Erratum

Str. 27 Také kardiomyocyty mysi, u kterych byl streptomycinem.. opraveno na: Také

kardiomyocyty mysi, u kterych byl streptozotocinem...

Kapitola 3.2.3 (str. 38) je totozna s kapitolou 3.2.5 (str. 39)
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4.1 Méreni koncentrace RNA

Tabulka ¢. 4 shrnuje naméfené koncentrace a Cistoty RNA izolované z lymfocyti periferni krve
pomoci TriReagentu a po oSetfeni RNA DNasou. Vzorky jsou zobrazeny v potadi, v jakém byly
zpracovany. Celkovy soubor ¢ita 188 wvzorkd, 19 bylo pouzito na wvnitini standard
(¢. 85-103), izolace RNA byla opakovana u 4 vzorkl pacientii s vice odbéry z diivodu vysokych
hodnot Ct referencnich gent (vzorek ¢. 75 byl zopakovan jako vzorek s ¢. 183, vzorek ¢. 74 jako

¢. 184, vzorek €. 67 jako ¢. 182 a vzorek ¢. 150 jako €. 175)

Tabulka ¢. 4: Namérené koncentrace a €istoty RNA izolované z lymfocyti a po

oSetieni DNasou pro v§echny vzorky

v Izolovana RNA z lymfocyti RNA po oseti‘eni DNasou
Cislo | Skladovani Odbér Crna | PomérA | PomérA | Cryy | Pomér A| Pomér A
vzorku | lymfocyti [ng/ul] | 260/280 | 260/230 | [ng/ul] | 260/280 | 260/230
6%* suspenze K 125,5 1,98 0,79 84,9 1,88 0,68
7 suspenze K 477,7 1,98 1,00 260,4 1,92 0,98
10 suspenze O-MX | 966,4 1,96 2,11 218,7 1,94 1,65
12 suspenze O-MX | 381,6 1,96 1,81 202,4 1,92 1,47
13 suspenze O-MX | 512,7 1,93 0,94 275,9 1,90 0,92
14 suspenze O-MX | 311,6 1,91 2,26 140,1 1,91 1,56
15%* peleta K 350,0 1,81 1,55 179,7 1,89 1,30
16%* peleta K 221,5 1,74 0,95 108,0 1,82 0,72
17%* peleta K 4257 1,75 0,92 194,6 1,77 0,76
18 suspenze K 212,9 1,80 1,85 82,3 1,93 1,30
19 suspenze K 107.9 1,73 1,95 53,2 1,93 0,77
20 suspenze K 518,0 1,91 2,21 286,5 1,97 1,81
21 suspenze K 553,3 1,89 1,58 224.0 1,95 1,62
22% suspenze K 59,4 1,82 0,50 nd
23 suspenze A-M6 | 290,5 1,79 1,94 133,9 1,77 0,92
24 suspenze O-M6 | 251,9 1,79 1,90 94,4 1,98 1,46
25 suspenze K 562,2 1,94 2,06 258,2 1,97 1,70
26 suspenze A-MO | 2389 1,79 1,92 104,1 1,91 1,22
27 suspenze O-MX | 291,0 1,77 2,09 132,5 1,94 1,54
28 suspenze A-MO | 2292 1,73 2,18 92,1 1,91 1,50
29 suspenze O-M6 | 3572 1,78 2,04 162,4 1,91 1,36
31 suspenze O-MX | 355,5 1,79 1,95 153,6 1,93 1,49
32 suspenze O-M6 | 1454 1,70 0,53 65,8 1,80 0,38
33 suspenze O-MX | 299,2 1,66 0,62 69,9 1,52 0,32
34* suspenze O-MX 18,7 1,65 0,22 nd
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Pokracovani tabulky ¢. 4

