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Abstrakt:

Housekeeping geny jsou geny exprimované ve vétSing tkdni organismu za
uréitych podminek daného prostiedi. Jejich exprese je pro buiiku zpravidla esencialni,
castecn¢ neménnd a muze probihat i na nizké urovni. Rozvoj genomovych a
transkriptomovych analyz piispél k zptesnéni znalosti o housekeeping genech, jejich
struktufe, poctu, intenzité i stabilit¢ genové exprese. Housekeeping geny se vyuzivaji jako
referen¢ni geny pro kalibraci v semi-kvantitativnich a kvantitativnich studiich v oblasti
molekularni biologie. V praci zminim nékolik kandidatt, které byly mnoha studiemi
urceny jako nejvhodnégjsi referencni geny. Zaméefim se prevazné na housekeeping geny u
¢loveéka a nejvice prozkoumanych modelovych organismt, Saccharomyces cerevisiae a

Arabidopsis thaliana

Klic¢ova slova: Housekeeping gen, referencni gen, tkanové specificky gen,RT-PCR,

genova exprese

Abstract:

Housekeeping genes are genes expressed in most tissues of the organism under
certain conditions of the environment. Their expression in the cell is essential and
relatively stable and may proceed at a low level. The development of genomic and
transcriptomic analyses contributed to improving of our knowledge about housekeeping
genes, about their structure, number, as well as the intensity and stability of their
expression. Housekeeping genes are used as the reference genes for a calibration in semi-
quantitative and quantitative studies in molecular biology. In my thesis, I will mention
several candidates that have been selected as the most suitable reference genes by many
studies. I will focus mainly on human housekeeping genes and the most studied model

organisms like Saccharomyces cerevisiae or Arabidopsis thaliana.

Keywords: Housekeeping gene, reference gene, tissue specific gene, RT-PCR, gene

expression
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1. Uvod

Toto téma jsem si vybrala po pfecteni ¢lanku ,,Do Housekeeping Genes Exist?* od
Zhanga se sp. (2015), ktery m¢ pobidl k tomu, zjistit si 0 téchto zahadnych genech vice. I
pies to, Ze pojem ,housekeeping gen* miizeme najit v fadé ucebnic, neexistuje dodnes

pfesna definice, na které by se védci dokéazali shodnout.

Existuje n€kolik riznych metod, které se pouzivaji pti hledani housekeeping gent
(déle jen HKG). Za nejicinngjsi techniku se v soucasné dobé povazuje RNA-seq, jelikoz
ma nejvyssi vykon, dynamicky rozsah a spolehlivou piesnost. To vSechno umoziuje
ucinngjsi studii HKG. Zaroven s pomoci této techniky vznikla soucasnd definice HKG,

kterou zminim v dalsi kapitole.

Rozvoj metod zaméfenych na analyzu genové exprese, napt. microarrayové analyzy,
RNA-sekvenovani , Expressed Sequence Tag (EST) analyzy nebo masivné paralelniho
sekvenovani (MPSS, Massive Parallel Signature Sequence) umoznil rozkvét databazi
expresnich dat. Zatimco rozborem dil¢ich dat I1ze ziskat odpovédi na jednoduché otazky,
napf. jak se projevi vliv urcité chemické latky u daného typu tkané, rozborem velkych
souboril expresnich dat lze zjistit, jaky podil genli v genomu predstavuji HKG a jaké jsou
jejich  typické vlastnosti. Posun v metodickych moznostech, zejména v citlivosti
analytickych metod 1 v potu analyzovanych tkani, pletiv, vyvojovych stadii a
experimentalnich podminek ma podstatny vliv na vyvoj naseho nazoru o vlastnostech HKG
1jejich poctu.

Cilem této prace je shrnout poznatky o vlastnostech HKG a o jejich vyuziti jako
referen¢nich genti v molekularni biologii. V préci se zaméfim na jejich strukturu, funkci a
evoluci. Soustfedim se na vyznam vyuziti referen¢nich genti v mnoha studiich, predevsim
v RT-PCR (real time polymerase chain reaction, kvantitativni polymerazova fetézova
reakce) zejména z hlediska volby vhodnych genti. Pfestoze je pojem ,housekeeping™ gen
hojné pouzivan, definice pojmu se stale vyviji. Dil¢im cilem této prace je predstavit i nékteré

sporné poznatky o téchto genech.



2. Vyvoj definice pojmu “housekeeping gen*

Pojem “housekeeping gen* se zacal v literatufe objevovat pred téméf 50 lety. V
minulosti byly HKG definovany jednoduse jako geny, které jsou exprimované vzdy a
vV kazdém bunétném typu (Watson se sp., 1965). Speiser (1974) ptredpokladal existenci
HKG, které se musi nachazet ve vsech bunkach a jsou neustale transkribovany (Hall se sp.,
1999). Podle nov¢;jsi definice jsou HKG exprimované ve vSech typech tkani a bun¢k a jsou
potiebné pro udrzbu zakladnich buné¢nych funkci (Warrington se sp., 2000). Rozdélovani
gentt na HKG a TSG (tissue specific gene, tkanové specificky gen) je zakladem pro studii

genové exprese a bunécné diferenciace (Zhu se sp., 2008 a).

Warrington se sp. (2000) méfili expresi 7000 gentt z 11 riznych lidskych tkani.
(srdce, mozek, plice, ledvina, slinivka bfi$ni, déloha a jatra). Bylo pouzito 7 tkani dospélého
Clovéka a 4 tkané plodu. Autofi nalezli 535 gend, které byly exprimovany ve vSech téchto
tkanich u plodu i u dospélého ¢lovéka. Tyto geny se aktivovaly V rané fazi vyvoje zarodku a
byly nadale funkéni v pribéhu zivota. Pouze 47 genti se nachéazelo pfiblizné ve stejném
mnozstvi ve vSech té€chto tkanich. U plodu zjistili expresi 400 gend, které nebyly
exprimovany u tkani z dospé€lych jedincii. Ve vSech ¢tytech tkanich plodu bylo nalezeno 767
gent, z toho 397 na stejné urovni. U tkani z dospé€lych jedincii bylo zjisténo 695 gend, které
se exprimovaly ve vSech sedmi tkanich, z toho 241 na stejné tirovni (Warrington se sp.,
2000).

Hsiao se sp. (2001) analyzovali expresi 7070 gent v 19 riznych tkanich dospélych
lidi. Vzorky tkani byly odebrany 24 muzim a 25 Zenam ve véku kolem 55 let. Pomoci
microarrayové analyzy (Affymetrix GeneChip 3.1) zjistovali pfitomnost nebo absenci
piislusné mRNA. Do souboru HKG zaradili v§echny geny (celkem 451 genti), jejichz mRNA
byla pfitomna alespon v jednom vzorku od kazdé tkané. Studie Warrington se sp. (2000) a
Hsiao se sp. (2001) se ve vysledku shodovaly ve 358 HKG. Podle Hsiao se sp. (2001) HGK
nejsou exprimované nutné na stejné urovni ve vSech tkanovych typech. Naopak se zda, ze

kazda tkan ma svou vlastni specifickou trovein exprese

Levanon se sp. (2003) tento pocet zvysili na 575 lidskych HKG. Vybrané geny
otestovali pomoci vetejné dostupné databaze z microarray analyz, Affymetrix U95A chip,
obsahujici 12600 genti ze 47 odlisnych lidskych tkani (Su se sp., 2002).

2



I kdyz vSechny tfi vySe uvedené studie ve vysledku nalezly pfiblizn¢ 500 HKG,
ptrekryvii mezi nimi bylo velmi malo. Shodovaly se pouze ve 155 genech a dvé studie se

shodovaly ve 340 genech z diivodu pouziti stejné technologie. (Zhu se sp., 2008 a)

Podle Zhanga se sp. (2015) pocet identifikovanych HKG klesa s poctem tkani, které
byly zahrnuty do analyzy. U ¢lovéka bylo do roku 2015 provedeno 15 studii zaméfenych na
odhaleni HKG, které zahrnuly 180 tkani (90 % celkového poctu). Spojenim soubortt HKG
identifikovanych v téchto analyzach vznikl soubor 12500 HKG, avsak pouze 1 se vyskytl ve
vSech analyzach (peroxiredoxin 1, PRDX1) a 17 gena ve 14 z nich. Po odstranéni dvou
nejvice vychylenych analyz, bylo 20 gend spole¢nych pro 13 zbyvajicich analyz. Nejvétsi

vzajemna shoda byla u analyz provedenych metodou sekvenovani RNA.

Ve studii tézZ popsal soucasnou definici HKG, ktera rozSifuje tu ptedeSlou od
Warringtona se sp. (2000) a zdtraziuje, Ze slabé exprimované geny, napiiklad transkripéni
faktory, mohou byt téz zahrnuty do HKG (Zhang se sp., 2015).

