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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 wvnégjSiho
prostiedi a jejich vzajemnych interakcich. Z toho vyplyva komplikovanost detailni analyzy
genetické komponenty tohoto syndromu v obecné lidské populaci. Geneticky definované
savéi modely jsou vyznamnym néstrojem pro analyzu genetické architektury lidskych

komplexnich onemocnéni, mezi ktera se fadi i metabolicky syndrom.

Cilem této dizertacni prace je vyuziti ndstroji funkéni a komparativni genomiky
k odhaleni patogeneze aspektli 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 fteSili Ctyfi rGzné projekty, zabyvajici se:
farmakogenetickou interakci kyseliny all-frans retinové a ondansetronu s diferencidlnim
segmentem chromozomu 8 u potkana, farmakogenetickou interakei diferencialniho segmentu
chromozomu 4 a dexametazonu a stanovenim role genu Plzf pifi vyvoji hypertenze,
hypertrofie levé komory srde¢ni (LVH) a intersticidlni fibrézy. Vysledkem téchto projekta
bylo ustaveni kongenniho kmene SHR-Lx PDS5 jako vhodného modelu pro hyperlipidémii a
gluk6zovou intoleranci indukovanou kyselinou retinovou a farmakogenomicka
charakterizace této interakce. Dale jsme ustavili kongenni kmen SHR.(PD/BN)8 jako
uziteCny experimentdlni nastroj pro farmakogenetickou a farmakogenomickou analyzu
plsobeni ondansetronu na metabolismus sacharidi a lipidd. 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 véetné jeho farmakogenetické interakce s podanim glukokortikoidd.

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, inzulinovd rezistence, cholesterol, triacylglycerol, kyselina all-trans

retinova, dexametazon, systémova biologie, hypertenze
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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-frans retinoic acid and ondansetron with
differential segment of rat chromosome 8, pharmacogenetic interaction of differential
segment of rat chromosome 4 and dexamethasone, determining Plzf 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
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1. Uvod

K fenotypovému projevu multifaktorialnich znakii a onemocnéni ¢lovéka vyrazné
piispiva geneticka slozka a faktory prostiedi. Geneticka slozka téchto komplexnich znakt
vykazuje v bézné lidské populaci pomérné vysokou variabilitu, coz spolecné s dalSimi
faktory komplikuje jejich detailni genetickou analyzu. Z tohoto diivodu jsou vyuZzivany
experimentalni modelové organizmy, které nesou piislusny fenotypicky znak nebo

onemocnéni.

Metabolicky syndrom je jedno =z nejcastéjSich onemocnéni s multifaktoridlni
etiologii. V dnesni dob¢, diky zndamym sekvencim 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 znakl podileji.
Geneticky definované savéi modely tak pfedstavuji vyznamny néstroj 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 néstrojem

pro odhalovani patogeneze metabolickych poruch a jejich genetickych determinant.

1.1. Metabolicky syndrom

Metabolicky syndrom je prevalentni onemocnéni, charakterizované soucasnou
manifestaci inzulinové rezistence, obezity, dyslipidémie, hypertenze a dalSich
hemodynamickych a metabolickych poruch. Jedna se o multifaktoridlni onemocnéni s
relativné vyrovnanou slozkou dédi¢nou a slozkou prostiedi, kterd zahrnuje faktory jako je
napftiklad strava, uroveinl fyzické aktivity, koufeni, vychova (Cameron A.J. et al., 2004) nebo
spankovy rezim (Mesarwi O. et al., 2013). Z toho vyplyva komplikovanost detailni genetické

analyzy metabolického syndromu v obecné lidské populaci.
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1.1.1. Puvod konceptu a definice metabolického syndromu

Piivod konceptu metabolického syndromu saha do dvacatych let 20. stoleti, kdy byla
poprvé zjisténa asociace hypertenze, hyperglykémie a dny (Kylin E., 1923; Kaur J., 2014).
V nésledujicich letech doSlo kpfidani dalSich kauzédlnich souvislosti spojenych
s metabolickymi abnormalitami, které byly nalezené u pacientl trpicich kardiovaskularnim
onemocnénim nebo diabetem 2. typu. K vyraznému posunu v dané oblasti pak doSlo v roce
1988, kdy Reaven popsal skupinu rizikovych faktorii spojenych s kardiovaskularnim
onemocnénim a diabetem a pojmenoval je spoleénym nazvem jako ,,syndrom X (Reaven

G.M., 1988).

Prvni definice metabolického syndromu vznikla v roce 1998 v ramci WHO (World
Health Organization). V rychlém sledu nasledovala dal$i skupina definic, z nichz nej¢astéji
pouzivané jsou definice European Group for the study of Insulin Resistance (EGIR, 1999),
definice National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel III report (NCEP
ATP III, 2001), definice American Association of Clinical Endocrinologists (AACE, 2003),
piipadné celosvétova konsenzualni definice International Diabetes Federation (IDF, 2005).
Posledné jmenovana zavadi geoetnicky-specifickd kritéria pro stanoveni prahovych hodnot

jednotlivych slozek metabolického syndromu (Tabulka 1).

Ackoliv vSechny vySe zminéné definice nesly urcité spolecné rysy, existuji
parametry, ve kterych se liSily. Jednalo se pfedev§im o absenci nebo pfitomnost inzulinové
rezistence. To vedlo k problémim s pouZzitim zminénych definic v bézné klinické praxi diky
jejich neuniformité. Z tohoto divodu doslo v roce 2009 po dohodé ptednich svétovych
organizaci k vytvofeni unifikujici definice metabolického syndromu (Tabulka 2). Definice
stanovuje 5 rizikovych faktorii. Jednd se o abdomindlni obezitu, kde jsou prahové hodnoty
stanoveny na zdkladé geo-etnickych hledisek, zvySenou hladinu triacylglycerold, nizkou
hladinu HDL cholesterolu, zvySeny krevni tlak a zvySenou lacnou glykémii. V rdmci této
definice je u pacientl diagnostikovan metabolicky syndrom, jestlize spliuji 3 a vice z

uvedenych péti rizikovych faktori (Alberti K.G. et al., 2009).

1.1.2. Patofyziologie jednotlivych sloZek metabolického syndromu
Mezi nejvyznamnéjSi komponenty metabolického syndromu patii abdominélni
obezita, inzulinova rezistence, dyslipidémie a hypertenze. Kazd4d ztéchto slozek ma

podstatny podil na vytvofeni symptomi metabolického syndromu.
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Klinické

2 z nasledujicich

znaki

z nasledujicich

znakd

znaki

na klinickém

uvazeni

WHO (1998) EGIR (1999) ATPIII (2001) AACE (2003) IDF (2005)
kritérium
hladina inzulinu IGT nebo IFG +
IGT, IFG, T2DM nebo
) v plazmé > 75. zadna, ale jakékoliv
snizend inzulinova

inzulinova percentil + jakékoliv 3 z nasledujicich

senzitivita + jakékoliv zadna
rezistence jakékoliv 2 z nasledujicich 5 znakll v zavislosti

muzi: > 0,90 (pomeér

zvétSeny obvod

u muzu nebo

39 mg/dL u

nebo < 50 mg/dL

nebo < 50 mg/dL

pas/boky) ) )
muzi: > 94 cm muzi: > 102 cm pasu (populacné
zeny: > 0,85 (pomér
abdominalni (obvod pasu) (obvod pasu) 5 specifické) +
) pas/boky) BMI > 25 kg/m ] )
obezita zeny: > 80 cm zeny: > 88 cm jakékoliv 2
a/nebo BMI > 30
5 (obvod pasu) (obvod pasu) z nasledujicich
kg/m
znaktl
TG>150
mg/dL nebo
TG > 150 mg/dL hypolipidemicka
TG > 150 mg/dL TG > 150 mg/dL
a/nebo TG > 150 mg/dL lécba
HDL-C <40 a HDL-C <40
o HDL-C <35 mg/dL a/nebo HDL-C < HDL-C <40
lipidy mg/dL u muzi mg/dL u muzi

mg/dL u muzi

HDL-C <39 mg/dL muzi nebo u zen 5 5 nebo < 50
u zen u zen
u zen mg/dL u Zen
nebo HDL-C
lécba
> 130 mm Hg

