syndrom kompletni. Tyto kmeny jsou vhodnym ndstrojem pro

odhalovani patogeneze metabolickych poruch a jejich genetickych determinant.

1.1. Komparativni genomika

Komparativni genomika vyuzivd modelovych systémli pro objasnéni zakonitosti
genetiky a jejiho vztahu k onemocnénim ¢lovéka. Modelové systémy se mohou vyuZzivat na
nékolika urovnich: in silico (pocitacové modely), in vitro (bunééné kultury) a in vivo
(experimentalni, predev§im savéi modely). Ackoliv pocitacové modely a bunééné kultury
pfinesly fadu poznatkii o biologii Cloveéka, je jejich vyuziti spojeno sftadou limitaci.
PtedevSim pokud studujeme danou problematiku na urovni tkani, organti nebo celého
organismu. Bunééné kultury svymi charakteristikami Castokrat neodpovidaji vlastnostem
pivodniho typu tkané. Kromé toho dochdzi k izolaci bunky z pfirozenych vazeb prostiedi.
Tyto diivody svédci pro dulezitost pouziti experimentalnich savéich modelovych organismii.
V soucasné dobé patii mezi nejcastéji vyuzivané savci modelové organismy mys a laboratorni
potkan (Aitman T.J. et al, 2011). Genetickd a evolu¢ni blizkost hlodavcti spolecné
s rostoucim rozvojem bioinformatickych metod umoziuji aplikovat zjiSténa data na biologii
clovéka. Potkani a mys$i modely poskytuji unikatni genetické architektury naptiklad ve formé
inbrednich a kongennich kment pro zkoumani podstaty komplexnich znakd. Mizeme vyuzit
metod cileného kiizeni. DalSimi vyhodami jsou produkce dostate¢ného mnozstvi potomstva,
moznost standardizace a cilené manipulace podminek vnéjsiho prostiedi. V neposledni fadé je
zde 1 moZnost cilené modifikace genomu v podminkéch Zivého organismu a néasledné zpétné

sledovani dopadl takové zmény.



1.2. Farmakogenetika a farmakogenomika

Farmakogenomika se zabyva studiem ucinku 1é¢iv na globalni Grovni (transkriptom,
proteom, metabolom) v zéavislosti na individudlnim genotypu jednotlivce. Pojem
farmakogenomika je €asto zaméiovan s pojmem farmakogenetika, ktera studuje jednotlivé
genetické polymorfismy ovlivitujici u¢inek 1€ku. Kazdy ¢loveék je geneticky zcela unikétni a
fenotypové odliSny a z tohoto hlediska je také reakce na podani lé¢iva vysoce individudlni.
Stejna davka léku u zhruba srovnatelnych jedinct (pohlavi, vék, hmotnost, diagndza) miize
vést k celé skale Uc¢inki. V extrémnim piipadé mize byt tento ucinek i Zivot ohrozujici

(Ghosh D. et al., 2007).

Nejlépe jsou v soucasné dobé charakterizovany genetické polymorfismy podminiujici
farmakogenetické interakce, u nichz bylo mozné sledovat vyrazné klinické ¢i biochemické
rozdily a které podléhaly monogennimu typu dédi¢nosti. V téchto ptfipadech se ¢asto jednalo
o znaky podilejici se na farmakokinetice daného léciva, kdy defekt v molekule ptislusného
transportéru, metabolizujiciho enzymu nebo nékterého z faktorti podilejicich se na absorpci,
distribuci, interakci s cilovou strukturou nebo odbourani a exkreci vede k pfilisSné nebo
nedostate¢né koncentraci farmaka v organismu (Weinshilboum R. a Wang L., 2004). Problém
nastava, pokud geneticky polymorfismus ovliviluje farmakodynamické procesy daného 1éku
nebo pokud je ucinek 1éku zavisly na interakci vice genid. V téchto pfipadech musime brat
v zévislosti na etnickych faktorech nebo na fazi ontogenetického vyvoje organismu. Jako
ptiklady mohou slouzit 1é¢iva BiDil a paroxetin. BiDil je vyuzivan pro lécbu srdec¢nich
selhani u Afroamericanti (Taylor A.L. et al., 2004). Podévani antidepresiva paroxetinu
vedlo u pacientli mladsich 18 let k sebeposkozujicimu a sebevrazednému jednani (Marx V.,

2004).

Soucasny vyvoj farmakogenomiky je Uzce svazan s technologickym vyvojem
v oblastech transkriptomiky, proteomiky a metabolomiky. Ziskana data lze vyuZzit pro
porozumeéni interakcim a optimalizaci a individualizaci terapie novych a jiz zavedenych 1é¢iv

a v kone¢ném dusledku k rozvoji personalizované mediciny (Altman R.B. et al., 2011).



2. Cile prace

Tato dizertani prace si klade za cil demonstrovat vyuziti néstroji funkcni a
komparativni genomiky k odhaleni patogeneze aspekti metabolického syndromu a jeho
genetickych determinant. V neposledni fadé je cilem této dizertacni prace studium
farmakogenetickych interakci téchto genetickych determinant s latkami ovliviiujicimi

jednotlivé slozky metabolického syndromu.