3. Jak housekeeping geny vypadaji?

3.1. Délka exonu a intronu

O tom, jak HKG vypadaji, se dodnes vedou spory a miZeme najit mnoho
protikladnych nazori o jejich struktuie. Studie struktury, regulace i evoluce HKG je velmi
dilezita pro poznani jejich funkce a pro jejich lepsi vyuziti pfi analyzach genové exprese.

Je znamo, Ze transkripce 1 translace jsou pro buriku energeticky naro¢né, a ¢im vice
nukleotidd transkribovano pfiblizné za 1 sec se spotfebou nejméné dvou molekul ATP na
jeden nukleotid. Vyplyva z toho, Zze geny, které maji niz$i intenzitu transkripce, maji introny
zpravidla delsi, zatimco geny s vyssi intenzitou transkripce maji v priméru introny kratké
(Graf 1). To se tyka prevazn¢ HKG. S timto faktem souvisi ekonomicka hypotéza, ktera
predpoklada, Ze selekce vede u genl s intenzivni expresi k jejich zmenSovani (zvySuje se
jejich kompaktnost), zatimco u genu, které se exprimuji méng¢, selekéni tlak na redukci jejich

délky nepusobi (Castillo-Davis se sp., 2002). Li se sp. (2007) vsak hypotézu o kompaktnosti



HKG vyvraceji. Pokud srovnavali HKG a TSG s podobnou intenzitou genové exprese,

zjistili, ze HKG maji delsi introny nez odpovidajici TSG.

2000007 Graf 1.

Korelace délky intromii a
intenzity genové exprese u
¢lovéka. (Ptevzato z Castillo-
Davis se sp., 2002)
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Prestoze jsou HKG esencialni pro funkci buiiky, je jejich genova struktura rozdilna
u riznych organismu. Data jsou vSak k dispozici jen u malého po¢tu modelovych organismd.
Pfi srovnani struktury lidskych HKG (n = 532) s tkanové specifickymi (n = 5404) geny (v
tabulce ¢islo 1 jsou oznaceny jako non-HK) Levanon se sp. (2003) zjistili, Ze nejen introny,

ale 1 vSechny ostatni ¢asti HKG jsou v priméru kratsi (Tabulka 1), u intronti jsou tyto rozdily

ale mnohem znatelné&jsi (Levanon se sp., 2003).

HK genes (n = 532) Non-HK (n = 5404) P-value

Average intron length 2573 + 145 (n= 4353) 5025 + 71 (n = 57447) 4x107"°
672 1365

Total intron length 21050 = 1781 53418 = 1425 7x107%
9293 20804

Average exon length 212 = 5 (n=4885) 240 = 2 (n=62851) 9x10°%
128 132

5 UTR length 135+ 8 173+3 4x1077
79 106

3' UTR length 599 + 30 846 = 13 3x107 "2
333 552

Coding sequence length 1211 = 44 1770 = 26 3x10°%
928 1322

Number of exons 82+03 10.6 + 0.2 6x1077
6 8

Intron bps per coding bp 20+ 2 31.8+08 2x107"
9.9 15.6

Tabulka 1: Porovndni struktury housekeeping genii (HK genes) a ostatnich genii (Non-HK). Prvni
fadek udava primérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou, druhy fadek udava median. Primérna
délka byla urcena ze vSech genti daného souboru. N je pocet (Pievzato z Levanon se sp., 2003).



V nasledujici studii (Huang a Niu, 2008) srovnavali strukturu geni ¢lovéka a mysi s
vyuzitim databazi genové exprese (Su se sp., 2004) zahrnujicich 69 vzorkl z tkani a organt
dospélého ¢loveéka a 55 vzorku z tkani a organt z dosp€lé mysi. Analyzované geny byly
rozdéleny na zakladé urovné exprese. Geny v hornim kvantilu 30 % byly oznaeny jako
vysoce exprimované a ve spodnim kvantilu 30 % jako slabé exprimované. Jak je uvedeno
v tabulce (Tabulka 3), introny a UTRs (untranslated region, neptekladana oblast) u vysoce
exprimovanych genii jsou podstatné kratsi, zatimco u poctu intronit nebo délky CDS neni

vyznamny rozdil.

Average intron length Total intron length Intron number CDS length UTR. length Expression level
Human genes
Top 30% quantile 2768 608 28117 7347 8zl 1313 £ 90 7751 107 5369 £ 770
Versus
Bottom 30% quantile 10448 + 4237 901046 + 33210 91 1764 + 232 1478 + 244 267 £ 14
P=0.001 P=0019 P=0.844 P=0273 0.019
Mouse genes
Top 30% quantile 2631 £ 290 16190 £ 1828 Tl 1214 £ 65 779 £ 136 6219 £ 794
Versus
bottom 30% quantile 8032 + 2706 37391 £ 4615 8+1 1450 £ 128 1496 £+ 190 365+ 16
P=0.001 P=0.001 P = 0.444 P=10.589 P=0.001

Tabulka 2: Srovndni genii clovéka a mysi v zavislosti na intenzité jejich exprese. (Ptevzato z Huang

a Niu, 2008)

Na zakladé vysledkti dale zminéné studie (Zhu se sp., 2008 b), by bylo mozné
usoudit, ze charakteristiky zjisténé pro vysoce exprimované geny lze extrapolovat pro HKG
(Graf 2). Geny exprimované ve v§ech 18 analyzovanych typech tkani maji v praméru vyssi
expresi nez prumér vSech exprimovanych gend. S jeho vysledky nesouhlasi studie Zhanga
se sp. (2015), ktera ukazuje, Ze vétSina gent, oznacenych v riznych analyzach jako HKG,

ma niz$i uroven genové exprese. Znamena to tedy, ze charakteristiky uvadéné v grafech 3

pro vysoce exprimované geny plati pouze pro HKG s vyssi intenzitou exprese.

Graf 2: Vztah mezi urovni a rozsahem
exprese. TPM je cetnost konkrétniho

41 ;

g i i ‘ transkriptu v milionu vsSech typt transkripti
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12345678910 12 14 16 18 microarrayovych analyz (Pfevzato z Zhu se

Rozsah exprese sp., 2008; b).
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Graf 3: VIiv intenzity genové exprese na zarazeni genu do souboru HKG. Normalizovana exprese,
zobrazena v grafu A, je odrazem intenzity genové exprese. Na ose y je pocet HKG s dosazenou
urovni genové exprese. VéEtSina genti oznaCenych jako HKG ma nizsi intenzitu genové exprese.
Graf B ukazuje, Ze pocet analyz, ve kterych byl gen zahrnut do seznamu HKG, souvisi s intenzitou
genove exprese. Intenzivné exprimované geny mély vyssi pravdépodobnost, ze budou detekovany.
Vysledky uvedené v grafu odrazeji stav analyzy po odstranéni dvou nejméné kompletnich studii
(Ptevzato z Zhang se sp., 2015).

Zhu se sp. (2008 b) zkoumali expresi 17288 lidskych gent z 18 riznych tkani. Data
pochazela z microarrayové analyzy a také z analyzy EST (expressed sequence tag). Zjistili,
ze délka genl pozitivné koreluje s intenzitou exprese a ze HKG maji vétsi pocet exonil
(median 11) nez TSG (median 4). HKG byly zpravidla delsi a vice exprimované nez TSG (v
praméru 70x). Zjistili, Ze n€které geny nebyly na podkladé microarrayovych dat diive

definovany jako HKG, coz zpusobilo chybny odhad délky intront u této skupiny.

Gallus Gallus (kur domaci) z ¢eledi Phasianidae je dulezity modelovy organismus,
ktery vypliuje evoluéni mezeru mezi savci a ostatnimi strunatci. Jeho genom je vyznamné
mensi nez genom mysi (2.8 x 10° bp) nebo ¢loveka (3.3 x 10° bp) (Hillier se sp., 2004). V
nasledujici studii byl pouzit jako modelovy organismus pro objasnéni interakci mezi
vlastnostmi genu a expresnim vzorcem pii selekénim tlaku. Analyzou 10289 geni zjistili, Ze
celkova délka genu, délka CDS i délka intronli negativné koreluji s Grovni a rozsahem
exprese. Vice nez 30 % variability v kompaktnosti genli mize byt vysvétleno urovni genové
exprese. Porovnanim HKG a TSG s podobnou urovni exprese zjistili, ze podobné jako u
¢lovéka jsou HKG méné kompaktni, nez TSG s podobnou tirovni exprese (Rao se sp., 2010),

coz potvrzuje vysledky studie Li se sp. (2007).