184 peleta 0O-MO 437,0 1,93 2,24 230,8 1,94 1,78
8 suspenze O-M6 11953 2,01 1,82 199,1 1,93 1,40
71 suspenze | O-M12 385,2 1,79 1,50 194,3 1,89 1,31
65 suspenze O-MO 299.4 1,94 1,76 104,9 1,84 1,07
9 suspenze 0O-M6 299.4 1,94 1,76 129,7 1,86 1,31
154 suspenze | O-M12 239,6 1,77 1,61 142,3 1,87 1,25
73 suspenze 0-M0 226,8 1,59 0,82 104,2 1,88 1,16
11 suspenze O-M6 667,4 1,91 1,32 356,7 1,89 0,98
70 suspenze | O-M12 363,1 1,50 0,75 52,5 1,55 0,27
178 suspenze 0O-M6 251,1 1,80 2,01 166,6 1,89 1,42
186 peleta A-M6 330,8 1,95 1,90 239,5 1,89 1,27
182 peleta O-M0 258,5 1,86 1,85 155,2 1,92 1,49
30 suspenze 0-M6 5249 1,78 1,77 268,6 1,90 1,48
106 suspenze | O-M12 283,8 1,82 2,17 132,5 1,85 1,50
170 suspenze | A-M12 393,2 1,79 2,03 200,0 1,88 1,58
152 suspenze O-M0 487,2 1,77 2,09 2543 1,88 1,57
62 suspenze 0-M6 550,7 1,87 1,26 265,7 1,56 0,38
155 suspenze | O-M12 328,5 1,78 1,83 164,1 1,86 1,41
110 suspenze 0-MO 252,77 1,78 2,13 146,0 1,90 1,48
179 suspenze O-M6 358,3 1,81 1,92 183,9 1,89 1,50
177 suspenze A-M6 393,6 1,97 1,70 214,5 1,93 1,47
175 peleta A-MO 232,5 1,81 1,37 142,6 1,89 1,13
176 suspenze A-M6 370,1 1,81 1,72 191,1 1,87 1,40
173 suspenze | O-MX 169,6 1,78 2,03 95,3 1,88 1,41
185 suspenze 0-M6 388,7 1,80 1,69 201,0 1,88 1,39
187 suspenze K 163,9 1,7 1,36 101,8 1,71 1,33
188 suspenze K 374,9 1,82 2,18 201,2 1,88 1,48
189 suspenze K 213,2 1,8 1,18 129,3 1,85 0,95
190 suspenze A-MO 276,7 1,97 1,18 157,5 1,87 0,98
191 suspenze K 113,5 1,96 1,24 73,6 1,87 1,17
192 suspenze K 331,1 1,81 1,47 194,7 1,88 1,51

* takto oznacené vzorky byly pro nizké vytézky izolované RNA vytazeny (vzorky €. 34, 151, 164)
** takto oznacené vzorky kontrol byly z divodl vysokych hodnot Ct referen¢nich genil z analyzy
softwarem GenEx (Multid, Svédsko) vyfazeny (vzorky ¢. 6, 14, 15, 16)

Meéfteni probihalo na pfistroji Spektrofotometr NanoDrop — 2000 Spectrophotometer — Thermo
Scientific (USA).

Zkratky: O-MO - obézni dospé€ly po redukci vahy, prvni navstéva, O-MX - obézni dospély
s maximalni télesnou hmotnostni, prvni odbér, O-M6 - obézni dospély 6 mésici po zméne
stravovaciho rezimu, O-M12 - obézni dospély 12 meésici po zméné stravovaciho rezimu,
K — dospéla kontrola, A-MO - obézni dospivajici pti prvni navstévé, A-M6 - obézni dospivajici 6
meésict po prvni navstéveé po zméné stravovaciho rezimu A-M12 - obézni dospivajici 12 mésict po

zmén¢ stravovaciho rezimu, AK — dospivajici kontrola, peleta — izolované lymfocyty uchovavané




bez TriReagentu, suspenze - lymfocyty rozpusténé a uchovavané v TriReagentu,

Crva— koncentrace RNA, 4 — absorbance, nd — nebylo provedeno, nd — nebylo odebirano.
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4.2 Hodnoty Ct a relativni genova exprese

Ukazka kalibracni kiivky exprese genu OGT slozené ze vzorkli dospivajicich pacientt i kontrol
vznikla dvojkovou fedici fadou. Kazdd kiivka (vzdy v duplikdtu), kterd md unikatni barvu,
znazoriiuje polovicni zfedéni oproti pfedchozimu vzorku. Z kazdé tady kalibracnich kfivek pro
jednotlivé geny byly odecteny hodnoty ,,baseline* a ,,thresholdu®, které byly pfifazeny jednotlivym

vzorktim v sérii. Softwarem GenEx (Multid, Svédsko) byla pak uréena uéinnost reakce pro kazdy

gen.
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Graf ¢. 1: Ukazka kalibraéni kiivky pro sledovany OGT (A) a referen¢ni gen PSMB6
(B) zavislost rozdilu fluorescence na cyklu