>140/90 mm Hg

systolicky tlak

nebo > 85 mm

pomeér
albumin:kreatinin > 30

mg/g

rezistence *

nebo
krevni tlak > 140/90 mm Hg >130/85 mm Hg >130/85 mm Hg Hg diastolicky
antihypertenzni
tlak nebo
1é¢ba )
antihypertenzni
1é¢ba
IGT nebo IFG > 110 mg/dL IGT nebo IFG >100 mg/dL
glukoza IGT, IGF nebo T2DM
(bez diabetu) (v€etné diabetu) (bez diabetu) (v€etné diabetu)
mikroalbuminurie:
rychlost exkrece moc¢i
) dalsi znaky
> 20 mg/min nebo
dalsi inzulinové

Tabulka 1: Srovnani diagnostickych kritérii v ramci jednotlivych definic
metabolického syndromu. Pievzato z Kaur J., 2014. BMI : body mass index, HDL-C : HDL
cholesterol, IFG : zvySend glukoza nala¢no, IGT: zhorSend glukézova tolerance, TG:
triacylglyceroly, T2DM: diabetes mellitus 2. typu. * familiarni vyskyt diabetu mellitu 2. typu,

syndrom polycystickych ovarii, sedavy zplsob zivota, vyssi ve€k, etnickd skupina citliva k

diabetu mellitu 2. typu
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Abdominalni obezita je primarn€ zplUsobena vyS$im energetickym piijmem a
soucasné snizenou fyzickou aktivitou. Tukova tkan velmi rychle a dynamicky reaguje na
nadbytek Zivin a vysledkem je jeji hypertrofie a hyperplazie, kterd v kone¢ném diisledku vede
k hypoxii tukové tkané (Halberg N. et al., 2008). Hypoxie iniciuje nekroézu a infiltraci tkdné
makrofagy. Odpovédi je produkce adipocytokind, mezi které patii glycerol, neesterifikované
mastné kyseliny, prozanétlivé mediatory (TNFa, IL-6) a CRP (Lau D.C.W. et al., 2005).
Adipocytokiny integruji endokrinni, parakrinni a autokrinni signalizaci. Sou€asné se podili na
mnoha procesech, které¢ zahrnuji inzulinovou senzitivitu, energeticky metabolismus, srdzeni
krve nebo zanétlivou odpovéd’ (Obrazek 1). Tukova tkan tak neslouzi pouze ke skladovani
lipid, ale je také vyznamnym endokrinnim orgdnem uvoliujicim fadu cytokind a

ovliviiyjicim metabolismus organizmu (Haluzik M. et al., 2014).

Kritéria Prahové hodnoty

Definovana  na  zdkladé¢  geo-etnické
Abdominélni obezita ptislusnosti -> pro evropskou populaci: muzi

(> 102 cm); Zeny (> 88 cm)

> 150 mg/dL (1,7 mmol/L) nebo

TG
hypolipidemickd l1écba
Muzi: <40 mg/dL (1,0 mmol/L)
HDL cholesterol .
Zeny: < 50 mg/dL (1,3 mmol/L)
Systolicky: > 130 mm Hg
Krevni tlak Diastolicky: > 85 mm Hg
nebo antihypertenzni 1é¢ba
Glykémie nala¢no > 100 mg/dL

Tabulka 2: Kiritéria unifikujici definice metabolického syndromu. Pfevzato

z Alberti et al. 20009.

Inzulinova rezistence je definovdna jako patofyziologicky stav, kdy normalni
hladiny inzulinu nevedou ke spravné inzulinové odpovédi v cilovych tkanich, napiiklad
tukové tkani, svalech ¢i jatrech (Gill H. et al., 2005). Neschopnost § bun¢k pankreatu vytvofit

dostate¢né mnozstvi inzulinu pro korekci inzulinové rezistence vede v kone¢ném duasledku ke
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vzniku diabetu 2. typu. Ackoliv jedinci s inzulinovou rezistenci nemusi klinicky trpét
obezitou, vykazuji ¢asto abnormalni distribuci tuku pfednostn¢ v abdomindlni oblasti (Jensen
M.D. et al., 1989).

Wasciilar inflammatenn
{ather OeEsis) e ular -:!:.'d:rl'n LRI

s 2
Top S
Endaothelial dysfunction = s e X e
o e

,ﬁ.r_|-,..r.;s|3r-|1|r TCiucose  Tinsulin lrisudin
d\-sl'rl'rlm 'mila resistance
fCar 3 \
Thibri |m.'p|4u:l

- "

inflarmmatory
state Jﬁ.dlpnnuc:in

Pre \ TTHF
thrambatic IL-6, etc
—

G \\

TPal-1 e TResistin

ﬂ_n;:fyru._.hl 2006 Mature Publi -.hm_;ﬂ AT
Mature Reviews | Dirug Disce

Obrazek 1: Obezita a metabolicky syndrom. Tukova tkan obéznich osob
produkuje fadu adipocytokind, které ptispivaji k vyvoji metabolického syndromu. V dasledku
lipolyzy triacylglyceroli dochazi k uvoliiovani neesterifikovanych mastnych kyselin a
k ektopické akumulaci lipidi, coZ v konecném disledku vede k rozvoji inzulinové rezistence,
aterogenni dyslipidémie a hyperinzulinémie. Dal$imi dilezitymi adipocytokiny jsou PAII,
TNFa, IL6 a rezistin, které hraji roli pfi vzniku prozanétlivého a protrombotického stavu a
také inzulinové rezistence. Obezita rovnéz vede k snizeni hladiny adiponektinu, coZ ma opét

vliv na inzulnovou rezistenci. Ptevzato z Grundy S.M. 2006.
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Dyslipidémie je charakterizovana abnormalni distribuci lipidd. Ta pfedstavuje
zménu ve struktufe, metabolismu a biologické aktivité lipoproteintt a HDL cholesterolu.
Inzulinova rezistence ptispiva ke vzniku dyslipidémie nékolika zpiisoby. Zaprvé, inzulin za
normalnich podminek suprimuje lipolyzu v adipocytech. Inzulinova rezistence vede
k vzestupu lipolyzy a vzristu hladin neesterifikovanych mastnych kyselin. Ty slouZzi v jatrech
jako substrat pro syntézu triacylglycerolli a také stabilizuji tvorbu apoB, ktery je hlavnim
lipoproteinem VLDL c¢astic. Za druhé, inzulin hraje roli v degradaci apoB prostfednictvim
PI3K-dependentni drahy. Rezistence tak opét vede k vzestupu hladin VLDL ¢astic. Za tfeti,
inzulin reguluje aktivitu lipoproteinové lipazy. VLDL ¢&astice jsou konvertovany na
lipoproteiny o nizké hustoté (LDL), které jsou vychytavany receptorem LDL. Jak VLDL, tak
LDL castice maji aterogenni ucinek. Triacylglyceroly uvolnéné z VLDL obohacuji HDL
Castice a ty pak pfedstavuji lepSi substrat pro jaterni lipazu. Vysledkem je jejich nizsi
koncentrace.  Dyslipidémie asociovand s inzulinovou rezistenci je pifimym duasledkem

zvysené sekrece VLDL castic v jatrech (Hegele R.A., 2009).