Vinogradov (2004) analyzoval expresi 7708 lidskych genti ve 32 tkanich a zjistoval
vztah mezi délkou intronti (6874 intronti) nebo intergenovych sekvenci (5104 1GS) a
intenzitou a rozsahem exprese genu. Zjistil, ze délka intront i kodujicich sekvenci je u genti
exprimovanych ve vétsin€ tkani mensi nez u geni s vyssi tkdniovou specifitou (exprese v 1
az né¢kolika malo tkénich). Kodujici sekvence u HKG byly 1,5 krat krat$i nez u TSG. Vétsi
délku u TSG vysvétluje vétsim poctem domén 1 vétsi pramernou délkou domény u TSG.
Zajimava zminka se tyka striktné tkanové specifickych gend, u kterych ,,ekonomické
pravidlo® neplati. Vinogradov spekuluje, Ze nekddujici oblasti, véetné intergenovych,
mohou obsahovat dilezité regula¢ni sekvence, které se podileji na komplexni regulaci TSG.
Pro porovnani analyzoval genom Caenorhabditis elegans (6250 gent) a Drosophila
melanogaster (11250 genti). V obou pfipadech zahrnul transkriptomy z embryonalnich
vyvojovych stadii i z dospé&lych jedinct. Zjistil, ze u C. elegans jsou kodujici sekvence u
HKG delsi, zatimco introny a predev§im mezigenové oblasti jsou kratké. Naopak u D.
melanogaster jsou ve vétsiné HKG kodujici sekvence, introny i oblasti mezi geny kratsi, a

proto je délka genu nepfimo timérnd intenzité exprese.

Li se sp. zjistili, ze u A. thaliana neni negativni korelace mezi rozsahem genové
exprese a délkou intront. Tvrdili, ze HKG s podobnou urovni exprese nejsou u této rostliny

vice kompaktni nez TSG (Li se sp., 2007).

3.2 Tandemové repetice a GC oblasti

Tandemové repetice jsou opakujici se sekvence DNA dlouhé 1 — 6 bp, lokalizované
na chromosomu v fadé za sebou. Vyskytuji se u prokaryotickych i eukaryotickych
organismu, v kodujicich i nekddujicich oblastech. Tyto repetice se vyuzivaji jako genetické
markery. Lawson a Zhang (2008) se zaméfili na vyskyt repetitivnich sekvenci v 5°-UTR
oblasti u mysi a ¢lovéka. Zjistili, ze u HKG je pocet repetic pfiblizné 1,7 krat vyssi nez u
TSG. Tri-SSR (trinucleotide simple sequence repeats) jsou u HKG vyrazn¢ bohats$i na GC
pary nez u TSG. Dominantnim typem repetic u HKG je triplet CGG, ktery tvofi vétSinu tri-
SSR. Wyskytuje se ptiblizné u 74 % mysich HKG a u 79 % HKG u ¢loveka, zatimco u TSG
tvoii pouze 42 % u mysi a 57 % u ¢lovéka. CG bohaté tri-SSR oblasti jsou lokalizovany
nejcastéji v prvni poloviné 5S’UTR (70 % repetic), a proto mohou mit vliv na rozdily v

genové expresi mezi HKG a TSG (Lawson a Zhang, 2008).



Genom teplokrevnych obratloveli obsahuje useky bohat$i na GC pary (v kodujici i
nekodujici oblasti) nazyvané izochory (Vinogradov, 2003). Tézké fetézce izochor (GC
bohaté oblasti) pfedstavujici Casné replikovany a méné kondenzovany chromatin, obsahuji
HKG, zatimco lehké fetézce izochor (GC chudé oblasti) skryvaji TSG (Gongalves se sp.,
2000).

Zatimco 1 podle Vinogradova (2003) jsou HKG ¢loveka a mysi bohatsi na sekvence
s GC pary nez TSG, jina studie naopak tvrdi, Ze mnozstvi GC pard neni v korelaci s mirou

tkanové specifity (D’Onofrio, 2002).

U teplokrevnych obratlovei se GC bohaté sekvence vyskytuji castéji
V euchromatinovych oblastech, blize ke stfedu jadra. GC chudé oblasti jsou naopak
lokalizované v perifernim, vice kondenzovaném chromatinu (Vinogradov, 2004).
Shlukovani skupin spole¢né exprimovanych gent, nejéastéji na operonech, je u prokaryot
obvyklé. Geny kodujici proteiny jedné metabolické drahy maji tendenci zistat propojené. U
eukaryot se naopak piedpoklada, ze jsou geny nahodn¢€ rozmisténé, avsak nékteré studie to
vyvraceji. Napiiklad Lercher se sp. (2002) ukazuji, ze geny s vysokou expresi maji tendenci
se v lidském genomu shlukovat. Provedli analyzu transkriptti 5112 jednokopiovych gend ze
14 tkani v lidském téle. Geny rozd¢lili na tkanové specifické (exprese maximalné ve 2
tkanich), geny se stiedni specifitou (exprese v méné nez 9 tkanich) a housekeeping geny
(exprese ve vice nez 9 tkanich). Pro kazdou tfidu byla vypocitana genova disperse, jako
pramér rozdilu genové density v oblastech 300 kbp. Disperze HKG byla vyznamné nizsi,
nez se ocekavala. Tento vysledek potvrdili pomoci nezavislé analyzy exprese 6298 geni z 60

tkani. HKG opét vykazovaly nizkou disperzi na rozdil od TSG (Lercher se sp., 2002).

3.3 Evolucni pohled

Pro ovéfeni, zdali jsou HKG v priméru star$i nez TSG, byla provedena srovnéavaci
analyza ortolognich genl z péti organismt: H. sapiens sapiens, Danio rerior, Drosophila
melanogaster, Caenorhabditis elegans a Saccharomyces cerevisiae. Bylo klasifikovano
15501 (89,7 % z celkového poctu) lidskych gent do péti hlavnich kategorii v zavislosti na
jejich fylogenetické distribuci. Podle miry podobnosti s ortology z vySe zminénych druhti
rozdélili 15501 lidskych gent (89,7 % z celkového poctu) do péti hlavnich kategorii: A-

Geny specifické pro savce, B-geny pfitomné jen u obratlovcii, C-geny ptitomné u obratlovel
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1 ¢lenovctl, D-geny specifické jen pro Metazoa, E-geny pfitomné u vSech eukaryot. Toto
¢lenéni odpovida piiblizné i stafi genl, od mladsich ke star$Sim. 54% HKG geni bylo
ptitomno ve skupinach C, D a E, kde naopak bylo jen 5,4 % TSG. Vétsina TSG (70,8 %)
byla ve skupiné A, ktera obsahovala jen 11,6 % ze vSech HKG. Vysledky analyzy tedy
puvodni hypotézu potvrdily. 54.5% HKG a 5.4% TSG vzniklo pred oddélenim linie
obratlovcu, zatimco pro savce je unikatnich 11.6 % HKG a 70.8 % TSG. HKG jsou ve

srovnani s TSGS V priméru starsi (Zhu, se sp., 2008 b).

Z n¢kolika evolucnich studii vyplynulo, Ze intenzivné exprimované geny maji tendenci
podléhat evoluci pomaleji nez méné exprimované geny. (Duret a Mouchiroud 2000;

Hastings 1996; Hughes a Hughes 1995).

Studie (Zhang a Li, 2004) provadéna u mysi a ¢lovéka ukazala, ze mezi HKG a TSG
jsou vyznamné rozdily v poméru Ka/Ks (Ka je rychlost nesynonymnich substituci, zatimco
Ks je rychlost synonymnich substituci, resp. pocet substituci na dané pozici nukleotidové
sekvence za 10° let). Potfebna data byla stazena z genové databaze HUGE Index a tvofila
1980 gent, z ¢ehoz 451 HKG a 1529 TSG exprimovanych ve svalech, mozku, prostat¢,
plicich, pochv¢, jatrech a ledvinach. Zjistili, ze kodujici sekvence HKG maji v praméru
mensi pocet nesynonymnich mutaci (Ka = 0.046) nez TSG (Ka=0.083). Rozdily v rychlosti
synonymnich substituci jsou méné vyrazné (HKG je Ks = 0.447, zatimco u TSG je Ks =
0.492). Shrnuti vysledkd analyzy Zhang a Li (2004) je uvedeno v tabulce 3. Z tabulky je
zfejmé, Ze u genl exprimovanych v jatrech nebo v plicich je frekvence nesynonymnich
substituci veétsi nez u genli exprimovanych v ostatnich tkanich, Lze ptedpokladat, ze
substituce v genech druhé skupiny TSG jsou striktnéji odstranovany jako selekéné

nevyhodné.

Tyto vysledky se shoduji s vysledky studie Hastingse (1996), ktery porovnaval
sekven¢ni variabilitu mezi alelami 15 genovych rodin u obratlovei. Potvrdil, Ze alely s Sirsi

expresi podléhaji evoluci pomaleji, nez jejich tkanove specifické protéjsky.