Meéifeno na pristroji 7300 Real Time PCR System - Applied Biosystem (USA), zobrazeno
v softwaru 7300 System SDS Software - Applied Biosystems (USA) Zkratky: OGT — gen pro N-
acetylglukosaminyltransferasu, PSMB6 - gen pro podjednotku beta proteasomu 208,

Rn — normalizovana fluorescence


https://www.thermofisher.com/order/catalog/en/US/adirect/lt?cmd=catProductDetail&showAddButton=true&productID=4350814&_bcs_=H4sIAAAAAAAAALVRwWrDMAz9Gl9mWpyEZOmxa%2BgYG11ptt1NoiQGuy622pC%2Fn9wuWWGlt4HRkxRZ%0Afu9lFjGRb52tjxV6zuKMl%2BBOqgJ%2Fp98hHjxLlixe0%2Bn7fo4dOGMb5QnnlTXUPnoKsKfQWQME1tX0%0AsUOjaQWLk3BEju4IoRaPgiASEU2mi4WIHqgsbYO9dMDlvuaFahVKzUu0Trbww%2BM%2BjWSZi%2FFpwkrS%0AAtuOxD5LCrJWDiqkTCNL1pWpWVK8fD1vaLhQ%2FqDlsJIIrXUD2UDNVxho4szxWkgjtb%2BthDATUZ4v%0AgqQdSD37UAb4drXjo8B%2FFfMrpMRB06%2FIQnnJk6JU%2B1bDG5xA39J5YU6d9y1VjdIYHs8uSdizkSas%0AmXSxOI2fSNsZJ33jDZo8O5NO3qTX7vxx8xuzCb03oAIAAA%3D%3D&returnURL=http%3A%2F%2Fwww.thermofisher.com%3A80%2Forder%2Fcatalog%2Fen%2FUS%2Fadirect%2Flt%3Fcmd%3DcatDisplayStyle%26catKey%3D601889%26OP%3Dfilter%26filter%3D101%252F59901%252F601889*
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Ukazka kalibracni kiivky exprese genu MGEAS, resp. HPRTI slozend ze vzorkd dospivajicich
pacientl i kontrol vznikld dvojkovou fedici fadou. Kazda kiivka (vzdy v duplikatu), kterd ma
unikatni barvu, znazoriiuje polovicni ziedéni oproti predchozimu vzorku. Z kazdé fady
kalibracnich ktivek pro jednotlivé geny byly odeéteny hodnoty ,,baseline” a ,thresholdu®, které

byly ptitazeny jednotlivym vzorkiim v sérii. Softwarem GenEx (Multid, Svédsko) byla pak uréena
ucinnost reakce pro kazdy gen.
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Graf ¢. 2: Kalibracni krivka genu sledovaného genu MGEA5 (A) a referen¢niho genu
HPRTI (B) zavislost rozdilu fluorescence na cyklu

Meéifeno na pristroji 7300 Real Time PCR System - Applied Biosystem (USA), zobrazeno
v softwaru 7300 System SDS Software - Applied Biosystems (USA)

Zkratky: HPRTI — gen pro hypoxantin-guanin fosforibosyltransferasu 1, MGEAS5 - gen