Dil¢i cile prace:

1. Testovani hypotézy existence farmakogenetické interakce kyseliny all-frans retinové s

diferencidlnim segmentem chromozomu 8 u kongenniho kmene SHR-Lx PD5

2. Testovani hypotézy existence farmakogenetické interakce ondansetronu a

diferencialniho segmentu chromozomu 8 kongenniho kmene SHR.(PD/BN)8

3. Stanoveni role genu Plzf pfi vyvoji hypertenze, hypertrofie levé srde¢ni komory a

intersticialni fibrozy

4. Testovani hypotézy existence farmakogenetické interakce diferencidlniho segmentu

chromozomu 4 u kongennich kmenti potkana BN.SHR4 a PD.SHR4



3. Komentare k publikacim

3.1.Farmakogenetické interakce Kkyseliny all-trans retinové a diferencialniho

segmentu chromozomu 8 u kongenniho kmene SHR-Lx PD5

Tato sekce obsahuje komentaf k nasledujicim publikacim:
Publikace 1

Krupkova M., Jankd M., LiSka F., Sedova L., Kazdova L., Kfenova D., Kien V., Seda

0. (2009). Pharmacogenetic model of retinoic acid-induced dyslipidemia and insulin

resistance. Pharmacogenomics 10(12):1915-27.
Publikace 2

Krupkovd M., Li§ka F., Sedova L., Kienova D., Kfen V. Seda O. (2014).

Pharmacogenomic analysis of retinoic-acid induced dyslipidemia in congenic rat model.

PLoS ONE, v recenznim ¥izeni.

3.1.2. Ustanoveni farmakogenetického modelu Kyselinou retinovou indukované
dyslipidémie a inzulinové rezistence

Retinoidy jsou pfirodné se vyskytujici slozky nebo syntetické derivaty retinolu. Tyto
latky se Casto vyuzivaji pfi 1écbé fady lidskych onemocnéni, mezi ktera patii napiiklad rtizna
kozni onemocnéni nebo akutni promyelocytarni leukémie. Kromé teratogenniho efektu
(Collins M.D. a Mao G.E., 1999), vykazuji i Sirokou Skalu metabolickych a behavioralnich
vedlej$ich ucinkii (O'Reilly K. et al., 2008). Jedna se predevSim o rozvoj hyperlipidémie.
V této studii jsme testovali hypotézu, zda kongenni kmeny SHR a SHR-Lx PD5 mohou
slouzit jako modelové kmeny pro urovani farmakogenetickych aspektli negativnich ucinka

retinoidd na metabolismus.

U experimentalnich skupin obou kment, kterym jsme podali kyselinu all-frans

retinovou, byl obsah triacylglycerol v séru zvySen u obou kmenli ve vSech hlavnich



lipoproteinovych tiidach. Pfesto kmen SHR-Lx PDS5 vykazoval vyrazné vét§i ndrlst ve
srovnani s kmenem SHR. To v kone¢ném disledku vedlo k signifikantn€ vys$Sim hladindm
VLDL, LDL a HDL triacylglyceroli v séru oproti skupiné¢ SHR. V hladin¢ celkového
cholesterolu jsme nezaznamenali zddné rozdily specifické pro faktory kmene nebo zatazeni
do kontrolni ¢i experimentalni skupiny. Kyselina all-frans retinovd vymazala kmenové
specifické rozdily ve vétsiné lipoproteinovych tfid, kromé sérovych VLDL, kde
experimentalni skupina kmene SHR-Lx PDS5 vykazovala signifikantné vys§i koncentraci

cholesterolu ve srovnani s experimentalni skupinou kmene SHR.

Ustavili jsme modelovy systém pro vyzkum metabolickych vedlejSich ucinki
retinoidd, ktery je tvofen dvojici kmeni SHR a SHR-Lx PDS5. Odhalili jsme genomickou
oblast se sedmi protein-kodujicimi geny, ktera zprostfedkovava zvySenou vnimavost k

vzestupu sérovych triacylglycerolil a zhorSeni glukézové tolerance indukovanou podanim RA.

3.1.3. Farmakogenomicka analyza kongenniho kmene SHR-Lx PDS jako modelu
kyselinou retinovou indukované dyslipidémie

Testovali jsme, zda je zvySend citlivost k aplikaci kyseliny all-frans retinové
zachovana 1 pii podavani standardni diety a zda je farmakogenetickd interakce kyseliny all-
trans retinové s diferencidlnim segmentem chromozomu 8 odrazena i1 v transkriptomu

kosterniho svalu.

Podévani kyseliny all-trans retinové vedlo vylucné u kmene SHR-Lx PDS5
k podstatnému vzestupu koncentrace triacylglyceroli ve vSech lipoproteinovych frakcich
krom&¢ LDL. Podobny posun jsme pozorovali i pro distribuci cholesterolu v ramci

jednotlivych lipoproteinovych tiid.