Tissue Ka Ks Ka/Ks ENC!
Brain 0059 (0.062) 0465 (0.136) 0121 (0,125 487 (6.5
Kidney 0080 (0L071) 0517 (0125 D066 (0L116) 483 (5.9
Lung 0050 00,1200 0540 (0,139 0250 (0.172) 479 (6.00
Liver 0131 {0082y 0546 (0127 0233 (0.132) 506 (5.3)
Muscle 0,055 (0,059 0458 (01500 0116 (0L112) 487 (6.3)
Prostate 0.066 (0L095) 0540 (0,181 0108 (0.125) 48.6(8.2)
Yulva O 108 (0L085) 0519 (0152 0200 (00139 456 (7.5)
House-

keeping  0.046 (0.063) 0447 (0,146)  0.003 (0.114) 491 (6.6)

Tabulka 3: Srovndni substitucni rychlosti u HKG a TSG. Efektivni po&et kodont (ENC, effective
number of codons) pouzivany u genti dané skupiny. Kazdému genu se piifadi hodnota ENC mezi
20 a 61: hodnota 20 znamena, Ze kazda aminokyselina je kodovana pouze jednim kodénem a hodnota
61 znamena, Ze se pouzivaji vSechny kodony. Ka je rychlost nesynonymnich substituci v dané pozici
genomu za 10° let, Ks je frekvence synonymnich substituci (Pfevzato z Zhang a Li, 2004).

3.3 Promotory

Studie Farré se sp. (2007) je prvni praci, kterd se disledn¢ vénuje mezidruhové variabilité
promotorovych sekvenci u HKG a TSG u savct. Narozdil od kodujici sekvence, promotory
nemaji piesné definované hranice, avSak oblast o velikosti pfiblizn¢ 100 bp upstream od

pocatecniho mista transkripce, nazyvana basalni promotor, mé4 vyznamnou roli pfi skladani

.....

Podle star$i studie se u oblasti ve vzdalenosti delsi nez 2 kbp od transkripéniho
pocatku podobnost mezi promotory ortolognich genil drasticky sniZuje, coZ by potvrzovalo,
ze vétsina funkénich elementli se vyskytuje v prvnich 2 kbp. Jako ptiklad uvadéji, Ze
85 % mysich transkripénich regula¢nich motivii se vyskytuje v blizkosti do 2 kbp (<2
kbp) od transkripéniho pocatku proti sméru transkripce, 10 % v intronech a pouze 5 % ve

vétsi vzdalenosti (>2 kbp) od transkripéniho poc¢atku (Waterston se sp., 2002).

Farré se sp. (2007) shromazdili DNA sekvence promotort lidskych a mysich
ortholognich genu (6698 parti, 2 kbp od pocatku transkripce) a zaméfili se na vycisleni
odliSnosti promotorovych sekvenci, zhodnoceni u€innosti selekce a ureni vyznamnych
vztahli mezi sekvencni variabilitou promotoru a kodujicich sekvenci. Vzajemnym
porovnanim promotord ortolognich genti (pairwise sequence alignment) (Castillo-Davis se
sp., 2004) urcili hodnotu divergence promotorové sekvence dsm (shared motif divergence,

divergence sdilenych motivti). Hodnota dsm vyjadiuje podil promotorové sekvence, ktera u
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ortolognich gent nelze pfilozit. Dalsi charakteristikou je hodnota Kp, kterd charakterizuje

rychlost substitu¢nich mutaci v oblasti promotoru.

Divergence promotorovych sekvenci dsm ani hodnota Kp v promotorové oblasti v
rozsahu 2000 bp od pocatku transkripce (poloha -2000, +1) byla u HKG neprikazné
zvysend, na rozdil od vyrazného rozdilu poméru Ka/Ks u kodujicich sekvenci (viz predchozi
kapitola). Avsak, vezme-li se v ivahu oblast promotoru (-2000, -500), kde je mira divergence
vétsi, jsou rozdily v hodnoté dsm mezi HKG a TSG vyraznéjsi. Trend vyssi sekvenéni
diverzity promotori u HKG se uplatiiuje bez ohledu na anotovanou funkci téchto gent

(Farré se sp., 2007).

Promotory HKG jsou bohaté na CpG ostrovy (Gardiner-Garden a Frommer, 1987).
To miize mit vliv na Groven konzervativnosti promotorovych sekvenci. Z tohoto divodu
rozdé€lili soubor analyzovanych genti podle ptitomnosti ostrovii v oblasti -100 az 100 bp a
analyzovali tyto dvé skupiny oddé€lené. U mysi, 65 % gent bylo klasifikovano jako CpG+,
v ramci HKG je podil CpG+ 88 %. Délka CpG ostrovt nebyla vyznamné odlisna u HKG a
TSG. Autofi zjistili, ze v souboru CpG+ genti jsou vétsi rozdily v hodnoté dsm mezi HKG
a TSG nez v nesetfidéném souboru nebo v souboru genii CpG-. Nejvyssi variabilita
promotort byla u HKG CpG+, s hodnotou dsm = 0,739, zatimco u TSG CpG+ byla hodnota
dsm = 0,679.

Tato studie ukazala, Zze promotory, které neobsahuji CpG ostrovy, jsou vice

konzervované (Farré se sp., 2007).

4. Housekeeping geny pfi studiu genové exprese

V soucasnosti slouzi HKG pii kalibraci v mnoha teoretickych 1 aplikovanych
studiich, v€etné klinické praxe. Jsou to tzv. referencni geny — geny, které se exprimuji
stabilné za vSech podminek experimentu. HKG jsou vSeobecné vyuzivany v semi-
kvantitativnich a kvantitativnich RNA analyzéach, Northen blot analyzach, RT-PCR a DNA
microarrayové analyze. Spravna volba referencniho genu je velmi dilezitd v kvantitativni
RNA analyze. Vlastnimu experimentu by méla predchazet pilotni studie, ktera pti stejnych
experimentalnich podminkéach otestuje stabilitu exprese nékolika moZnych referen¢nich

gend (Hellemans se sp., 2007).
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Metodu real-time PCR (RT-PCR) objevil v roce 1992 Higuchi se sp. (1992). Dnes je
povazovana za nejpiesnéjsi a nejspolehlivéjsi zplisob ovefeni tdaji ziskanych jinymi
metodami, napi. microarrayovou analyzou. Navic, iroven exprese nékterych gent je Casto
natolik mala, Ze RT-PCR je jedinou moZnou technikou, ktera je schopna tuto RNA detekovat.
Vyhodami RT-PCR jsou bezpochyby velka citlivost, detekce dynamického vyvoje hladiny
RNA, rychlost analyzy a ptesnost. Pro RT-PCR je potieba vybrat referencni gen s podobnym
Ct (cycle of treshold, prahovy cyklus) jako u cilového genu. S pomoci referenéniho genu lze
urcit miru variability vysledkl plynouci z chyb v technologii a pfi piipraveé vzorka. K tomu
se pouzivaji prevazné¢ HKG. Zaroven se doporucuje pouzit minimalné¢ dva HKG, jelikoz
vyuziti pouze jednoho ¢asto zptisobuje chyby pti vyhodnoceni vysledkd méfeni. Pii vétsim

poctu HKG jsou vysledky ptesnéjsi (Kozera a Rapacz, 2013).

Existuje nékolik algoritmt, které analyzou vysledka expresni analyzy vyhodnoti ze
seznamu pouzitych referenc¢nich gent ty nejvhodnéjsi (s minimalnimi zménami hladiny
RNA). Pomoci algoritmu GeNorm Ize pro kazdy referen¢ni gen urcit hodnotu jeho stability
M a rozptyl jeho Ct hodnot V, resp. jejich variaéni koeficient CV (coefficient of variation) za
vSech experimentalnich podminek. Optimalni hodnoty M a V jsou 0,5-1,0 pro M a 0,25-0,5
pro CV. Srostoucim poctem analyzovanych podminek a gend, hodnoty rostou
(Vandesompele se sp., 2002). Pro analyzu vétsiho poctu referenénich gend byl na bazi
GeNorm vyvinut software gBase. Tento program se sklada ze dvou moduld. Prvnim je
"qBase browser" pro spravu a archivaci dat a druhym "qBase Analyzer" pro zpracovani

prvotnich dat do biologicky smysluplnych vysledku (Hellemans se sp., 2007).

Tabulkovy procesor v Excelu, BestKeeper, byl také vyvinut pro nalezeni
nejstabilnéjSich HKG ze seznamu. Z deseti kandidatnich genli dokaze urcit ty nejvhodné;jsi
a zaradit je do indexu. Tento index mulZe byt ddle srovnavan s dalS§imi deseti geny, aby se
rozhodlo, zdali je dostatecn¢ stabilni (Pfaffl se sp., 2004). Podobny princip pouziva i
NormFinder (Andersen se sp., 2004).