Hypertenze je Casto asociovana s fadou metabolickych abnormalit, jako je obezita,
inzulinova rezistence nebo dyslipidémie. Hyperglykémie a hyperinzulinémie vedou k aktivaci
renin-angiotensinového systému prostfednictvim zvySeni exprese angiotensinogenu,
angiotensinu II (AT II) a AT, receptoru (Malhotra A. et al., 2001). V nedavné dob¢ bylo
zjisténo, ze adipocyty v zavislosti na AT II produkuji aldosteron a tak mohou piedstavovat

jakousi zmenSenou verzi systému renin-angiotensin-aldosteron (Briones A.M. et al., 2012).

1.1.3. Geneticka slozka metabolického syndromu

Metabolicky syndrom se fadi ke komplexnim onemocnénim a predpoklada se u néj
polygenni dédicnost. Jeho genetickd komponenta je vyslednici plisobeni vice genil, které
interaguji mezi sebou a s faktory vnéjSiho prostiedi. Kazdy z téchto gent vSak variabilitu
znaku ovliviluje pouze v malém rozsahu. VSechny komponenty metabolického syndromu
jsou velmi vyrazn€ ovlivnény genetickymi faktory. Velka variabilita v citlivosti a v nastupu
onemocnéni u jednotlivel s podobnym rizikovym profilem svéd¢i o rozsahlé interakci mezi
genetickymi faktory a faktory prostfedi. Je pravdépodobné, ze kazdy rizikovy faktor
metabolického syndromu castecné spadd pod svou vlastni genetickou kontrolu, ktera je

ovlivnéna fadou vnéjsich faktort.
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Castym jevem komplexnich onemocnéni je vyskyt netplné penetrance. V tomto
pfipad¢ u nositeldi disponujicich alel nedojde k manifestaci daného onemocnéni. Dlivodem
miZe byt ochranné plsobeni alel dalSich genli a interakci, pfipadné piiznivy vliv slozky

prostiedi (zivotni styl).

Dosavadni vysledky potvrzuji ptfedpoklad, ze populace riznych etnik vykazuji
rozdilnou rovenn a distribuci znakii metabolického syndromu. Odpovédné geny se tak do
ur¢ité miry li$i a vyznam jednotlivych variant bude mit v rliznych populacich jinou miru
relevance pro vysledny fenotyp. Podstatné mensi heterogenitu vykazuji tzv. populacni
izolaty, tedy populace izolované geograficky, kulturné nebo nabozZensky, které v mnohych
ptipadech historicky vznikly jen z velmi omezeného poctu pivodnich zakladateld ( Hamet P.

et al., 2005).

Podle hypotézy ,Setrného fenotypu* (Hales C.N. a Barker D.J.P., 1992)
novorozenci, kteti byly béhem intrauterinniho vyvoje vystaveni podvyziv€, se adaptuji na
dané podminky snizenim energetického vydaje. Tyto metabolické adaptace jsou vyhodné pro
jedince s nizkym energetickym pfijmem béhem détstvi a v dospélosti. V piipadé zvyseného
pfijmu potravy ztraci adaptace svou vyhodnost a v dospélosti mohou vést ke zvySeni rizika
metabolického syndromu. Hypotéza zdlraziiuje vyznam prenatalniho a perinatdlniho vyvoje
pro tvorbu metabolického syndromu, ptfipadné jeho slozek. I toto tzv. metabolické

programovani je ovSem do urcité miry zavislé na genetickém pozadi, na kterém se odehrava

(Buresova et al., 20006; Sedova et al., 2007).

1.1.4. Metody zkoumani genetické slozky metabolického syndromu

Donedavna spocivaly veskeré nasSe znalosti tykajici se komplexnich onemocnéni,
kam se fadi i metabolicky syndrom, pouze na studiich mendelistickych znakti ¢lovéka a na
biochemicky definovanych kandidatnich genech. Hovofime o tzv. funkénim klonovani, kdy
zname vztah dané¢ho genu ke konkrétnimu onemocnéni nebo znaku. Kandidéatni geny jsou
pak podrobeny dikladné genetické a molekularni analyze a zjiStuje se asociace jejich
polymorfismii s danym onemocnénim, piipadné znakem. Ackoliv tyto studie daly zaklad
experimentalnimu zkoumani metabolického syndromu, nemohly vysvétlit vzijemnou
interakci genll nebo interakci mezi geny a prostfedim. Tato oblast se zacala rozvijet az
s nastupem vazebného mapovani a celogenomovych asociacnich analyz. V takovém ptipadé

hovofime o tzv. pozi¢nim klonovani, kde pomoci vazebné analyzy je definovana oblast
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genomu, ktera ovliviluje variabilitu zkoumaného znaku. V idedlnim piipadé je vysledkem
poziéniho klonovani identifikace kauzélniho polymorfismu. V soucasné dobé dochazi

k nastupu integrativniho pfistupu ve formé systémové biologie a teorie siti.

Pro uspé&s$nou identifikaci genetickych variant vyznamné ovliviiujicich metabolicky
syndrom je nezbytné, aby krom¢ detailni genetické charakterizace bylo mozné co nejpiesnéji
urit i studovany fenotyp. To je u metabolického syndromu jako celku obzvlasté
komplikované, nebot’ i na zdkladé¢ konsenzudlni definice zminéné vyse existuje celd tfada
castecné se piekryvajicich kombinaci klinickych entit, spliiujicich definici syndromu. Proto
se Vvétsinou pfistupuje k analyze dil¢ich ,.endofenotypii, ptipadné k riznym formam

multivariantni regrese, analyzy hlavnich komponent ¢i jejich kombinaci (Mei H. et al., 2010).

1.1.4.1. Vazebna analyza

Vazebnd analyza neboli mapovani lokust kvantitativnich znakd (QTL) je zalozena
na principu genové vazby, kdy QTL je véazano v blizkosti ,,marker” genu. Prediktivni
markery se nachazeji ve velmi tdsné blizkosti kauzalniho lokusu a segreguji spole¢né. Cim
genotypizaci se nejcastéji pouzivaji stovky anonymnich markerd rozmisténych po celém
genomu, charakterizujicich polymorfismy s vysokou mirou heterozygocie, ktera je zakladem
pro informativnost analyzy. Jako nejcastéjSi molekularni markery jsou vyuzZivany
mikrosatelity, polymorfni inserce a delece (indely) a jednonukleotidové polymorfismy (SNP).
Mapovani QTL se sklada ze dvou slozek, detekce a lokalizace (Mackay T. et al., 2009). Pocet

pouzitych markerti zavisi na vazebné nerovnovaze. Pfi vysoké vazebné nerovnovaze jich

vvvvvv

lokalizovat (Carbone M.A. et al., 2006).

1.1.4.2. Celogenomové asociaci studie (GWAS)

Celogenomové asociacni studie vyuzivaji rozsahly soubor jednonukleotidovych
polymorfismii k testovani vztahu mezi konkrétni alelou, genotypem nebo piipadné
haplotypem a onemocnénim. VétSinou maji charakter ,,case-control® (ptipad-kontrola).
Stanovuji se rozdily ve frekvencich alel mezi pacienty se specifickym onemocnénim nebo
mezi jedinci s urCitym znakem (,,case) a kontrolni skupinou, u které se dané onemocnéni
nebo znak nevyskytuje (Kruglyak L., 2008). Pokud je i pfi zachovani zasad spravného vybéru
obou skupin a po statistickém odfiltrovani faleSné pozitivnich vysledkti nalezena asociace

mezi zkoumanou genetickou variantou a onemocnénim, lze vyslovit pfedpoklad, Ze tato alela
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néjakym zplisobem s onemocnénim souvisi, nebo je ve vazebné nerovnovaze (linkage
disequilibrium) se skute¢nou kauzélni alelou a slouzi tedy viceméné jako jeji marker. S
mnozstvim testovanych polymorfismt prudce nariisté riziko faleSné pozitivnich pozorovani a

je tieba velké opatrnosti pfi interpretaci vysledkt téchto studii (McCarthy M.I. et al., 2008).