Nasledn¢ jsme provedli analyzu transkriptomu kosterniho svalu (m. soleus) a jeji vysledky
jsme otestovali pomoci real-time PCR pro osm vybranych transkriptd (4ldh3al, Cptlb,
Gria2, 1l1b, Rdhll, Pparg, Sirt3 a Smcr7), které vykazovaly kmenové specifickou zménu
exprese (Obrazek 1). Ve vSech piipadech jsme byli schopni potvrdit smér efektu
indukovaného RA. Testovani existujicich potencidlnich funkénich vztahti mezi sedmi geny

diferencidlniho segmentu u kmene SHR-Lx PD5 a siti propojujici rozdiln¢ exprimované

10



geny odhalilo spojeni pouze s genem Plzf (Zbtb16), ktery nese deleci v intronu 2 o rozsahu

2,9 kb.

1.5 [[] SHR (ATRA vs. CTL)
B SHR-Lx (ATRA vs. CTL)

o
(5]

& Log.(RQ)
L =

o

-1
Aldh3al  Cptlh Gria2 b Rdhr11

-1.5

Uq%lﬂﬂ%%

Obrazek 1: Testovani
microarray analyzy pomoci
kvantitativni real-time PCR pro
nasledujici geny: Sirt3: sirtuin 3;
Smcr7: mitochondrial elongation
factor 2 (Mief2); I/1b: interleukin 1
beta; Cptlb: carnitine

palmitoyltransferase 1b, muscle;

Gria2: glutamate receptor, ionotropic, AMPA 2; Pparg: peroxisome proliferator-activated

receptor gamma; Aldh3al: aldehyde dehydrogenase 3 family, member Al; Rdhll: retinol

dehydrogenase 11 (all-trans/9-cis/11-cis). Sloupce oznacuji efekt all-trans retinové kyseliny u

kmene SHR (bil¢ sloupce) a kongenniho kmene kmene SHR-Lx PD5 (Cerné sloupce).

11



3.2.Farmakogeneticka interakce ondansetronu a diferencidlniho segmentu
chromozomu 8 kongenniho kmene SHR.(PD/BN)8

Tato sekce obsahuje komentaf k nésledujici publikaci:

Krupkova M., Sedova L., Li§ka F., Kienova D., K¥en V., Seda O. (2012). Differential

effects of S-HT3 receptor antagonist on lipid profile in spontaneously hypertensive rat

and chromosome 8 congenic strain. Neuro Endocrinol Lett 33 Suppl 2:43-9.

Ondansetron je kompetitivni antagonista 5-HT3; (5-hydroxytryptaminového)
receptoru se strukturni podobnosti se serotoninem (5-HT). Geny kodujici 5-HT; podjednotky
receptoru, Htr3a a Htr3b jsou kolokalizovany na lidském chromozomu 11923 a nachazeji se
v syntenni oblasti potkaniho chromozomu 8. V této studii jsme porovnali metabolicky efekt
ondansetronu u spontanné¢ hypertenzniho kmene potkana (SHR) ve srovndni snové
odvozenym kongennim kmenem, ktery nese diferencialni segment chromozomu 8 (vcetné

gentl Htr3a a Htr3b) z kmene PD/Cub a BN/Cub.

Zatimco u kontrolnich skupin byly rozdily v koncentracich triacylglycerolti
nejzietelnéjs$i u malych a velmi malych LDL ¢&astic, ondansetron indukoval vzestup hladin
triacylglycerolii v celém lipoproteinovém spektru u kmene SHR.(PD/BN)8, ale pouze v LDL
u kmene SHR. Pfi podani ondansetronu u experimentalnich skupin doslo k indukci vzestupu
hladin cholesterolu ve vSech lipoproteinovych frakcich u kongenniho kmene SHR.(PD/BN)S,
coz v koneéném dusledku vedlo k30 % vzestupu v celkovém cholesterolu ve srovnani

s minimalnimi zménami pozorovanymi u experimentalni skupiny kmene SHR.

NejvyznamnéjS$im zjiSténim nasi studie je signifikantni vzestup v koncentracich
triacylglycerolii a n€kterych frakei cholesterolu u experimentalni skupiny kongenniho kmene
SHR.(PD/BN)8. Pokud je ndm znamo, neexistuje dosud publikace popisujici vztah mezi
ondansetronem a hladinami cholesterolu, ani dyslipidémii obecné. Ustavili jsme novy
kongenni kmen vykazujici zietelnou metabolickou odpovéd’ na oralni aplikaci ondansetronu a
vytvofili  jsme tak uZiteCny experimentdlni ndstroj pro farmakogenetickou a

farmakogenomickou analyzu plisobeni ondansetronu na metabolismus sacharidi a lipidd.

12



3.3. Gen Plzf jako kandidatni gen predisponujici spontanné hypertenzni kmen

potkana Kk rozvoji hypertenze, hypertrofie levé komory a intersticialni fibrozy

Tato sekce obsahuje komentaf k néasledujici publikaci:

LiSka F., Mancini M., Krupkova M., Chylikova B., Kienova D., Seda O., Silhavy J.,
Miejnek P., Landa V., Zidek V., d' Amati G., Pravenec M., Kien V. (2014). Plzf as a

candidate gene predisposing the spontaneously hypertensive rat to hypertension, left

ventricular hypertrophy, and interstitial fibrosis. Am J Hypertens. 27(1):99-106.