V tinoru 2009 byly sepsany zakladni pokyny pro experimenty s qPCR. Zahrnuji
detailni seznam postup, které by mély byt dodrzovany. Tykaji se zejména piipravy vzorki,
manipulace s nimi, syntézy cDNA a analyzy dat. Hlavnim doporuc¢enim v téchto pokynech
bylo zvolit si vice nez jeden referen¢ni gen. Je zaroven nezbytné ovéfit, zda vybrané geny

vykazuji stabilni expresi v cilovych tkanich (Bustin se sp,. 2009).
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Vybérem referencnich gentll a redlnou stabilitou jejich genové exprese se zabyvala
studie Chapmana a Waldenstroma (2015). Z vysledk vyplynulo, Ze pramérny pocet
pouzitych HKG ve studiich je 1,23 (pocet studii = 128) a tedy pouze 13 % (17/128) studii
pouzilo vice jak jeden HKG pro normalizaci. Z analyzy nebylo evidentni, Zze by se pocet
pouzitych HKG s ¢asem zvySoval. Jenom 19 studii dokézalo, ze panel referen¢nich gent byl
testovan, aby byly nalezeny ty, které maji nejstabilnéjsi expresi. Studie, které HKG testovaly,
nakonec pouzily vice HKG ve svych vyzkumech nez ty které test neprovadély. Nejcastéji se
jako HKG pouzivaly ACTB (38 %), GADPH (37 %) a mén¢ Casto pouzivany byl gen pro
18S rRNA (12 %). Tyto tfi geny byvaji zvoleny s mnohem mensi pravdépodobnosti, pokud
je testovano vice referencnich gent. Zaroven bylo zjisténo, ze mnohem vice HKG bylo
testovano na stabilitu exprese u modelovych organisml neZ u nemodelovych. VétSina
vyzkumt byla provedena na ¢lovéku (38 %), na hlodavcich (22 %) a hospodatskych
zvitatech (19 %). Primérny pocet HKG testovanych z hlediska stability jejich exprese byl
9,53.

Potvrdilo se, Ze mySlenka univerzalniho referen¢niho genu je nesmysl. I pies to, Ze
ve vice nez 72 % studii (93 / 128) byly GAPDH, ACTB a 18S rRNA pouzity jako jediny
referenéni gen, nejsou tyto geny vhodné pro vSechny experimentalni podminky a typy
experimentt. (Chapman and Waldenstrom, 2015) Navic, vyuziti gent GADPH a ACTB je
zatiZzeno 1 vyskytem pseudogeni (zjist€no u ¢lovéka a mysi). Pseudogeny predstavuji dalsi
potencialni zdroj chyb béhem qPCR studii, vedoucich k nepfesnym vysledktiim (Sun se sp.,
2012).

4.1 Vybér vhodnych referen¢nich genii pro studie u kvasinek

Cilem studie Teste se sp. (2009) bylo vybrat vhodnou sadu referen¢nich genti pro
Saccharomyces cerevisiae, pouzitelnou pro analyzu genové exprese pii dlouhodobé
kultivaci. Navazali tak na podobné studie provedené u Candida albicans a Aspergillus
nidulans. Z databaze microarrayovych analyz (DeRisi se sp., 1997) a (Gasch se sp., 2000)
vybrali 8 geni s nejstabilnéjsi expresi pii kultivaci na glukoze. Tento soubor doplnili 0 5
gend bézné pouzivanych pii hodnoceni genové exprese u S. cerevisiae (ACT1, PDA1,
RDN18, IPP1 a TDH3). Funkce geni zminovanych Vv této studii i studii nasledujici je
uvedena v tabulce 4. Sledovali expresi vybranych 13 geni pii dlouhodobé kultivaci kmene
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s deleci TPS1 (defekt v syntéze trehalozy) v galaktdozovém médiu a také dvou nemutovanych
kment pfi kultivaci v gluk6zovém nebo galaktézovém médiu. Hladinu vybranych RNA
méfili v klicovych fazich vyvoje kvasinkové kultury, od pocatku exponencialni faze az do
dosaZeni stacionarni faze rstu (exponencidlni faze (respiro-fermentacni faze), diauxicky
shift, postdiauxicky shift (Cistd respirace), staciondrni faze -hladovéni). U vybranych
referen¢nich geni sledovali hodnotu Ct a jeji rozptyl mezi kultivacemi i v pribéhu jedné
kultivace (Teste se sp., 2009).

Stabilita exprese genti byla rovnéz hodnocena pomoci geNORM (Vandesompele se
sp., 2002). Z analyzy vyplynulo, ze geny ALG9, TAF10, TFC1, UBC6 a hlavné KRE11 patii
mezi nejstabilngj$i geny v testované kultufe, zatimco ACT1, IPP1 a TDH3 patii mezi
nejméné vhodné kandidaty na referen¢ni geny. Vybrané geny vykazovaly C: hodnoty v
rozpéti 20 — 30 cykll, zatimco Ci hodnoty RDN18 a TDH3 byly podstatné nizs$i (RDN18 8 a
TDH3 17 cykli). Stabilita exprese vybranych referenénich genti byla dale ovéiena rozborem
dat z dostupnych microarrayovych analyz. Autofi zjistili, Ze geny ALG9, TAF10, TFC1,
UBC6 vykazovaly mnohem ¢asté&ji hodnoty log. poméru exprese za dvou riznych podminek
blizké nule nez gen ACTL, tj. jejich exprese byla vyrovnangjsi. Tim potvrdili, ze vybrané
geny jsou kvalitni referencni geny. Déle GspéSné vyuzili sestavu 3 nejstabilnéjSich gent
UBC6, TAF10 a ALGY pii kvantifikaci exprese genii metabolismu glykogenu GSY2
(Glycogen Synthase), GPH1 (glycogen phosphorylase) a SGAL1 (Sporulation-specific
GlycoAmylase ) v zavislosti na fazi kultivace (Teste se sp., 2009).

Zajimavy piistup k identifikaci vhodné sestavy referen¢nich gent zvolili Cankorur-
Cetinkaya se sp. (2012). Analyzovali data 31 microarrayovych analyz, zahrnujicich vliv
doby kultivace na genovou expresi. Nejdiive pro kazdy experiment vybrali 100
nejstabilngjsich genti. Je piekvapivé, Ze ani jediny gen se neobjevil mezi 100 geny u vSech
analyzovanych souborii. TP11 a ACT1 byly ve stovce nejstabilngjSich v 81% piipadi. Autofi
vybrali 10 gent, které se vyskytly jako nejstabilngjsi ve vice nez 55% piipada (TPI11, ACT1,
TDH3, FBA1, CCW12, CDC19, ADH1, PGK1, GCN4 a PDC1). Pouze 2 geny z této skupiny
(ACT1 a TDH3) patiily mezi bézné pouzivané referen¢ni geny.

Jako alternativni pfistup pti identifikaci referen¢nich genti byla hodnocena stabilita

exprese gentl v nahodnych souborech, sestavenych kombinaci arrayovych dat pouzitych v
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pfedchozi analyze. Rozsah tohoto vyzkumu byl obrovsky: zahrnoval analyzu 5423
transkripti v 888 riznych casovych bodech (resp. kombinace ¢asu a konkrétnich podminek
experimentu). Soubor 100 nejstabilnéjSich gend z této analyzy mél Cv hodnotu (pomér
smérodatné odchylky a priméru expresnich hodnot) v intervalu 0,05 az 0,11. Zptisnénim
podminek pro Cv <0,07 bylo ze souboru vybrano 5 genti: TDH3, RPS26A, TPI1, CDC19 a
ARF1. Srovnani obou top-referencnich souborl je opét zardzejici: prekryv mezi nimi
predstavuji jen geny TDH3, CDC19 a TPI1. Podle autort studie lze za kvalitni referencni

geny povazovat vSech 12 genti, vybranych jednim z obou postupt.

Cilem treti analyzy bylo zjistit, které referencni geny jsou nejvhodnéjsi pro dané
podminky experimentu. Stabilita genové exprese vSech 12 genli byla hodnocena ve dvou
(redlnych) experimentech pomoci qPCR. Ze souboru byl vyfazen gen PGK1 kvili nizké
uc¢innosti qPCR (Cankorur-Cetinkaya se sp., 2012).

Nasledn¢, v prvnim experimentu byla sledovdana odpovéd’ na nahlé zvyseni
koncentrace amonnych iontl ke kultufe s limitujici koncentraci zdroje dusiku. Ve druhém
experimentu byla ke kultufe s nedostatecnym zdrojem uhliku néhle ptiddna glukéza. V obou
pripadech byla zndma o¢ekavana odpovéd’. Reakei na doplnéni amonnych iontli je snizena
exprese genu MEP2, kodujiciho vysokoafinitni pfenase¢ pro amonné ionty. Podobné, jako
odpovéd’ na piitomnost glukézy se snizi exprese genu HAP4, ktery koduje transkripéni
faktor aktivujici respiracni geny. Expresni hodnoty kandidatnich referen¢nich gent byly po
dvojicich hodnoceny korela¢nim koeficientem. Pfitomnost dvou geni s korelovanou
genovou expresi v souboru referen¢nich genti muze zkreslit data o genové expresi
testovanych gent (Vandesompele se sp., 2002). Ukazalo se, ze soubor kandidatnich
referen¢nich genli geny s korelovanou expresi obsahuje. V prvnim pokusu korelovala
exprese TDH3 a PDC1, ve druhém pokusu korelujicich genti bylo vic: exprese ARF1
korelovala s geny TP11 a CDC19 a exprese FBA1 korelovalas CCW12. Z toho je ziejmé, ze

1 korelace genové exprese zavisi na konkrétnich podminkach experimentu.