1.1.5. Systémova genetika
Systémova genetika se snazi o integraci transkripcnich, proteinovych a
metabolickych dat (Obrazek 2) a poskytuje tak globalni pohled na molekularni strukturu

komplexnich znakii a onemocnéni (Civelek M. a Lusis A.J., 2014).

Genome

Transcriptome

Proteome

Metabolome
Microbiome

Epigenome

Exposome| ¢

Social graph
Biosensors
Imaging

Obrazek 2: Systémové biologicky pohled na komplexni znaky u clovéka.

Ptevzato z Topol, 2014.

Mira transkripce, stejné jako jiné kvantitativni znaky, mize byt mapovana pomoci
vazebnych ¢i asociacnich studii k pfislusSnym lokusim v genomu. Genomické oblasti, které
jsou asociovany s urovni transkripce, se nazyvaji eQTL (expression quantitaive trait loci).
Lokusy regulujici expresi genu ve stejné oblasti se oznacuji jako cis-eQTL, zatimco lokusy
ovliviiyjici expresi genli ve vzdalenych lokusech, umisténych €asto i na jiném chromozomu,
se nazyvaji trans-eQTL (Breitling R. et al. 2008). Na zaklad¢ dosud provedenych studii je
odhadovéno, ze eQTL ovliviiuji expresi vice nez 30 % genii (van Nas A. et al., 2010). Je
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proto vysoce pravdépodobné, Ze primarni zaklad variability komplexnich znakt je zpisoben
genetickymi variantami ménicimi genovou expresi spiSe nez témi, které méni sekvence
proteinli. Nedavnd data ukdzala, Ze vétSina eQTL se nachazi v oblastech rozvolnéného
chromatinu (Degner J.F. et al., 2012), metylovanych oblastech (Bell J.T. et al., 2011) nebo
v oblastech vazby transkrip¢nich faktorti (Gaffney D.J. et al., 2012).

Studie provedené u mysi a kvasinek potvrzuji, ze pouze mald ¢ast celkové variace
proteinli mezi jedinci v bézné populaci miZze byt vysvétlena variabilitou na urovni exprese
(Foss E.J. et al., 2007). Korelace mezi hladinou vice nez 500 studovanych proteint a jejich
odpovidajicimi transkripty zjiStovana u 100 kment laboratornich mysi se pohybovala okolo
27 % (Ghazalpour A. et al., 2011). V soucasné dobé je znamo vice nez 200 posttranslac¢nich

modifikaci proteind, které se ti€astni signaliza¢ni kaskady (Krishna R.G. a Wold F., 1993).

Metabolomika je v soucasné dobé velmi dynamicky se vyvijejici odvétvi, které
vyuziva predevSim metod hmotnostni spektrometrie a nuklearni magnetické resonance
k objasnéni metabolickych procest. Metabolické profilovani je jednou z dalSich urovni jak
integrovat genetické a environmentalni faktory pfispivajici ke komplexnim znaktm.
V soucasné¢ dobé probihd snaha o katalogizaci vSech metaboliti v lidském téle (Human
Metabolome Project) a také o katalogizaci lipidovych metabolitii a drah (LIPID MAPS) (Patti
G.J. etal., 2012).

Vsechny vySe zminéné Grovné jsou spolu navzajem propojené mnozstvim interakci.

Budoucnost systémové genetiky spociva ve snaze tyto interakce vysvétlit.

1.1.6. Teorie siti

Pokrok v oblasti systémové genetiky vedl k tvaham o vhodnosti pouZiti tzv. teorie
siti (network theory) ve vyhledavani nejvhodnéjSich kandidatnich genli ovliviiujicich
komplexni znaky. Jednd se o grafickou prezentaci interakci mezi jednotlivymi molekularnimi
znaky. Jednotlivé molekuly predstavuji ,,uzly* (nodes), které jsou vzajemné propojeny. Prvky
propojujici tyto uzly jsou do jisté miry redundantni. Pokud je funkce uzli zdsadné ovlivnéna
(napf. mutaci nebo terapeutickou aktivaci ¢i inhibici), méni se chovani celé sité, které pak
muzeme pozorovat na klinické Grovni (Barabési A.L. a Oltvai Z.N., 2004). K odkryti vztahi
a regulacnich interakci je vyuZivana fada algoritmii na bazi regresnich modeld, linedrnich a
nelinedrnich korelaci, Bayesovych siti, informac¢ni teorii, maximalizaci entropie, grafickém

Gausovském modelovani nebo na kombinaci vSech téchto algoritmi (Marbach D. et al.,
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2012). Aplikace teorie siti na jiz ziskané informace z oblasti biochemie i genetiky stejné tak
jako jeji inkorporace do metod, generujicich obrovské mnozstvi dat u kazdého jedince ze
zkoumané skupiny (¢ipy) by tak mohla urychlit identifikaci hlavnich genetickych determinant

metabolického syndromu.

1.2. Komparativni genomika

Celogenomové asociacni studie Clov€éka poskytly pfimy postup pro nalezeni
genetickych asociaci pro komplexni znaky a onemocnéni. Nicméné identifikace kauzalnich
gend a odhaleni molekularniho mechanismu jejich plisobeni zlistdva velmi komplikovanou
problematikou. Konkrétni polymorfismy zjis§téné u GWAS jsou vétSinou pouze malého
ucinku a dokazi vysvétlit pouze malou cast celkové heritability znaku. Navic variabilita
prostiedi spolecné s outbrednim a heterogennim charakterem lidské populace redukuje
moznost detekovat mezigenové interakce a interakce mezi geny a prostfedim (Hunter D.J.,
2005). V konecném disledku nesmime v oblasti lidské genetiky zapominat ani na etickou a

technickou stranku véci.

Komparativni genomika vyuzivd modelovych systéml pro objasnéni zdkonitosti
genetiky a jejiho vztahu k onemocnénim clovéka. Modelové systémy se mohou vyuzivat na
n¢kolika urovnich: in silico (pocitacové modely), in vitro (bunécné kultury) a in vivo
(experimentalni, predevSim sav¢éi modely). Ackoliv pocitacové modely a bunécné kultury
pfinesly fadu poznatkli o biologii Cloveka, je jejich vyuziti spojeno stadou limitaci.
Piedev$im pokud studujeme danou problematiku na urovni tkadni, organti nebo celé¢ho
organismu. Bunécné kultury svymi charakteristikami castokrat neodpovidaji vlastnostem
pivodniho typu tkané. Kromé toho dochazi k izolaci bunky z pfirozenych vazeb prostiedi.
Tyto divody sveédéi pro dilezitost pouziti experimentalnich savéich modelovych organismii.
V soucasné dobé patii mezi nejcastéji vyuzivané savéi modelové organismy mys a
laboratorni potkan (Aitman T.J. et al., 2011). Genetickd a evolu¢ni blizkost hlodavcii
spole¢né s rostoucim rozvojem bioinformatickych metod umoziuji aplikovat zjiSténa data na

biologii ¢loveka.