Myokardialni fibroza je multifaktoridlni patologickd zména, kterd zahrnuje prestavbu
extracelularni matrix a bunénych komponent, mezi které patii fibroblasty/myofibroblasty,
zanétlivé bunky a dal$i (Pardo Mindan F.J. a Panizo A., 1993; Jellis C. et al., 2010).
Spontanné hypertenzni kmen potkana SHR reprezentuje excelentni model LVH a srde¢ni
fibrozy. V nasich ptedchozich studiich jsme identifikovali QTL na chromozomu 8, které¢ bylo
asociovano s predispozici k hypertenzi a LVH a které bylo geneticky izolované uvnitf

kongenniho kmene SHR-Lx (Kien V. et al., 1997).

V na$i studii jsme geneticky definovali diferencidlni segment chromozomu 8§
izolovany u SHR.PD-chr.8 minimalni kongenni podlinie (SHR-Lx PDS5). Diferencialni
segment u kongenni podlinie SHR-Lx PD5 ma rozsah 788 kb a obsahuje nasledujicich 7 geni:
Plzf, Htr3a, Htr3b, Usp28, Zwl0, Tmprss5 a Drd2. Gen Drd2 je v segmentu pfitomen pouze
svym promotorem, prvnim nekodujicim exonem a €asti prvniho intronu. Protoze genomové
sekvence kmenti SHR/Ola a BN-Lx/Cub (kongenni kmen nesouci segment chromozomu 8
PD pivodu izolovany u podlinie SHR-Lx PDS5) jsou znamy, provedli jsme piimo analyzu
genetickych polymorfizmia v diferencialnim segmentu SHR-Lx PDS5. Podle tohoto srovnani
jsme zjistili 710 jednonukleotidovych polymorfizmti, 352 malych inzerci nebo deleci a 1
velkou deleci. Navic jsme sekvenovali kodujici €asti gend a vybranych konzervativnich
nekodujicich oblasti. Vysledky byly v souladu s ptedpoklady zaloZzenymi na datech z
celogenomovych metod. Kodujici sekvence obsahuji 3 nesynonymni aminokyselinové
substituce u genl Plzf, Htr3b a Usp28. ProtoZe tyto substituce jsou bud'to konzervativni
(T208S u Plzf a T76S u Usp28) nebo lokalizované v nekonzervovanych oblastech proteinu

(H364R u Htr3b), jejich funkeni role jako mozné ptic¢iny pozorovaného fenotypového rozdilu
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je nepravdépodobna. Z nekddujicich sekvencnich variant je nejndpadnéjsi velkd 2964 bp
delece v druhém intronu genu Plzf. Tato delece zahrnuje vysoce konzervovanou nekddujici

sekvenci, ktera mize potencionaln¢ slouzit jako ,,enhancer (Obrazek 2).
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Obriazek 2: (a) Detailni mapa diferencialniho segmentu chromozomu 8 v kongennim
kmenu SHR-Lx PD5. Vizualizace je zalozena na UCSC Genome Browser. (b) Detail delece v
genu Plzf (Zbth16). (c) PCR amplifikace oblasti. Ocekavana velikost PCR produktu je 3240
bp pro kmen SHR a 276 bp pro SHR-Lx PDS5.

Hmotnosti srdce byly signifikantné mensi u kongenni podlinie SHR-Lx PDS5S ve
srovnani s kmenem SHR. Navic jsme pfi histologické analyze odhalili, ze redukce velikosti
srdce je u kongenniho kmene doprovéazena redukci objemu kardiomyocytii o vice nez jednu
tietinu, coz jasné¢ demonstruje zlepSeni hypertrofie. Nepozorovali jsme zadné signifikantni
korelace mezi krevnim tlakem a intersticidlni fibrézou nebo LVH u rekombinantnich
inbrednich kmentl, coZ potvrzuje, Ze tyto znaky nejsou na krevnim tlaku zavislé.
Radiotelemetrickd meéteni ukazuji signifikantni pokles v systolickém krevnim tlaku u

kongenni podlinie SHR-Lx PD5 ve srovndni s kmenem SHR. Diastolicky krevni tlak byl také
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nizsi, ale ne signifikantn¢ rozdilny. Pokles krevniho tlaku nebyl zavisly na pfijmu soli,

protoze pii jejim podani doSlo k proporénimu vzestupu krevniho tlaku u obou skupin.