pro N-acetylglukosaminidasu, Rn - normalizovana fluorescence


https://www.thermofisher.com/order/catalog/en/US/adirect/lt?cmd=catProductDetail&showAddButton=true&productID=4350814&_bcs_=H4sIAAAAAAAAALVRwWrDMAz9Gl9mWpyEZOmxa%2BgYG11ptt1NoiQGuy622pC%2Fn9wuWWGlt4HRkxRZ%0Afu9lFjGRb52tjxV6zuKMl%2BBOqgJ%2Fp98hHjxLlixe0%2Bn7fo4dOGMb5QnnlTXUPnoKsKfQWQME1tX0%0AsUOjaQWLk3BEju4IoRaPgiASEU2mi4WIHqgsbYO9dMDlvuaFahVKzUu0Trbww%2BM%2BjWSZi%2FFpwkrS%0AAtuOxD5LCrJWDiqkTCNL1pWpWVK8fD1vaLhQ%2FqDlsJIIrXUD2UDNVxho4szxWkgjtb%2BthDATUZ4v%0AgqQdSD37UAb4drXjo8B%2FFfMrpMRB06%2FIQnnJk6JU%2B1bDG5xA39J5YU6d9y1VjdIYHs8uSdizkSas%0AmXSxOI2fSNsZJ33jDZo8O5NO3qTX7vxx8xuzCb03oAIAAA%3D%3D&returnURL=http%3A%2F%2Fwww.thermofisher.com%3A80%2Forder%2Fcatalog%2Fen%2FUS%2Fadirect%2Flt%3Fcmd%3DcatDisplayStyle%26catKey%3D601889%26OP%3Dfilter%26filter%3D101%252F59901%252F601889*
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Tabulka ¢. 5 znazornuje naméfené hodnoty Ct genovych expresi vzorkd od dospélych ucastniki

studie, které byly zméteny pfistrojem 7 300 Real Time PCR System - Applied Biosystem (USA).

Relativni genové exprese sledovanych genti byly vypoéteny softwarem GenEx (Multid, Svédsko)

a pro piehlednost byly pfepocteny na hodnotu vnitiniho standardu, ktery ¢inil 100 %. Barevné

rozlisené odbéry odpovidaji grafu ¢. 3 a 4: pacienti s vice odbéry jsou znazornéni vzdy jednou

barvou, modrd barva znazoriiuje pacienty pouze s jednim odbérem, kontrolni vzorky jsou

znazornény Sede.

Tabulka ¢. 5: Namérené hodnoty Ct a relativni genova exprese pro jednotlivé geny

u dospélych pacientii a kontrol

Hodnoty Ct dospélého souboru

Relativni genova exprese

pro jednotlivé geny sledovanych genu [%]
Vféill:’u Odbér | OGT | MGEAS | PSMB6 | HPRTI OGT MGEAS
183 0O-M0 24,09 25,75 26,33 30,04 445 404
5 0-M6 23,73 25,03 23,78 27,19 101 114
72 O-M12 23,36 25,14 24,22 25,96 99 82
184 0-M0 24,71 26,04 28,44 31,66 964 1092
8 0-M6 22,18 23,94 23,31 25,98 163 133
71 O-M12 23,64 24,67 23,41 26,12 68 91

44 0-MO 22,76 24,90 23,32 26,86 150 97
24 O0-M6 22,49 24,52 24,38 25,41 154 107
159 O-M12 | 22,56 23,95 23,45 25,60 118 122
36 0-M0 23,19 24,74 24,17 26,39 126 120
29 0-M6 24,21 27,89 22,73 26,83 48 12

48 O-MX 23,15 25,20 24,76 26,45 158 110
32 0-M6 23,01 24,67 24,11 26,04 124 109
63 O-M12 | 23,72 24,97 23,10 25,66 50 59
35 0-MO 22,99 24,79 23,99 26,03 121 98
77 0-M6 23,62 25,01 23,98 26,72 100 106
104 O-M12 | 25,77 26,84 23,61 26,63 21 29
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Genové exprese byly zméfeny pfistrojem 7 300 Real Time PCR System - Applied Biosystem
(USA), relativni genové exprese sledovanych genti byly vypocteny softwarem GenEx (Multid,
Svédsko).

Zkratky k tabulce ¢. 5: O-MO - obézni dospély po redukci vahy, prvni navstéva, O-MX - obézni
dospély s maximalni télesnou hmotnostni, prvni odbér, O-M6 - obézni dospé€ly 6 mésicii po zmeéné
stravovaciho rezimu, O-M12 - obézni dospély 12 mésici po zméné stravovaciho rezimu,
K — dosp¢la kontrola, Ct — Cislo cyklu, kdy hodnota exprese konkrétniho genu piekro¢i hodnotu
pozadi fluorescence, HPRTI — gen pro hypoxantin-guanin fosforibosyltransferasua 1,