Potkani a mys$i modely poskytuji unikéatni genetické architektury naptiklad ve formé

inbrednich a kongennich kmenti pro zkouméani podstaty komplexnich znakli. Miizeme vyuzit
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metod cileného kiizeni. Dal§imi vyhodami jsou produkce dostate¢ného mnozstvi potomstva,
moznost standardizace a cilené manipulace podminek vnéjsiho prostiedi. V neposledni fade
je zde 1 moznost cilené modifikace genomu v podminkéch Zivého organismu a nasledné

zpétné sledovani dopadii takové zmeény.
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Obrazek 3: Vytvareni rekombinantnich inbrednich, konsomickych a

kongennich kmenii. Pievzato z Rogner U.C. a Avner P. 2003.

Mezi nejcastéji vyuzivané typy experimentalnich kment laboratorniho potkana a

mysi patii (Peters L.L. et al., 2007) (Obrazek 3) :

1) Inbredni kmeny vznikaji systémem pafeni bratr x sestra po vice nez 20 generaci, kdy
vsichni jedinci jsou odvozeni z jediného paru. Vysledkem takového inbredingu jsou
jedinci geneticky identicti a homozygotni ve vSech lokusech.

2) Kongenni kmeny vznikaji cilenym vnesenim ¢4sti genomu jednoho inbredniho kmene
na genetické pozadi druhého inbredniho kmene. ProtoZe se jednd soucasné i o kmen
inbredni, je tzv. diferencidlni segment jedinym genetickym rozdilem mezi kmenem,

na jehoz genetické pozadi byl segment vloZen, a novym kongennim kmenem.
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Jakakoliv odlisnost ve fenotypickém znaku je potom s vysokou pravdépodobnosti
spojena s geny uloZzenymi na diferencidlnim segmentu (Markel P. et al, 1997).

3) Konsomické kmeny vznikaji cilenym vnesenim celého chromozomu jednoho
inbredniho kmene na genetické pozadi kmene druhého. Jedna se tedy o specialni
skupinu kongennich kment, kde diferencialni segment predstavuje cely chromozom.

4) Rekombinantni inbredni kmeny vznikaji komplikovanym systémem kiizeni. Nejdiive
vzajemnym spojenim dvou inbrednich kmenti vytvofime prvni filidlni generaci F1.
Jejich kiizenim ziskdme druhou filidlni generaci F2, kde dochézi k segregaci alel
obou parentalnich kment. Z F2 populace jsou ndhodné vybrany pary, které daji vznik
budoucim rekombinantnim inbrednim kmentim. Opakovanym kfiZenim bratr x sestra
po vice nez 20 generaci je ustanoven inbredni stav. Novy kmen je homozygotni ve

vSech lokusech a je unikatni kombinaci genomt ptivodnich parentalnich kment (Flint

J. a Eskin E., 2012).

Genetika laboratorniho potkana zaznamenala v nedavné dob¢ vyrazny vyvoj, ktery
souvisi se zaloZzenim velkych mezinarodnich konsorcii, které se podileli na sekvenaci genomu
laboratorniho potkana, a také s rozvojem technik cilené modifikace genomu u potkana. V
poslednich letech bylo vytvofeno okolo 54 ,knockouti“. U nékterych z nich jiz byl
analyzovan fenotyp a byla zjiSténa vyS$S8i podobnost k lidskym onemocnénim nez u

odpovidajicich knockouti u mysi (Jacob H.J. et al., 2010).

1.3.Farmakogenetika a farmakogenomika

Pojem farmakogenomika je relativné novy. V literatufe se objevil vroce 1997
(Marshall A., 1997). Zabyva se studiem ucinku léCiv na globalni urovni (transkriptom,
proteom, metabolom) v zavislosti na individudlnim genotypu jednotlivce. Pojem
farmakogenomika je Casto zaménovan s pojmem farmakogenetika, kterd studuje jednotlivé
genetické polymorfismy ovliviiyjici G€inek 1éku. Kazdy clovek je geneticky zcela unikétni a
fenotypové odlisny a z tohoto hlediska je také reakce na podéani 1éciva vysoce individudlni.
Stejna davka léku u zhruba srovnatelnych jedinct (pohlavi, v€k, hmotnost, diagndza) mize
vést k celé¢ Skale ucinkd. V extrémnim piipadé miiZze byt tento U€inek i1 Zivot ohrozujici

(Ghosh D. et al., 2007).
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Nejlépe jsou v soucasné dobé charakterizovany genetické polymorfismy podminujici
farmakogenetické interakce znakl, u nichZ bylo mozné sledovat vyrazné klinické C¢i
biochemické rozdily a které podléhaly monogennimu typu dédi¢nosti. V téchto piipadech se
Casto jednalo o znaky podilejici se na farmakokinetice daného 1éciva, kdy defekt v molekule
ptislusného transportéru, metabolizujicitho enzymu nebo né€kterého z faktort podilejicich se
na absorpci, distribuci, interakci s cilovou strukturou nebo odbourdni a exkreci vede k
pfilisné nebo nedostatecné koncentraci farmaka v organismu (Weinshilboum R. a Wang L.,
2004). Klasickym ptikladem je polymorfismus v genu pro thiopurin S-metyltransferazu
(TPMT), ktera se podili na metabolismu thiopurini a ovliviiuje tak ptisobeni 1éciv jako je

merkaptopurin a azathiopurin (Evans W.E. et al., 2001).

Problém nastava, pokud geneticky polymorfismus ovliviiuje farmakodynamické
procesy daného 1éku nebo pokud je Gcinek léku zavisly na interakci vice genl. V téchto
ptipadech musime brat v avahu napiiklad i Groven genové exprese v cilové tkani. Léky se
rovnéz li$i ve svém Ucinku v zavislosti na etnickych faktorech nebo na fazi ontogenetického
vyvoje organismu. Jako ptiklady mohou slouzit 1é¢iva BiDil a paroxetin. BiDil je vyuZzivan
pro lécbu srdecnich selhani u Afroameri¢anti (Taylor A.L. et al.,2004). Podéavani
antidepresiva paroxetinu vedlo u pacienti 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 vyuzit pro
porozuméni 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).
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2. Cile prace

Tato dizertacni prace si klade za cil demonstrovat vyuZiti nastrojii funkcni a
komparativni genomiky k odhaleni patogeneze aspektli metabolického syndromu a jeho
genetickych determinant. V neposledni fadé je cilem této dizertatni 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-trans
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 pii vyvoji hypertenze, hypertrofie levé srdecni

komory a intersticialni fibrozy

4.  Testovani hypotézy existence farmakogenetické interakce diferencialniho

segmentu chromozomu 4 u kongennich kment potkana BN.SHR4 a PD.SHR4
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3. Material a metody

3.1.Soubor experimentalnich modelovych kmenii laboratorniho potkana

Vsechny postupy zahrnujici praci s experimentdlnimi modely byly provadény v
souladu s platnou legislativou CR a EU na ochranu zvifat. Protokoly viech zde popisovanych

experimentl byly schvaleny Etickou komisi 1. Iékarské fakulty Univerzity Karlovy v Praze.

3.1.1. Experimentilni modelové kmeny potkana

3.1.1.1. Polydaktylni kmen potkana PD/Cub
Polydaktylni kmen potkana PD/Cub (Rat Genome Database (http://rgd.mcw.edu),

Rat Genome Database ID 728161; Cub: Charles University, Institute of Biology, byl
vytvofen z geneticky nehomogenniho kmene Wistar, u kterého byla zachycena spontanni
mutace vedouci k malformaci koncetin a vzniku syndromu polydaktylie-luxace. Mezi
zakladni fenotypové znaky syndromu patii preaxidlni polydaktylie koncetin a postizeni kosti
bérce, projevujici se ,,luxaci zadnich koncetin. Kmen PD/Cub je od roku 1969 chovan na
Ustavu biologie a lékatské genetiky 1. LF UK a VFN systémem cileného kfiZeni bratr x
sestra po vice nez 90 generaci (Kfen V., 1975). Syndrom polydaktylie-luxace je zplisoben
mutantni alelou Lx, ktera je lokalizovana na chromozomu 8. Tento kmen byl rovnézZ ustaven
jako model hypertriglyceridémie (Vrana A. et al., 1993) a metabolického syndromu (Sedova
L. et al., 2000), véetn& farmakogenomickych aspekti tohoto syndromu (Sedova L. et al.,
2004; Seda O. et al., 2008).