Gen Plzf obsahuje deleci intronu, kterd je prominentnim kandidatem pro LVH a
intersticialni fibrozu. Disledkem této delece je také pokles exprese genu Plzf v koncetinovych
pupenech s naslednym vznikem polydaktylie (Liska F. et al., 2009). Z tohoto diivodu jsme
méfili expresi genu Plzf'v srde¢ni tkéni u prehypertenznich juvenilnich potkant a zjistili jsme
vyraznou redukci hladiny mRNA genu Plzf u kongenni podlinie SHR-Lx PD5 ve srovnani s
SHR kontrolnimi skupinami. Naopak jsme nepozorovali zddné zmény v rendlni expresi genu
Plzf mezi kmeny SHR a SHR-Lx PD5. Navic jsme nezjistili rozdily v srde¢ni expresi p85a a
proreninového receptoru, coz jsou dva mozné cilové geny Plzf v srdci (Senbonmatsu T. et al.,

2003; Schefe J.H. et al., 2006).
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3.4.Farmakogeneticka interakce a funkc¢né genetickda analyza diferencidlniho
segmentu chromozomu 4 u kongennich kmenii potkana BN.SHR4 a PD.SHR4

Tato sekce obsahuje komentaf k nasledujicim publikacim:

Publikace 1

Krupkovd M., Sedova L. Liska F., Kienova D., Kfen V. Seda O. (2010).

Pharmacogenetic interaction between dexamethasone and Cd36-deficient segment of
spontaneously hypertensive rat chromosome 4 affects triacylglycerol and cholesterol

distribution into lipoprotein fractions. Lipids Health Dis. 9:38.

Publikace 2

Sedova L., Liska F., Kienova D., Kazdova L., Tremblay J., Krupkova M., Corbeil G.,
Hamet P., Kifen V., Seda O. (2012). CD36-deficient congenic strains show improved

glucose tolerance and distinct shifts in metabolic and transcriptomic profiles. Heredity
(Edinb). 109(1):63-70.

3.4.1. Farmakogeneticka interakce dexametazonu a Cd36 deficientniho segmentu
chromozomu 4 ovliviiuje distribuci triacylglyceroli a cholesterolu do
jednotlivych lipoproteinovych frakci

V této studii jsme testovali vliv deficience jednoho z cilovych genli dexametazonu,
translokdzy mastnych kyselin Cd36 (Abumrad N.A. et al., 1993; Yesner L.M. et al., 1996), na
dexametazonem indukované metabolické zmény a srovnali jsme koncentrace triacylglyceroli
a cholesterolu ve 20 lipoproteinovych frakcich a glukdézovou toleranci u dospélych samct
dvou potkanich kmeni: Brown Norway (BN/Cub) a kongenni kmen BN.SHR-(//6-Cd36)/Cub
(BN.SHR4).

Podani dexametazonu vedlo k indukci podstatné siln€jsiho poklesu triacylglyceroli u
kmene BN.SHR4, kromé malych HDL frakci. Vysledkem pak byla vys$si koncentrace

triacylglycerolit ve velkych, stfednich a malych LDL frakcich u experimentalni skupiny
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samci kmene BN/Cub. Po poddni dexametazonu poklesl celkovy cholesterol u kmene
BN.SHR4 o vice nez 21 %, coz bylo v kontrastu se vzestupnou tendenci zaznamenanou u
kmene BN. Pii detailngj$i analyze vykazovala experimentdlni skupina kmene BN vyssi

koncentraci cholesterolu v n€kterych frakcich LDL a v ramci celého spektra frakci HDL.

Vtéto studii vykazoval Cd36-deficientni kongenni kmen sniZenou vnimavost
k diabetogennimu ptlisobeni dexametazonu a dokonce doslo k castecnému zlepSeni jeho

lipidového profilu ve srovnéni s progenitorovym kmenem BN/Cub.

3.4.2. Metabolicky a transkriptomicky profil Cd36 deficientnich kongennich
kmenti PD.SHR4a a PD.SHR4b

Testovali jsme efekt pfitomnosti mutovaného genu Cd36 uvnitt genomického pozadi
vysoce inbredniho modelu metabolického syndromu, kmene PD/Cub, na metabolicky a
transkriptomicky profil nové vytvotfenych kongennich kmenti. Provedli jsme genotypizaci
diferencidlniho segmentu pomoci 54 polymorfnich mikrosatelitnich markerii u obou
kongennich kmenti PD.SHR4. U kmene PD.SHR4a ma diferencialni segment rozsah 21Mb,
zatimco PD.SHR4b ma diferencidlni segment rozsah o velikosti 37 Mb od centromery

s prerusenim velikosti 1,3-2,4 Mb.

Zaznamenali jsme signifikantné niZ8i celkovou koncentraci triacylglycerolti u kmene
PD.SHR4a ve srovnani s kmenem PD/Cub. Jednalo se pfedev§im o snizeni o 43% a 22% u
frakci VLDL a LDL. Podobny, ale méné vyrazny trend byl zaznamenan i u kmene
PD.SHR4b. Zde doslo k statisticky vyznamnému sniZeni koncentrace triacylglycerol pouze u
LDL a HDL frakce. Celkovy cholesterol byl srovnatelny mezi kmeny PD/Cub a PD.SHR4a.
Pti detailngj$i analyze jsme odhalili signifikantni zvySeni LDL cholesterolu u kongenniho
kmene PD.SHR4a. Celkovy cholesterol u kongenniho kmene PD.SHR4b byl niz$i ve srovnani

s progenitorovym kmenem PD/Cub.