MGEAS - gen pro N-acetylglukosaminidasu, OGT — gen pro N-acetylglukosaminyltransferasu,
PSMB6 - gen pro podjednotku beta proteasomu 20S

Tabulka ¢. 6 znazoriiuje naméiené hodnoty Ct genovych expresi 40 vzorkd dospivajiciho souboru,
relativni genové exprese sledovanych genti, které pro piehlednost byly pfepoéteny na hodnotu
vnitiniho standardu, ktery ¢inil 100%. Barevné rozliSené odbéry odpovidaji grafu ¢. 5 A, B:
pacienti s vice odbéry jsou znazornéni vzdy jednou barvou, modra barva znazornuje pacienty pouze
s jednim odbérem, kontrolni vzorky jsou znadzornény Sed¢

Tabulka €. 6: hodnoty Ct a relativni genova exprese pro jednotlivé geny

u dospivajicich obéznich pacienti a kontrol

Hodnoty Ct dospivajiciho souboru Relativni genova exprese
ro jednotlivé geny sledovanych gent [%]
VS(;ill?u Odbér OGT |MGEAS5| PSMB6 | HPRTI oGT MGEAS

181 A-MO 27,01 27,08 29,13 31,67 257 721
41 A-M6 23,36 25,65 24,94 26,88 162 103

3 A-MO 22,65 24,89 23,63 26,05 132 84
144 A-M6 25,95 26,10 23,72 27,97 29 75
180 A-M12 | 23,38 25,15 23,65 26,75 103 90
49 A-MO 23,75 26,07 24,94 26,94 128 80
23 A-M6 24,56 26,35 25,56 27,30 103 92
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Pokracovéani tabulky ¢. 6

145 A-MO 25,31 26,14 23,45 26,85 28 47

146 A-M6 24,03 25,48 23,19 25,73 42 46

175 A-MO 24,82 26,05 25,20 29,26 146 187

176 A-M6 23,30 25,16 23,47 26,72 102 84

Genové exprese byly zméfeny pfistrojem 7 300 Real Time PCR System - Applied Biosystem

(USA), relativni genové exprese sledovanych genti byly vypocteny softwarem GenEx (Multid,
Svédsko)

Zkratky: A-MO - obézni adolescent pfi prvni navstévé, A-M6 - obézni adolescent 6 mesicl po prvni
navstévé  (po  redukci  vahy), A-MI12 -  obézni  adolescent 12 mésictu
po prvni navstévé, AK — adolescentni kontrola, Ct — ¢islo cyklu, kdy hodnota exprese konkrétniho
genu prekro¢i hodnotu pozadi fluorescence, HPRTI — gen pro hypoxantin-guanin
fosforibosyltransferasu 1, MGEAS5 - gen pro N-acetylglukosaminidasu, OGT — gen pro N-
acetylglukosaminyltransferasu, PSMB6 - gen pro podjednotku beta proteasomu 20S
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Grafické znazornéni relativni exprese genu OGT dospélého souboru pacientli a kontrol. Jednou barvou je vzdy oznacen pacient s vice odbéry, které jsou

zobrazeny v chronologickém potadi. Modfe jsou znazornéni pacienti pouze s jednim odbérem, Sed¢ pak zdravé kontroly.
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Graf ¢. 3: Relativni genova exprese OGT u dospélych pacientii a kontrol

Exprese mRNA byla naméfena piistrojem 7 300 Real Time PCR System - Applied Biosystem (USA), data byla vyhodnocovana softwarem GenEx (Multid,
Svédsko). Nyo=25, Nyx=23, Nye=17, Ny1o=13, N, =39
Zkratky: OGT — gen pro N-acetylglukosaminyltransferasu
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Grafické znazornéni relativni exprese genu MGEAS5 dospélého souboru pacientti a zdravych kontrol. Jednou barvou je vzdy znazornén pacient s vice

odbery, které jsou zobrazeny v chronologickém potadi. Modfe jsou znazornéni pacienti pouze s jednim odbérem, Sed¢ pak zdravé kontroly.