3.1.1.2. Kmen Brown Norway (BN/Cub)

Kmen Brown Norway (BN/Cub), Rat Genome Database ID 737899, pochazi z
divoce zijicich potkanli odchycenych v roce 1917 v USA a nasledné chovanych oddé¢lené od
ostatnich kment. Od roku 1964 je tento kmen chovan na Ustavu biologie a lékatské genetiky
I.LF UK a VFN systémem cileného kiizeni bratr x sestra po vice nez 90 generaci. Kmen
BN/Cub je casto vyuzivan jako kontrolni kmen u metabolickych a fyziologickych studii.
Genom tohoto kmene byl plné sekvenovan (Gibbs RA et al., 2004) a jiz n¢kolik let probiha

systematické analyza jeho fenomu (Kwitek AE et al., 2006).
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3.1.1.3. Spontinné hypertenzni kmen potkana (SHR/Olalpvc)

Spontanné hypertenzni kmen potkana SHR/Olalpve, Rat Genome Database ID
631848, byl wvytvofen vroce 1963 v Japonsku selektivnim kiizenim geneticky
nehomogenniho potkaniho kmene Wistar (Okamoto K., Aoki K., 1963). Jedna se o nejcastéji
vyuzivany model lidské esencialni hypertenze. Hypertenze se u tohoto kmene vyskytuje
spolecn¢ s dal§imi atributy metabolického syndromu. V roce 1999 byla u kmene SHR
identifikovana komplexni pfestavba genu Cd36/Fat kodujiciho receptor mastnych kyselin,
ktery se podili na transmembranovém pienosu mastnych kyselin s dlouhym fetézcem v
tukové tkani, srde¢nim a pfi€né pruhovaném svalstvu. SHR nese dele¢ni mutaci tohoto genu,
coz vede k témér Gplnému chybéni exprese normélniho proteinu Cd36 (FAT) v membrané
adipocytl (Aitman et al., 1999). Genom tohoto kmene byl rovnéz sekvenovan (Simonis S. et
al., 2012).

3.1.1.4. Kongenni kmen BN-Lx/Cub

Kongenni kmen BN.PD-(DSRat39-DSRat35)/Cub (BN-Lx/Cub), Rat Genome
Database ID 728144, byl vytvofen vnesenim diferencidlniho segmentu chromozomu § z
kmene PD/Cub na genetické pozadi kmene BN/Cub metodou zpétného kiizeni (Kien 1975,
Kfen et al. 1995, Kien et al. 1996).

3.1.1.5. Kongenni kmen SHR-Lx/Cub
Kongenni kmen SHR-Lx/Cub (SHR.PD(D8Mgh9-DS8Rat149)/Cub), Rat Genome
Database ID 1641863, vznikl introgresi segmentu chromozomu 8 (nesoucim mj. mutantni

alelu genu Lx) z normotenzniho kongenniho kmene BN-Lx na genetické pozadi kmene SHR
(Kften et al., 1997).

3.1.1.6. Kongenni kmen SHR-Lx PD5

Kongenni kmen SHR-Lx PD5 (SHR.PD(DS8Rat42-D8Arb23)/Cub), Rat Genome
Database ID 1641851, byl odvozen vnesenim diferencidlniho segmentu chromozomu 8
PD/Cub ptivodu na genetické pozadi kmene SHR pomoci postupného zuZovani segmentu
pritomného u kmene SHR-Lx/Cub (Kien et al., 1997; Kienova et al., 2000). Diferencialni
segment u kongenni podlinie SHR-Lx PD5 mé rozsah 788 kb a obsahuje nésledujicich 7
genl: Zbth16 (Plzf), Htr3a, Htr3b, Usp28, Zwl0, Tmprss5 a Drd2. Data o rozsahu

diferencialniho segmentu a obsahu gent jsou soucasti této prace (kapitola 4.3.).
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3.1.1.7. Kongenni kmen SHR.(PD/BN)8

Nové vytvoreny kongenni kmen SHR.(PD/BN)8 vznikl vnesenim diferencidlniho
segmentu chromozomu 8 z kmeni PD a BN na genetické pozadi spontanné hypertenzniho
kmene potkana SHR. Identitu diferencidlniho segmentu pfitomného na osmém chromozomu
jsme ovétili genotypizaci 22 mikrosatelitnich markert polymorfnich mezi kmeny BN/Cub,
PD/Cub a SHR/Olalpcv. Jednalo se o nasledujici sadu: D8Rat53; DSMit5; DSRat85;
DS8Rat41; DIRat405; 21652; D8Got72; 21703; 21783; 21807; Htr3b (H364R)*; 21829,
22019; D8Rat94,; D8Rat44; DSRat149; DSMgh6, D8Rat26; DSRat75; D8Rat19; DSRat65;
DS8Rat72. Novy kongenni kmen tak nese na genetickém pozadi spontanné hypertenzniho
kmene na osmém chromozomu pfiblizné 40 Mb tsek pivodem od kmene BN/Cub a 422 kb
usek piivodem od polydaktylniho kmene PD/Cub vcetné varianty H364R v genu Hr3b
(Obrazek 4). Bylo provedeno nékolik celogenomovych analyz, které vyloucily piitomnost
dalSich alel, které by nebyly SHR plvodu, nez téch pfitomnych na chromozomu 8, coz
potvrzuje kongenicitu nového kmene. BN/Cub a PD/Cub segmenty tak ptedstavuji jediny
genomicky rozdil mezi progenitorovym kmenem SHR a novym kongennim kmenem

SHR(PD/BN)8.
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Obrazek 4: Schematické znazornéni diferencidlnich segmentii v kongennich

kmenech SHR-Lx/Cub, SHR-Lx PDS a SHR.(PD/BN)8. RNOS: chromozom 8 potkana.

3.1.1.8. Kongenni kmen BN.SHR4
Kongenni kmen BN.SHR4 (BN.SHR-(//6-Cd36)/Cub), Rat Genome Database 1D

728142, byl vytvofen vnesenim diferencidlniho segmentu chromozomu 4 ze spontanné
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hypertenzniho kmene potkana SHR/Olalpcv véetné mutovaného genu Cd36 na genomické
pozadi kmene BN/Cub. Diferencialni segment se nachdzi v telomerické ¢asti chromozomu 4

a ma délku cca 13,5 Mbp (Seda O., 2002).