Rozhodli jsme se porovnat jaterni transkriptom kmene PD.SHR4a s transkriptomem
kmene PD/Cub. Pocet transkripti se sniZenou nebo zvySenou expresi u kmene PD.SHR4a
oproti PD/Cub byl srovnatelny. Kromé ocekavané redukce exprese genu Cd36 u kongenniho
kmene nebyly zjiStény zaddné dalsi rozdiln€¢ exprimované geny umisténé v diferencidlnim

segmentu SHR ptvodu, ktery se nachazi na chromozomu 4. Z divodu ovéteni vysledkt byla
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provedena kvantitativni real-time PCR analyza 9 reprezentativnich geni (Obrazek 3). S
vyuzitim vSech 172 signifikantné diferencidlné exprimovanych genid jsme provedli
systematické vyhledavani jejich zastoupeni v ontologickych kategoriich, kanonickych drahach
nebo v sadach genll spojenych s konkrétnimi patologickymi stavy a identifikovali jsme
nékolik hlavnich moduld, z nichZ nejvyraznéjsi obsahoval ¢tyfi geny se zdsadni roli v regulaci

cirkadianniho rytmu.

' Obrazek 3: Ovéreni

e W reaitmeRT-PCR vysledki microarray analyzy
D Rat exen 1.0 5T array (gen)
B Ratexon105Tamay o) POMOCE Kvantitativni real-time PCR

I@ I._E pro nasledujici geny: ATP-binding
Apcbect Apob  melol A cassette, sub-family G (WHITE),

Abegs  Egrl  Igfbp2 Nri3 I:E: ::E :EE 'EE
* = = o

: : lE
= -

-

el

)

nuclear receptor subfamily 1, group I, member 3 (Nr/i3); apolipoprotein B mRNA editing

~

member 5 (Abcg5); early growth

log, ratio (PD.SHR4a/PD)

response 1 (Egrl); insulin-like growth
factor binding protein 2 (Igfbp2);

period homolog 2 (Drosophila) (Per2);

enzyme, catalytic polypeptide 1 (Apobecl); apolipoprotein L, 3 (4pol3); insulin induced gene
1 (Insigl); aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like (Arntl). Tmavé sloupce
odpovidaji rozdilu exprese stanovovaného pomoci real-time PCR, bil¢ a Srafované sloupce

ukazuji rozdil exprese na urovi gent a jednotlivych exonll stanoveny pomoci €ipu.

Vneseni mutovaného Cd36 do genomického pozadi inbredniho modelu
metabolického syndromu vedlo k zdanlivé diskrepantnim zméndm metabolického profilu
spolu se zfetelnymi zménami v jaternim transkriptomu. Analyza odhalila mozné drahy
zprostifedkovavajici zlepSeni inzulinové senzitivity a zmény v lipidovém profilu. Syntéza
nynéjSich vysledkli s témi ziskanymi u dalSich Cd36-deficientnich kmenii indikuje, ze
eventualni metabolicky efekt mutace jako napf. u genu Cd36 SHR ptivodu neni absolutni, ale
jedna se spiSe o funkci komplexnich interakci mezi prostfedim a genomickym pozadim, na

kterém mutace operuje.
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4. Diskuze

Cilem této dizertacni prace je vyuziti nastrojii funk¢ni a komparativni genomiky k
odhaleni patogeneze aspektii metabolického syndromu a jeho genetickych determinant. V
neposledni fadé¢ jsme se zabyvali farmakogenetickymi interakcemi téchto genetickych
determinant s latkami ovliviiujicimi jednotlivé sloZky metabolického syndromu. VSechny
popsané projekty poskytly fadu cennych dat, kterd byla publikovana v impaktovanych
casopisech. Ukdazali jsme, Ze funk¢éni komparativni genomika poskytuje velmi cenny vhled do
farmakogenetickych interakci jednotlivych genetickych determinant metabolického syndromu

a jeho slozek.

I pfes dosazené Uspéchy naSi prace jsme si védomi omezeni, kterd souvisi s

provedenim experimentt a s technickymi limity funkéni a komparativni genomiky.