15



V dal§im kroku byl optimalizovéan pocet referencnich gent, které nejlépe ptispéji k
dosazeni ocekavané expresni odpovédi u gent MEP2 a HAP4. Vysledky nejlépe vystihuji
grafy 4 a 5. Pro prvni experiment byly jako optimalni sestava vybrany geny FBA1, TDH3,
CCW12 a ACT1, ve druhém experimentu geny TPI1, FBAL, CDC19 a ACT1 (Cankorur-
Cetinkaya se sp., 2012).

*\ g ACTA
FBA1-ACT1
=== FBA1-TDH3-ACT1-CCW12

P i Y

sS 20\7\ 40(’\ 60(h 8"’1 1 6(!‘\ 24(7‘ 32ﬂ0 1 st 2nd 3r0 4{71 slh
sec sec sec min min min min hr hr hr hr hr
Cas od zvy3eni koncentrace amonnych ionth

Relativni exprese MEP2

Graf 5: Vyvoj exprese MEP2 v reakci na zvyseni koncentrace amonnych iontii; osa x: doba kultivace po ptidani
amonnych iontl, osa y: relativni exprese MEP2. Z grafu je zfejmé, Ze tradi¢n€ pouzivany referenc¢ni gen ACT1

nelze pouzit pro normalizaci expresnich dat za danych podminek experimentu (Pfevzato z Cetinkaya se sp.,
2012).
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Graf 6: Vyvoj exprese HAP4 v reakci na zvySeni koncentrace glukozy, osa x: doba kultivace po ptidani glukézy,
osay: relativni exprese HAP4. Z horniho grafu je ziejmy pozitivni vliv zvySujiciho se poctu referencnich genti:
ocekavana odpoveéd exprese HAP4 byla nalezena po normalizaci dat pomoci kombinace 4 genti: TPI1-FBAL-
CDC19 a ACT]1. Graf C ukazuje srovnani normalizované exprese HAP4 s jinymi variantami referen¢nich
gentl. THD3 je b&Zné pouzivany referenéni gen, dvojice ARF1-CDC19 méla nejstabilngjsi expresi v souboru
vybranych referen¢nich genu, avsak tyto dva geny maji koncentrovanou expresi (Prevzato z Cetinkaya se sp.,

2012).

Z toho vyplyva, ze volba vhodnych referen¢nich gent i jejich poétu predstavuje
kriticky bod expresnich analyz. Zaroven je jasné, zZe 1 po predchozim, velmi peclivém vybéru
optimalnich referen¢nich geni je nezbytné ovéfit, zda je exprese téchto genti stabilni 1 za

danych podminek experimentu.
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Nazev

ARF1

IPP1

PDA1

RDN18

RPS26A

Molekularni funkce
GTPase acivity
Inorganic diphosphatase activity
Pyruvate dehydrogenase activity
Structural constituent of ribosome

Sructural constituent of ribosome

Biologicka funkce
Transport, macroautophagy
cell growth
Pyruvate metabolism

Translation

Cytoplasmic translation,rRNA export
from nucleus

ALG9

FPR2

HEM?2

KRE11

RPN2

TAF10

TFC1

UBC6

Mannosyltransferase activity

Membrane-bound peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase activity

Porphobilinogen synhase activity
Unknown
Protein binding, bridging
RNA Pol Il transcription factor activity
RNA Pol 11 transcription factor activity

Ubiquitin-protein ligase activity

Protein amino acid glycosylation
Unknown
Heme biosynthesis

ER to Golgi vesicle-mediated transport

Ubiquitin-dependent protein catabolic
process
Transcription initiation and chromatin
modification
Transcription initiation on Pol 111
promoter

ER-associated protein catabolic proces

ACT1c
ADH1c
CCW12¢
CDC19c
FBAlc
GCN4c
PDClc

PGK1c

TDH3c

TPI1c

Actin, Sructural constituent of cytoskeleton
Alcohol dehydrogenase (NAD) activity
Structural cintituent of cell wall
Pyruvate kinase activity

Fructose-bysphosphate aldolase activity

Chromain binding, sequence-specific DNA
binding

Pyruvate decarboxylase activity
Phosphoglycerate kinase activity

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(NAD+) activity, RNA binding

Triose-phosphate isomerase activity

cell polarity, cell division

Ethanol biosynthetic process involved in
glucose fermentation to ethanol
Agglutination involved in conjuration
with cellular fusion
Glycotic process, pyruvae metabolic
process

Gluconeogenesis, glycolytic process

Negative regulation of transcription from
RNA plymerase Il promoter
Pyruvate metabolic process, trytophan
catabolic process

Gluconeogenesis, glycolytic process
Glycolysis & Gluceoneogenesis

Glycolytic process

Tabulka 4: Funkce kandiddtnich referencnich gemi. Udaje byly ziskany z databaze genomu S.
cerevisiae (SGD). Geny zvyraznéné tuénym pismem byly vybrané analyzou Teste se sp. (2009).
Geny vybrané studii Cetinkaya se sp. (2012) maji index ¢ za nazvem genu. Ostatni geny jsou bézné
pouzivané jako kontrolni geny pro studie u kvasinek.
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Huisinga a Pugh (2004) ukazali, Ze genom kvasinek mize byt regulovan dvéma
zpusoby. Exprese malé ¢asti gent (10 %) je ovlivnéna riznymi stresory a je vysoce
regulovana chromatinem, TBP (TATA binding protein, TATA vazebny protein) a RNA
polymeraza Il regulatory. Druhy typ gent Ize zatadit do HKG (90 %). Tyto geny jsou celkové
méné regulované, jejich exprese je stabilni a jejich produkty maji podobnou funkei jako u

ostatnich organismi (syntéza proteind, rust buiiky a zakladni funkce metabolismu).

3.2 Vybér vhodnych referen¢nich geniu pro studie u Arabidopsis thaliana

Husenic¢ek (Arabidopsis thaliana) je oblibena modelova rostlina z celedi
brukvovitych. Pfedpoklady pro ur¢eni nejvhodnéjsich referen¢nich genti k normalizaci byly
splnény v podob¢ databaze ziskané pomoci Affymetrix ATH1 GeneChip s 23500 geny
(Redman se sp., 2004). Shrnuje data o urovni transkripce gent za riznych vyvojovych a
environmentalnich podminek, u 79 pletiv, organt, riznych ontogenetickych stadii i riznych
genotypu, pii pusobeni ruznych abiotickyché stresort (chlad, osmoticky tlak, salinita,
oxidativni stres a teplotni vykyvy). Analyzy zahrnuji i pisobeni biotickyché stresort,
ptedevsim fytopatogennich bakterii a hub.

Czechowski se sp. (2005) srovnanim expresnich dat z databazi, doplnénych o vlastni
analyzy vybrali 18 novych genti vhodnych pro normalizaci expresnich dat u A. thaliana.
Expresi sledovali v zavislosti na vyvojovém stadiu ¢i organu, abiotickych stresech,
dostupnosti Zivin, osvétleni atd. Zjistili, Ze rozdily v expresi genll zplisobuji pfedevsim riizna
vyvojova stadia, priméru se nejvice vymykaji pylova zrna a semena. Pro rtizné podminky
experimentu vybrali sestavu 100 genl s nejmensimi vykyvy v genové expresi. Ve studii dale
zkoumali rozdily v normalizované genové expresi pii 101 riznych podminkach experimentu
U gent, které se tradicné pouzivaji, a gend, které vybral Czechowski se sp. Exprese
vybranych geni byla 10 — 20 % ve srovnani s tradicné pouzivanymi geny, jak ukazovaly
velké rozdily v hodnotach Ct (8-12 u tradi¢nich gent, 12-24 u nové vybranych genti). U
gentl vybranych na zéklad¢ hodnoceni expresnich hodnot v databazich bylo provedeno jejich
ovéteni u 20 ndhodnych vzorkii cDNA. Piikladem z 18 nové vybranych genli jsou geny
TIP41-like family protein, PP2AA3, PP2A-1, At4g33380 nebo MON1 (Tabulka 5,
Czechowski se sp., 2005).
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Zkratka genu Cely nazev Molekularni funkce Biologicka funkce
TIP41-like X X X
family protein
PROTEIN protein phosphatase type 2A regulation of
PP2AA3 PHOSPHATASE 2A regulator activity phosphorylation
SUBUNIT A3
PROTEIN metal ion binding, protein protein
PP2A-1 PHOSPHATASE 2A-1 | serine/threonine phosphatase dephosphorylation
activity
At4933380 Neznamy protein X X
MON1 MONENSIN X vesicle-mediated
SENSITIVITY1 transport

Tabulka 5: Piehled referen¢nich gent u A.thaliana vybranych ve studii Czechowski se sp. (2005),
data byla stazena z datab4aze www.arabidopsis.org.