3.1.1.9. Kongenni kmeny PD.SHR4a a PD.SHR4b
Nové kongenni kmeny PD.SHR4a (PD.SHR(D4Arbi13-D4Rat125)) a PD.SHR4b

(PD.SHR(cen-Lmbr; D4Rat147-D4Rat151)) byly odvozeny vnesenim diferencialnich
segmentti chromozomu 4 SHR/Olalpcv pivodu na genetické pozadi polydaktylniho kmene
PD/Cub. Rozsah diferencialniho segmentu ptitomného na ¢tvrtém chromozomu jsme ovéfili
genotypizaci 54 polymorfnich mikrosatelitnich markert u obou PD.SHR4 kongennich kmenti
(Tabulka 3). U kmene PD.SHR4a ma diferencidlni segment rozsah 21Mb, zatimco u
PD.SHR4b saha diferencialni segment 37 Mbp od centromery s pferuSenim o velikosti 1,3-
2,4 Mbp v okoli markeru D4Mgh7. S vyjimkou téchto useki chromozomu 4 vyloucily
provedené celogenomové analyzy provedené u obou kmenil pfitomnost dalSich alel, které by
nebyly PD ptivodu, coZ potvrzuje kongenicitu obou novych kmend. Segmenty SHR pivodu
na chromozomu 4 proto pfedstavuji jediny genomicky rozdil mezi kmenem PD a kongennimi

kmeny PD.SHR4a a PD.SHR4b.

Marker Mbp FPD.SHR4a PD.SHR4b Marker Mbp PD.SHR4a PD.SHR4b
D4Ral248 028 FD SHR D4Rat119 53,10 PD PD
D4Arb14 045 PD SHR D4Rat102 56,45 PD PD
e 048 FD SHR DARat27 71,71 PD PD
D4Rati117 1,18 PD SHR D4ARat28 75,34 PD PD
Lmopri_i4 125 PD SHR D4Rat168 7742 PD PD
Lmbr_i&_120-816 126 PD SHR D4aMit24 78,32 PD PD
D4y n7 155 PD PD D4Rat23 3047 PD PD
D4Rat147 245 PD SHR DdRatz4 85,23 PD PD
D4Rat138 3.04 PD SHR D4Ral35 21,57 PD PD
D4Arb13 317 SHR SHR DARat172 35,16 PD PD
D4Rat4 3.23 SHR SHR D4Ratz9 104,44 PD PD
D4Rat142 482 SHR SHR D4Rat175 106,72 PD PD
D4Rat2 543 SHR SHR D4Rata? 111,29 PD PD
D4Bro1 512 SHR SHR D4Rat176 116,35 PD PD
D4Rat1 569 SHR SHR D4Rats3 126,31 PD PD
D4Rat136 548 SHR SHR D4Rate0 132,30 PD PD
D4Rats 963 SHR SHR D4Rats8 136,33 PD PD
Dd4Rat148 968 SHR SHR DdRat196 143,99 PD PD
D4Rath 10,29 SHR SHR D4Ratc0 149,80 PD PD
D4Ral7 1087 SHR SHR DdRat59 150,28 PD PD
D4Ral221 14,38 SHR SHR DdRat137 155,38 PD PD
D4Raf222 12.03 SHR SHR D4Rai203 161,67 PD PD
D4Rati123 1248 SHR SHR D4Arb27 164,84 PD PD
D4Rat10 2829 FD SHR DARatEs 172,40 PD PD
D4Rat151 2944 PD SHR D4Rate9 175,18 PD PD
D4Rat17 4603 PD PD D4Rat140 182,98 PD PD
D4Rat16 4833 FD PD D4Rat72 186,34 PD PD

Tabulka 3: Diferencidlni segmenty u novych kongennich kmenii PD.SHR4.
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3.2.Molekularné genetické metody

3.2.1. 1Izolace DNA

Genomickd DNA byla izolovédna ze vzorku tkané ocasu, ziskané pfi odbéru organti

na konci experimentalniho protokolu. Pouzita byla upravend fenol-chloroformovd metoda

extrakce dle Sambrooka.

3.2.2. 1Izolace RNA

Celkovd RNA byla extrahovana z tkani pomoci modifikované fenol-chloroformové

metody a nasledné purifikovana pomoci RNeasy Mini kit (Qiagen) UDG dle postupu

doporuceného vyrobcem. Kvalita celkové RNA byla ovéfena pomoci systému Agilent 2100

Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, CA) (Obrazek 5).
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Obrazek 5: Kvalita a integrita celkové RNA vyhodnocenia pomoci systému

Agilent 2100 Bioanalyzer.
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3.2.3. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pii genotypizaci kongennich kment byla pouzita standardni metoda PCR, jejiz
podminky byly optimalizovany pro jednotlivé markery dle konkrétnich fyzikalné-chemickych
vlastnosti samotnych markert 1 vysledného produktu. Poté nésledovala elektroforéza
produktti PCR na akrylamidovém (7-10%), ptipadné agar6zovém gelu (2-4%) a vizualizace
pomoci barveni ethidiumbromidem. Detekce byla realizovana pomoci digitalizacniho a

zobrazovaciho zatizeni G-Box (Syngene).

3.2.4. Kbvantitativni (,,real-time*) reverzni transkriptazova PCR (RT-PCR)

Celkovda RNA (2 pg) byla podrobena zpétné transkripci za pouziti oligo (dT)
primert, reverzni transcriptdzy Superscript III (Invitrogen) a ANTP v kone¢ném objemu 20
pl. Samotnd real-time PCR reakce byla provedena v triplikdtech s pouzitim TagMan® Gene
Expression Master Mix (Applied Biosystems) dle postupu doporuceného vyrobcem
(Invitrogen) na cykléru Applied Biosystems 7000 Real-Time PCR System. Jako referencni
gen jsme pouzili glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazu a vysledky jsme vyhodnotili pomoci
analyzy dle Livaka (Livak KJ., Schmittgen TD., 2001).

3.2.5. Stanoveni genové exprese pomoci ¢ipi Affymetrix

Celkovd RNA byla extrahovdna z tkdni pomoci TRIzol® reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA) a nasledné¢ purifikovana pomoci RNeasy® MinElute cleanup kit (Qiagen,
Valencia, CA) dle postupu doporuc¢eného vyrobcem. Kvalita celkové RNA byla ovéfena
pomoci systému Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, CA). Pro microarray analyzu
jsme pouzili Affymetrix GeneChip® Rat Gene 2.0 ST Arrays (Affymetrix, Santa Clara, CA)
pomoci pfistroje Affymetrix GeneChip® system dle instrukci doporucenych vyrobcem.
Vysledky hybridizace byly hodnoceny v Affymetrix GeneChip® Command Console
Software a kvalita ¢ipu se hodnotila pomoci Affymetrix Expression Console. Data byla
nasledné normalizovana algoritmem Robust Multichip Average (RMA) a analyzovédna v

aplikaci Partek Genomics Suite 6.6 (Partek, St. Louis, Missouri).
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3.3. Metabolicka fenotypizace

3.3.1. Zakladni metabolické parametry

Orélni glukézovy toleranéni test (OGTT) byl provadén u potkanli po celonocnim
lacnéni. Krev pro stanoveni glykémie v prubchu testu byla odebirdna z ocasni zily potkant v
dob¢ podani glukézy (3g/kg telesné vahy, 30% vodny roztok) intragastrickou sondou a poté
po 30, 60, 90, 120 a 180 minutach od doby podéani. Pro stanoveni glykémie, stejné jako
hladiny celkovych sérovych triacylglycerolli a cholesterolu, byly pouzity komeréné dostupné
kity (Lachema, Brno, CR). Hladina volnych (neesterifikovanych) mastnych kyselin v séru
byla urc¢ena pomoci kolorimetrického kitu na bézi acyl-CoA oxiddzy (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Némecko). Sérové koncentrace inzulinu byly stanoveny pomoci ELISA
kit (Mercodia, Uppsala, Svédsko). Koncentrace adiponektinu v séru byly uréeny pomoci Rat
Adiponectin ELISA kitu (B-Bridge International, CA, USA). Koncentrace triacylglyceroli a
cholesterolu ve 20 tfidach plazmatickych lipoproteinii a velikost lipoproteinovych castic byly
analyzovany specialni metodou pro simultanni kvantifikaci cholesterolu, triacylglycerolu a
volného glycerolu pomoci HPLC (Usui S. et al.,, 2002) ve Skylight Biotech Inc. (Akita,
Japonsko).