Relativni genova exprese MGEAS5 dospélych

pacientu a kontrol
250

200

150 -

0 R R

T T T T Ty T T T T
183 72 8 65 154 11 13 44 159 29 182106 32 35 104 39 40 152 79 46 121179185153 12 27 33 60 76 81 83 107109115117119131155160 7 19 21 47 51 53 55 57 122124126128130163 166 168 172 187 189192

Relativni genovi exprese MGEAS [%]

Fur
Cislo vzorku

Graf ¢. 4: Relativni genova exprese MGEAS u dospélych pacientt a kontrol

Exprese mRNA byla namétena pfistrojem 7 300 Real Time PCR System - Applied Biosystem (USA), data byla vyhodnocovana softwarem GenEx (Multid,
gVédSkO). nM():25, nMx:23, nM6:17, HM12:13, nk=39
Zkratky: MGEAS - gen pro N-acetylglukosaminidasu
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Graficky znazornéna relativni exprese genit OGT a MGEAS5 dospivajiciho souboru pacientl
a kontrol. Jednou barvou je vzdy znazornén pacient s vice odbéry, které jsou zobrazeny
v chronologickém potadi. Modie jsou zndzornéni pacienti pouze s jednim odbérem, Sed¢ pak zdravé

kontroly.

Relativni genova exprese OGT pro dospivajici
A pacienty a kontroly
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Relativni genova exprese MGEAS5 pro dospivajici
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Graf ¢. 5: Relativni genova exprese OGT (A), resp. MGEAS5 (B) dospivajicich obéznich
pacientt a kontrol
Exprese mRNA byla naméfena piistrojem 7 300 Real Time PCR System - Applied Biosystem (USA),

data byla vyhodnocovana softwarem GenEx (Multid, Svédsko). nyo=20, nme=12, nyi2=3, n=6

Zkratky: OGT — gen pro N-acetylglukosaminyltransferasu, MGEA5 - gen pro

N-acetylglukosaminidasu
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Graf ¢. 6 znazorfiuje srovnani exprese sledovaného genu OGT s referenénim genem PSMB6
u vybraného vzorku ¢. 80 od dospivajiciho pacienta a kontroly ¢&. 134. Prvni svazek slozeny
ze dvou kiivek (dvé kiivky vzdy tvoii duplikat) znaci expresi OGT u pacienta (vzorek €. 80). Druhy
svazek znazornuje expresi genu PSMB6 pro oba vzorky (dohromady 4 kifivky), tfeti svazek pak
expresi OGT u zdravé kontroly (vzorek ¢. 134). Exprese sledovaného genu dosahuje u pacienta nizsich
hodnot Ct a tedy vyssi genové exprese v porovnani s kontrolnim vzorkem. Naproti tomu exprese

referen¢niho genu jsou srovnatelné pro vzorek pacienta i kontroly.
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Graf ¢. 6: Ukazka exprese gentt OGT a PSMB6 pro vybraného pacienta a kontroly
Kiivky exprese vSech genti byly naméfeny pfistrojem 7 300 Real Time PCR System - Applied
Biosystems (USA) a 7300 System SDS Software - Applied Biosystems (USA)

Zkratky: Rn - normalizovana fluorescence
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Ukazka (graf ¢. 7) srovnani exprese sledovaného genu MGEAS5 s referencnim genem HPRTI u
vybraného pacienta a kontroly. Prvni svazek dvou kiivek (dvé kiivky vzdy tvofi duplikat) znaci
expresi genu MGEAS5 u pacienta (vzorek €. 80), druhy svazek dvou kfivek pak expresi zdravé kontroly
(vzorek €. 134). Treti svazek Ctyt kiivek znazoriuje expresi referencniho genu HPRT1 pro oba vzorky.
Exprese sledovaného genu dosahuje u pacienta nizSich hodnot Ct a tedy vysS$i genové exprese
v porovnani s kontrolnim vzorkem. Naproti tomu exprese referenc¢niho genu jsou srovnatelné jak pro

vzorek pacienta, tak pro vzorek kontroly.
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Graf ¢. 7: Ukazka exprese genit MGEAS5 a HPRTI pro vybraného pacienta a kontroly
Kiivky exprese vSech genti byly naméfeny piistrojem 7 300 Real Time PCR System - Applied
Biosystems (USA) a zobrazeny programem 7300 System SDS Software - Applied Biosystems (USA)

Zkratky: Rn - normalizovana fluorescence
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