Wang se sp. (2014) porovnali funkci stejnych HKG u diploidnich a tetraploidnich
rostlin Arabidopsis thaliana. K analyze vyuzili data stazena z Gene Expression Omnibus
(GEO) a sadu 5 tradi¢né pouzivanych a 16 nové vybranych gent, diive ur¢enych pomoci
microarrayovych dat u diploidni A. thaliana. Stabilita téchto 21 gent byla posouzena pomoci
programli GeNorm a NormFinder. Ackoli se tyto referen¢ni geny projevovaly jako vhodné
u diploidni A. thaliana, v pfipad¢ tetraploidnich rostlin tomu tak nebylo: 7 z 21 gent
(AT1G62930, AT5G55840, AT4G38070, AT5G15710, AT3G53090, AT2G32170 a
AT5G1224) (Tabulka 6) s nizkou hodnotou RPKM (pocet fragmenti (readt) specifického
genu na kilobazi délky jeho transkriptu na milion mapovanych fragmentt (readi)) u
diploidni A. thaliana nebylo detekovano u vSech tetraploidnich rostlin, takze tyto geny
nebyly pro tetraploidni rostliny vhodné pro normalizaci a byly vyfazeny. Pomoci statistické
analyzy u zbyvajicich 14 gent zjistili, Ze 6 genl vykazovalo vyrazny rozdil v intenzité
transkripce mezi diploidnimi a tetraploidnimi rostlinami. Nejstabilngj$im genem byl u
tetraploidl gen AT5G46630. Vysledky analyzy dokumentuje graf 6. Ze studie vyplyva, Ze je

nutné vytvorfit samostatnou sadu HKG pro tetraploidni rostliny A. thaliana.
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Graf 6: Hodnota M pro gen x je mirou nestability exprese genu x. Cim nizsi je

tato  hodnota, tim stabilngj$i je jeho exprese v  porovnani s  ostatnimi
geny v testovaném souboru 14 vybranych HKG u tetraploidnich rostlin A. thaliana. (Pfevzato z Wang
se sp., 2014).
Oznaceni | Zkatka Cely nazev Funkce
RNA PROCESSING ;
MRNA processing
AT1G62930 | RPF3 FACTOR 3
Pentatricopeptide repeat-
AT5G55840 X containing protein X
At5055840
DNA binding, transcription factor
AT4G38070 X X activity
ligase activity, ubiquitin-protein
BIQUITIN-PROTEIN - :
AT3G53090 | UPL7 UBIQU o transferase activity, cellular protein
LIGASE 7 e .
modification process,
AT2G32170 | EXPRS « methylation, m_et_hyltransferase
activity
AT5G15710 X X X

Tabulka 6: Prehled referencnich genii u A.thaliana, které musely byt ze seznamu vytazeny, jelikoZ
nebyly detekovany u vSech tetraploidnich rostlin i pfes to, ze u diploidni A. thaliana byly oznaceny

jako vhodné

referencni

www.arabidopsis.org.

geny (Wang se sp.,
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4.3 Vybér vhodnych referen¢nich gent pro studie genové exprese u
lidskych nadoru

Studie genové exprese jsou velmi diilezité napft. pii stanoveni diagnézy U nadorovych
onemocnéni. | v piipade téchto specificky zamétenych expresnich analyz se pouzivaly stale
stejné housekeeping geny. ProtoZe neni zaveden standardni postup a sestava referencnich
gentl, je obtizné az nemozné ziskana data porovnavat. Spatna volba referenéniho genu miize
vést k chybnému porovnani genové exprese, jak tomu bylo napiiklad u vySe zminéné studie
se S. cerevisiae. Studie Sharan se sp. (2015) se zabyvala nalezenim vhodnych geni rozborem
monografii zabyvajicich se genovou expresi U tfinacti nejrozsitenéjSich nadorti u clovéka.
Autofi zjistili, Ze ve tfinacti studiich odliSnych typt lidské rakoviny bylo pouzito 50 riznych
HKG. Po rozboru dostupnych analyz doporucili kombinovat gen PPIA (peptidylprolyl
isomerase A) s 2-3 geny ze skupiny GADPH, ACTB, HPRT, TBP (Sharan se sp., 2015).
Piikladem pouzitych studii je studie McNeill se sp., ktefi hledali referen¢ni geny pro
rakovinu prsu a jako nejstabilnéjsi geny zvolili MRPL19 a PPIA. (McNeill se sp., 2007) U
rakoviny ledvin byly doporuéeny jako nejvhodné&jsi HKG PPIA a TBP (Jung se sp., 2007).

4.4 Rakovinné kmenové buriky a housekeeping geny

Rakovinné kmenové bunky (CSC, cancer stem cell) maji zvlastni rysy. Lisi se
rychlosti ristu, adhezivitou i metabolismem. Lze u nich proto ocekavat i rozdily v genové
expresi n¢kterych HKG, napt. u ACTB, a proto je dulezité urcit pro né nejvhodnéjsi HKG
pro normalizaci dat z gRT-PCR.

Lemma se sp. (2016) srovnavali stabilitu exprese 15 bézné pouzivanych HKG u
kmenovych bunék sarkomi a karcinoma. Stabilita exprese HKG byla stanovena za pomoci
softwaru NormFinder a GeNorm a porovnéna s variacnim koeficientem. Hodnota stability
pro NormFinder a hodnota M pro GeNorm nepiimo umérné koreluji se stabilitou exprese
HKGs. Vsechny kandidatni HKG méli M hodnotu niz$i nez je prahova hodnota 1.5, coz
naznacovalo, ze vS§echny mohou byt s ohledem na jejich stabilitu pfijatelné (Vandesompele
se sp., 2002). Tti nejstabilngjsi geny pro CSC za pouziti NormFinder byly GAPDH, PGK1
a HMBS, pii pouziti GeNormu YWHAZ, GAPDH a TBP. Nejstabiln¢jsi HKG v

nekmenovych rakovinnych bunkach stanovené pomoci NormFinder byly geny pro 18S
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rRNA, TBP, PPIA . Pomoci GeNormu vyhodnotili jako nejstabilngjsi geny pro PPIA a 18S
rRNA. Ve vysledku zjistili, ze geny TBP, YWHAZ, PPIA a HMBS (Tabulka 7) jsou
nejstabilnéjsi HKG pro porovnani mezi CSC a rakovinnymi buiitkami a ze pro spolehlivou
analyzu je tfeba pouzit alespon 4 referencni geny. Zminuji, ze specifické HKG jsou vhodné

jen pro specifické typy nadort, jako jsou sarkomy a karcinomy (Lemma se sp., 2016).

Zkratka genu Cely nazev Funkce
TBP TATA Box Binding Protein | General RNA polymerase Il transcription factor.
Tyrosine 3-
Monooxygenase/Tryptophan Belongs to the 14-3-3 family of protein which
YWHAZ . . .
5-Monooxygenase mediate signal transduction

Activation Protein, Zeta

Isomerase involved in the cis-trans isomerization

PPIA Peptidylprolyl Isomerase A ) T )
of peptide bonds in oligopeptides

Hydroxymethylbilane

HMBS Synthase

Third enzyme in the heme biosynthetic pathway

Tabulka 7: Zvolené geny urcené k porovnani mezi CSC a nekmenovymi rakovinnymi burikami.

5. Funkce housekeeping genu

HKG jsou zodpovédné za udrZzovani zakladnich a Zivotné dileZitych funkci bunky,
nezavisle na tkani, ve které se buiika nachazi. To je jeden z divodi, proc¢ se ocekava, ze jsou
HKG exprimované ve vSech bunkach organismu nezavisle na podminkach nebo stadiu

vyvoje (Eisenberg a Levanon, 2013).