Limity a omezeni jednotlivych projekta

V prvnim projektu jsme testovali hypotézu existence farmakogenetické interakce
kyseliny all-trans retinové s diferencidlnim segmentem chromozomu 8 u kongenniho kmene
SHR-Lx PDS5. Ustavili jsme modelovy systém pro vyzkum metabolickych vedlejSich G¢inki
retinoidd, ktery je tvofen dvojici kmenid SHR a SHR-Lx PDS5 a stanovili jsme gen Plzf jako
kandidatni gen pro pozorovanou interakci. Nicméné kromé genu Plzf se uvnitf diferencidlniho
segmentu nachazi i geny Htr3a a Htr3b, které koduji 5-HT3A a 5-HT3B podjednotky 5-HT3
receptoru. 5-HTj3 hraje roli v regulaci pfijmu potravy (Savastano D.M., et al., 2007). 5-HT;
receptory lokalizované v centrdlnim nervovém systému se také podili na regulaci hladin
glukézy (Carvalho F. et al., 2005). Sekvenovali jsme kodujici oblasti obou podjednotek a
identifikovali jsme né€kolik variant v kodujici oblasti téchto gend (LiSka F. et al., 2009). Z
tohoto diivodu nemlZzeme vyloucit moznost ucasti 5-HT3A a 5-HT3B na zprostfedkovani
kmenovych rozdild v hmotnosti indukovanych RA (pfes podobny piijem potravy) a v
gluko6zové toleranci. Pokud je nam zndmo, Zadny z dalSich gent pfitomnych v diferencidlnim
segmentu nemd dosud zjisténou spojitost s kyselinou all-frans retinovou a soucasné
metabolismem sacharidi nebo lipidd. Dale jsme provedli transkriptomickou analyzu
kosterniho svalu u obou kmeni. Zadny ze sedmi gentl, které jsou piitomné na diferencialnim
segmentu chromozomu 8 kongenniho kmene SHR-Lx PDS5, nevykédzal zménénou expresi
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v dasledku aplikace kyseliny all-trans retinové. Presto nemizeme vyloucit moznost kmenove-
specifickych zmén v expresi genli diferencidlniho segmentu v jinych typech tkani, které jsme

netestovali (jatra, tukova tkan).

Cilem naseho druhého projektu bylo testovani hypotézy existence farmakogenetické
interakce ondansetronu a diferencidlniho segmentu chromozomu 8 kongenniho kmene
SHR.(PD/BN)8. Jsme si védomi n¢kolika limitaci nasi studie. Za prvé je to studie zalozena
pouze na aplikaci ondansetronu v jediném davkovacim rezimu. Na zaklad¢ ptedchozich studii
jsme vybrali relativné vysokou davku ondansetronu ve srovnani s lidskymi klinickymi
studiemi, a to z divodu pomérné nizké biodostupnosti ondansteronu u potkana (Yang S.H. a
Lee M.G., 200). Kongenni kmen SHR.(PD/BN)8 mitiZze navic nést krom¢ studované mutace
vice genetickych variant relevantnich pro interakci s poddnim ondansetronu. Jiz diive jsme
zaznamenali, Zze mutovany gen Zbtb16 (t¢z Plzf - promyelocytic leukemia zinc finger) u
kmene PD/Cub je nejpravdépodobnéjSim kandidatem pro farmakogenetické interakce
s dexametazonem (Seda O. et al., 2005a) a kyselinou all-trans retinovou (viz kapitola 3.1.).
Nicméné je nepravdépodobné, ze tato mutace hraje dulezitou roli u farmakogenetické
interakce s ondansetronem. V soucasné dobé je zndmo 9 genll s potvrzenou interakci
k ondansetronu véetn¢ 5-HTj3 receptorovych podjednotek HTR3A4-E, 5-HT4 receptoru (HTR4),
solute carrier family 22, member 2 (SLC2242), sigma non-opioid intracellular receptor 1
(SIGMARI) a protein tyrosine phosphatase, receptor type S (PTPRS). Z téchto geni jsou
v diferencidlnim segmentu obsaZeny pouze geny Htr3a a Htr3b. Zatim nemizeme vyloucit
dalsi polymorfismy ptitomné v diferencidlnim segmentu, které¢ by se mohly Gcastnit vyrazné
reakce na aplikaci ondansetronu. Polymorfismus v genu H##3b u PD/Cub potkanti (LiSka et
al., 2009) zlstava nejpravdépodobnéjsim kandidatem pro pozorovanou farmokogenetickou

interakci a pravé na néj se zamé&fi nase dalsi studie.

Cilem ttetiho projektu bylo ur€eni role genu Plzf pti vyvoji hypertenze, hypertrofie
levé srde¢ni komory a intersticidlni fibrézy. V této studii jsme pouzili minimalni kongenni
kmen SHR-Lx PDS5 k identifikaci genetickych determinant predisponujicich k hypertenzi,
LVH a intersticidlni fibréze. Srde¢ni hypertrofie a fibréza jsou obvykle povazovany za
sekundarni znak poskozeni komor, jako je naptiklad tlakové pretizeni zpisobené hypertenzi.
Na druhou stranu bylo demonstrovdno, Ze prominentni roli v predispozici k srde¢ni
hypertrofii a fibrozy, nezavislych na krevnim tlaku, mohou hrat genetické faktory. U kmene

SHR-Lx PDS5 jsme pozorovali signifikantni pokles intersticidlni fibrozy a LVH, ktery byl
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vzhledem k relativné malé redukci systolického krevniho tlaku disproporéni. Navic u
rekombinantnich inbrednich kment telemetrickd méfeni systolického krevniho tlaku
nekoreluji s intersticidlni fibrézou nebo hmotnosti levé komory srde¢ni. Tato pozorovani
potvrzuji, ze predispozice k intersticialni fibréze a srde¢ni hypertrofii miize byt piednostné
uréena genetickymi faktory a neni sekundarnim jevem variability krevniho tlaku. Na druhou
stranu vétsi rozdil v LVH a fibréze miZze byt zavinén kumulativnim efektem rozdilu krevniho
tlaku po delsi Casové obdobi. Pro zodpovézeni této otdzky bude nutné kontinudlni
monitorovani krevniho tlaku po dobu 30 tydnt. Je mozné, Ze pleiotropni U€inky genu Plzf
jsou zodpovédné za vSechny fenotypické rozdily, tedy snizeni krevniho tlaku, zlepseni LVH a
intersticidlni fibrozy. Niz§i exprese protektivni alely genu Plzf, kterd obsahuje 3 kb deleci v
intronu 2, potvrzuje, Ze deletovana konzervovanéd nekodujici oblast mtize plnit roli enhanceru
(Liska F. et al., 2009). Pivod této delece je v inbrednim kmeni PD/Cub, ze kterého byl
segment chromozomu 8, véetné¢ mutantni PD alely, pfenesen na genetické pozadi kment
BN/Cub a SHR/Ola. S ohledem na naSe znalosti je tato delece intronu v genu Plzf unikatni pro
kmen PD/Cub a neni pfitomna u zadnych dalSich normotenznich nebo hypertenznich

potkanich kment.

Cilem ctvrtého projektu bylo testovani hypotézy existence farmakogenetické
interakce diferencialniho segmentu chromozomu 4 u kongennich kment potkana BN.SHR4 a
PD.SHR4. V prvni ¢asti jsme testovali farmakogenetickou interakci dexametazonu s kmenem
BN.SHR4, ktery nese diferencidlni segment chromozomu 4 ze spontanné hypertenzniho
kmene potkana SHR/Olalpcv véetné mutovaného genu Cd36 na genomickém pozadi kmene
BN/Cub. Jednou z limitaci této prace je moznost, ze dalsi geny v ramci diferencialniho
segmentu mimo mutovaného genu Cd36 mohou byt zapojeny v mechanismu odlisné
farmakogenetické odpovédi. V dalsi ¢asti jsme vytvofili metabolicky a transkriptomicky
profil Cd-36 deficientnich kongennich kmeni PD.SHR4a a PD.SHR4b. Je zjevné, Ze konecny
metabolicky efekt deficience genu Cd36 je tésn€ svazéan s urcitym nastavenim genomického
pozadi (Seda O. et al., 2003b; Seda O. et al., 2002) a s faktory prostiedi, pfedeviim diety
(Febbraio M. et al., 1999; Hajri T. et al., 2002; Kennedy D.J. et al., 2011; Koonen D.P.Y. et
al., 2007) nebo medikace (Qi N. et al., 2002; Seda O. et al., 2003a; Seda O. et al., 2008).
Z tohoto diivodu muize byt kontroverzni problém kauzalniho vztahu mezi hladinou exprese
genu Cd36 a metabolickym ucinkem vyfeSen pfijetim S$irStho konceptudlniho rédmce

inkorporujiciho dal$i ekogenomické faktory. K posouzeni vlivu Cd36 a celého diferencialniho
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segmentu za urCitych nutriCnich a farmakologickych zmén, pfedev§im vzhledem k nasi
pfedchozi dokumentaci nutrigenetickych a farmakogenetickych interakci podobné genomické
oblasti u kongenniho kmene BN.SHR4 (Seda O. et al., 2003a; Seda O. et al., 2008), jsou

potieba dalsi studie.
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5. Zavér

Metabolicky syndrom je jedno znejCastéjSich onemocnéni s multifaktoridlni
etiologii. V dnes$ni dobé¢, diky znamé sekvenci potkaniho, mysiho a lidského genomu, je
mozné vyuzit metod komparativni a funkéni genomiky pro studium jednotlivych

molekularnich drah a mechanizmi, které¢ se na patogenezi komplexnich znakt podileji.

V této dizertacni praci jsme vyuzili metod komparativni a funkéni genomiky k
ustaveni kongenniho kmene SHR-Lx PDS5 jako vhodného modelu pro hyperlipidémii a
glukozovou intoleranci indukovanou kyselinou retinovou a rovnéz k farmakogenomické
charakterizaci této interakce. Ddle jsme stanovili kongenni kmen SHR.(PD/BN)8 jako
uziteCny experimentalni nastroj pro farmakogenetickou a farmakogenomickou analyzu
plsobeni ondansetronu na metabolismus sacharidi a lipidtd. Identifikovali jsme Plzf jako
prominentni kandidatni gen pfi vyvoji hypertenze, LVH a intersticialni fibrézy u kmene SHR.
Rovnéz jsme popsali kontextudlné podminény efekt mutovaného genu Cd36 na metabolické

parametry véetn¢ jeho farmakogenetické interakce s podanim glukokortikoidu.

Funk¢ni komparativni genomika v podobé experimentalnich modelovych organizmt
poskytuje velmi cenny vhled do farmakogenetickych interakci jednotlivych genetickych
determinant metabolického syndromu a jeho sloZzek. Ziskand data lze vyuzit pro validaci
v klinickych transla¢nich studiich a vkoneéném diisledku mohou napomoci lepSimu
porozuméni zkoumanym farmakogenetickym interakcim, optimalizaci terapie novych nebo jiz

zavedenych léCiv a piispét tak k rozvoji personalizované mediciny.
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