Prekvapivé rozdily mezi jednotlivymi studiemi, které se zaméfily na hledéani
konkrétnich HKG, vedou ke kacitskym otazkam, zda skupina HKG vibec existuje (Zhang
se sp. (2015): ,,Do Housekeeping Genes Exist?*‘). Podle Zhang se sp. (2015) HKG pfeci jen
existuji, ale je tteba zménit jejich definici. VétSina HKG nalezenych a ovéfenych v posledni
dobé je exprimovana pouze ve vEtSiné tkani pifi ur€itych podminkach daného prostiedi,
s nizkou urovni exprese namisto toho, aby byly exprimované hojné ve vSech tkanich.
V souvislosti s post-transkripénimi a post-translacnimi Upravami, které vyrazné zvysuji
diverzitu genovych produkti, je tieba zvazit, zda neni vhodnéjsi definovat housekeeping

funkce misto konkrétnich gent (Zhang se sp., 2015).
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Cilem studie Zhu se sp. (2008 a) bylo zjistit, jaky podil gent z lidského genomu
predstavuji HKG. Srovnavali proto expresni databdze EST a microarrayovych analyz
nového typu (s 13986 geny) transkriptomu u ¢lovéka. Z jejich analyzy vyplynulo, ze EST
databaze zahrnovaly jen omezeny pocet tkani a nejsou proto kompletni Jejich vyhodou vSak
byl vyssi zachyt genli z 1 vzorku, nez je tomu u microarrayovych analyz. Autofi ¢lanku se
ptiklanéji k ndzoru, ze housekeeping geny nelze definovat jako geny se stabilni expresi ve
vSech tkénich, ale spiSe podle jejich funkce. Proto na zéklad¢ databazi Reactome a KEGG
sestavili soubor HK408 (Tabulka 8) obsahujici seznam gent, jejichz produkty zarucené

zajistuji housekeeping funkce.

Do svého seznamu zaradili geny, jejichz produkty se podileji na transkripci, translaci,
jaderném transportu a proteolyze (Tabulka, Zhu se sp., 2008 a). Z tabulky je ztejmé, Ze pouze
u genil s o¢ekavanou vysokou urovni exprese je detekéni citlivost mikroarrayové analyzy
dostate¢na k jejich zachytu. To zptsobilo velké rozdily v piivodnich a souc¢asnych odhadech

poctu HKG a potazmo i pii popisu jejich vlastnosti.

Vycet spolehlivych funkci HKG uvedeny v tabulce (Tabulka 8) jisté neni kompletni.
Pokud se podivame na funkce spolehlivych referen¢nich gent u kvasinky Saccharomyces
cerevisiae nebo rostliny Arabidposis thaliana (Tabulky 4; 5 a 6), Ize k témto funkcim pfitadit
napft. bunécné déleni, glykolyzu, biosyntézu hemu, regulaci fosforylace, metylaci a mnoho
dalSich. Sekvenovanim RNA a EST analyzami se do souboru HKG zaradili i DNA sekvence,
jejichz biologicka funkce je zatim neznama. To se tyka pievazné A. thaliana, zatimco
referencni geny pro S. cerevisiae jsou v tomto ohledu az na vyjimky mnohem Iépe

prostudované.

Zhu se sp. (2008 a) pomoci souboru HK408 testovali vlastnosti microarrayové a EST
analyzy. Predpokladali, Ze u dobie provedené expresni analyzy by vSechny geny ze souboru
HK408 mély byt zastoupeny v analyzovaném souboru bez ohledu na typ tkané€. U EST dat
to platilo u 13 tkani z 18 (u 5 tkani byl proveden jen maly pocet analyz). Pfi microarrayovych
analyzach byla niz8i detek¢ni schopnost, kterd vedla k absenci gent s nizkou expresi v
microarrayovych souborech. To se tykalo napf. transkripénich faktor. U obou typt analyz

vSak byla vétSina genil ze souboru HK408 exprimovana ve vSech 18 analyzovanych tkanich.

ProtoZze pomoci EST analyzy Ize nalézt 93% genii ze souboru HK408 exprimovanych

nejméné v 16 tkéanich z 18, autofi odhaduji, Ze pocet housekeeping gent v genomu ¢loveka
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definovanych jako ,.exprimovany nejméné v 16 tkanich* odpovida rozpéti 3140 az 6909
gent (s klesajici mirou falesn¢ negativnich gent, ,,false negative®). U microarrayovych
analyz bylo 58,5 % genli z HK408 exprimovanych nejméné v 16 tkanich. Podle
microarrayovych analyz by pocet HKG byl 1206-2403. Ptekvapivy vysledek poskytuje
vzéjemné porovnani obou souborit HKG. Soubor EST s 6909 HKG obsahuje 71 % gent
nepiitomnych v souboru microarray s 2403 HKG, obracené je ¢islo nizsi, pouze 17 %.
Soubor EST obsahuje témét vSechny geny z predchozich analyz HKG, provedenych pomoci
microarray (Warrington se sp., 2000, Hsaio se sp., 2001). Ze srovnani tedy vyplyva, ze EST
analyzy pfinaSeji konzistentngj$i data nez microarrayové analyzy a pocet HKG je

pravdépodobné mnohem vyssi, nez jsme pivodné ¢ekali (Zhu se sp., 2008 a).

Function Pathway/Complex * # Genes MAIB® MAIS ESTIA ESTI&
Transoription Transcription pre-initiation comples 40 3 13 Iz 18
Baszal transcription cl-ung:l:[u;n faotor |7 L] 7 5 15
Capping, splicing and polyadenylation 9 421 55 s 6
Transpart Muchear pore complex Fol | 4 o 16
Transhation Basal translacion facoor ar 0 1B 30 Era
tRAMNA synthetase 0 4 13 9 il
Cytosolic ribosome a8z " 1 7B 8l
Proteolysis Ubsiquitin mediated proteodysis 45 8 12 12 40
Proteasome 43 7 156 3l 41
Taotal 408 182 1318 TR iy

Tabulka 8: Funkcni klasifikace HK408 genii. Sloupec Genes ukazuje celkovy pocet HKG. Sloupec
Mal8 (microarray) reprezentuje vysledny pocet HKG vyskytujici se ve vSech 18 tkanich, Mal6 pocet
HK vyskytujicich se v 16 z 18 tkani. To samé plati pro EST18 a EST1 (Ptevzato z Zhu se sp., 2008

a).
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6. Zavér

Pojem housekeeping gen je znamy jiZz polovinu stoleti, av§ak dodnes se vedou spory o jeho
ptesné definici. Studie vénované HKG rozebiraji n€kolik zasadnich otdzek. Jaky podil genomu
predstavuji HKG? Jsou kompaktni? Je jejich exprese za vSech okolnosti stejnd? Jsou jejich sekvence
konzervativni? Tou hlavni vSak je - zda viibec existuji? Zhang se sp. (2015) na ziklad€ rozsahlé
analyzy dostupnych expresnich dat navrhuji pdvodni definici HKG upravit. Je totiz
nepravdépodobné, Ze Ize najit geny, které budou mit ve vSech 200 typech tkani u ¢loveka stejnou
uroveil exprese v prub&hu celého ontogenetického vyvoje a nezavisle na dalSich podminkéach

prostfedi apod. Navrhuje zavést termin housekeeping funkce misto housekeeping gen.

Celkovy pocet HKG v organismech nebyl dosud urCen. Vysledky star§ich vyzkumu,
zabyvajici se poctem lidskych HKG, se pohybovaly v poctu okolo 500 HKG, avsak shodujicich se
genll mezi nimi bylo vyznamné malo. Studie Zhu se sp. (2008) predpoklada existenci az 6900 genti.
Ve srovnani se star§imi studiemi tento soubor zahrnuje geny s nizkou tUrovni exprese a nékdy i
s dosud neznamou molekularni a biologickou funkci. Hledani HKG je velmi zavislé na citlivosti

pouzité¢ metody, poctu genil, které lze detekovat i poctu tkani a podminek, které jsou testovany.

Housekeeping geny s vysokou tirovni exprese jsou v souladu s tzv. ekonomickou hypotézou
a Ize je oznadit jako kompaktni (Vinogradov se sp., 2004). Z jinych studii vSak vyplyva, Ze intenzita
genové exprese negativne koreluje predevsim s délkou intrond, ale nezavisle na tom, zda se jedna o

HKG nebo TSG (Rao se sp., 2010).

Nezavislé evoluéni studie potvrdily, ze HKG jsou vyvojové starsi nez TSG (Zhu, se sp., 2008
b). Je rovnéz potvrzeno, Ze frekvence nesynonymnich substituci je v této skuping az 2x nizsi nez u

TSG (Zhang a Li, 2004).

Specifickou skupinou HKG jsou tzv. referen¢ni geny, které se — dle doporuceni nejlépe ve
vétsim poétu - pouzivaji pfi normalizaci dat v kvantitativnich studiich genové exprese. Stabilita
genové exprese U HKG za riznych podminek je dilezitym faktorem, ktery urcuje, zda jsou vhodnymi
referen¢nimi geny. K urceni stability byly vyvinuty programy jako GeNorm nebo NormFinder. Volba
vhodnych referencnich genli zasadné ovliviiuyje interpretaci vysledkll experimentu i klinického

vysetieni.

Studie HKG byly provedeny i nékterych modelovych organism@, napf. u mysi,

Saccharomyces cerevisiae, Arabidopsis thaliana nebo Gallus gallus.
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