3.3.2. Obsah triglyceridii a cholesterolu v jaterni tkani

Jaterni tkan byla rozdrcena v tekutém dusiku a nasledné 16 hodin extrahovana ve
smési chloroform:metanol, potom byl pfidan 2% KH,PO, a roztok byl centrifugovan.
Organickd faze byla odpafena pod tekutym dusikem. Vyslednd peleta byla rozpusténa v
isopropanolu a obsah triglyceridi a cholesterolu byl stanoven pomoci enzymatického kitu

(Pliva-Lachema, Brno, CR).

3.3.3. Méreni krevniho tlaku

Arteridlni krevni tlak byl kontinudlné¢ méfen s vyuzitim radiotelemetrie. Zaznam
méfeni zapocal minimalné 7 dni po chirurgické implantaci radiotelemetrické sondy. Krevni
tlak byl zaznamenavan 24 hodin denné¢, vzdy po dobu 5s v 10 minutovych intervalech. Po
uplynuti 2 tydnli byl pokusnym jedincim podavan 1 % roztok NaCl po dobu 1 tydne, zatimco

stale probihal zdznam krevniho tlaku.
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3.3.4. Histomorfometricka analyza srdce

Po fixaci tkan¢ doslo k jejimu zaliti do parafinu a nakrajeni na 4um fezy. Ty byly
nasledné zbaveny parafinu, rehydratovany a obarveny pomoci kombinace barviv hematoxylin
a eozin. Takto pfipravené vzorky byly histomorfometricky analyzovany pii 40x zvétSeni
pomoci digitalni kamery (MOTICAM 2300, MOTIC BA 300, Motic China Group Co. Ltd,
Xiamen, Cina). Ziskan4 data byla uloZena ve formétu jpg a nasledné analyzovana pomoci
softwaru Image J (verze 1.43, National Institutes of Health, Bethesda, MD). Pro stanoveni
srdeCni fibrozy byly nékteré fezy obarveny barvivem Sirius red a pozorovany svételnym

mikroskopem pii 10x zvétSeni.

3.4.Bioinformatické a statistické metody zpracovani dat

3.4.1. Zakladni statistické metody

Pii vzdjemném srovnani dvou kmenl jsme pouzili neparovy Studentlv t-test. Pro
srovnani tii a vice experimentalnich skupin (kmend, skupin s rozdilnym farmakologickym
ovlivnénim nebo dietou) jsme pouzili analyzu rozptylu (ANOVA) s néslednou Tukeyho
metodou mnohondsobného porovnavani jednotlivych skupin. Tato metoda snizuje
pravdépodobnost chyby prvniho druhu oproti opakovanému porovnavani vyznamnosti

pomoci dvouvybérovych t-testi.

3.4.2. Analyza transkriptomickych dat

Transkriptomickd data byla analyzovana pomoci algoritmii obsaZenych v Partek
Genomics Suite 6.6. (Partek, St.Louis, Missouri). Data byla nejprve normalizovdna a
transformovéana procedurami zaloZenymi na algoritmu RMA (Robust Multichip Average).
Srovnavaci analyzy zahrnuji metody od prostého porovnani exprese jednotlivych transkripti
po komplexné&jSi analyzy vyuZzivajici metod hierarchického shlukovéni, analyzy genové
ontologie a profilovani metabolickych a signalizacnich drah (Ingenuity Pathway Analysis
(IPA) spring 2014 edition). Pro stanoveni hladiny signifikance jsme pouzili metodu FDR
(False Discovery Rate). Nejvyznamnéjsi zjisténé rozdily v expresi byly ovéfeny pomoci
metody kvantitativni RT-PCR (viz 2.2.4). Funk¢ni analyza a analyza kanonickych drah byla
provedena pomoci IPA za pouziti Benjamini-Hochbergovy korekce mnohonésobného

porovnavani.
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4. Komentare k publikacim

4.1. Farmakogenetické interakce kyseliny all-trans retinové a diferencialniho

segmentu chromozomu 8 u kongenniho kmene SHR-Lx PD5

Tato sekce obsahuje komentai k nasledujicim publikacim:

Publikace 1

Krupkovd M., Janki M., Li§ka 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 rizeni.

4.1.1. Farmakogeneticka interakce retinoidi a znaki metabolického syndromu

Retinoidy jsou piirodné se vyskytujici slozky nebo syntetické derivaty retinolu.
Tyto latky se ¢asto vyuzivaji pii 1é¢be fady lidskych onemocnéni, mezi kterd patii naptiklad
rizna kozni onemocnéni nebo akutni promyelocytarni leukémie. I pies jejich vysokou
ucinnost je podavani retinoidii doprovéazeno fadou nezadoucich ucinkl (Brelsford M. a Beute
T.C., 2008). Kromé¢ teratogenniho efektu (Collins M.D. a Mao G.E., 1999), vykazuji i
Sirokou $kalu metabolickych a behaviordlnich vedlejsich vlivi (O'Reilly K. et al., 2008).
Jedna se pfedevSim o rozvoj hyperlipidémie. Bylo také zjist€no, Ze aplikace kyseliny
retinové a isotretinoinu vedla k redukci inzulinové senzitivity (Koistinen H.A. et al., 2001).
Je velmi pravdépodobné, ze vyse uvedené priklady jsou alespoil v ur¢itém rozsahu zavislé na

genetickych faktorech.
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Farmakogenetickych studii, které by se vénovaly problematice retinoidli, neni
mnoho. Stavajici informace zabyvajici se touto skupinou latek pochdzeji predevSim z
onkologickych praci (Meani N. et al., 2005). Jednou z prvnich cist¢ farmakogeneticky
cilenych terapii bylo podavani kyseliny retinové pii 1écbé akutni promyelocytarni leukémie.
Toto onemocnéni vznikd v disledku chromozomalni translokace, kterd vede k poSkozeni
funkce receptoru pro kyselinu retinovou. U pacientil s akutni promyelocytarni leukémii vedla
aplikace kyseliny retinové ke snizeni progrese onemocnéni (Ross J.S., 2008). Stejné jako u
dal$ich komplikovanych farmakogenetickych interakci, mohou geneticky definované modely
zivocichl slouzit jako uzitecny nastroj pro ur€eni ptisluSnych biologickych mechanismi
(Seda O. et al., 2008). Ackoliv doposud nebyly provedeny zadné studie zaméfené na
farmakogenetické aspekty 1écby pomoci retinoidd, hlavni informace byly ziskany pomoci
experimentll na riznych modelovych organizmech (Mercader J. et al, 2006). Podavani
isotretinoinu, ktery ucinkuje prostfednictvim izomerizace s kyselinou all-trans retinovou,
vyvolava fadu zmén metabolismu sacharidi a lipidii spolecné se vzestupem adipozity u
potkanniho polydaktylniho kmene PD/Cub (Sedova L. et al., 2004). Kongenni kmen SHR-Lx,
ktery nese diferencialni segment chromozomu 8 pochazejici z kmene PD na genetickém
pozadi kmene SHR (Kien V. et al., 1997), vykazuje vysokou citlivost k teratogennimu i¢inku
kyseliny retinové (Bild V. et al, 2000), coz zistavd zachovéno také u minimalniho
kongenniho kmene SHR-Lx PDS5, kde byl plivodni diferencidlni segment zkracen na oblast

obsahujici pouze 7 gent.

4.1.2. Ustanoveni farmakogenetického modelu kyselinou retinovou indukované dyslipidémie a
inzulinové rezistence

V této studii jsme testovali hypotézu, zda kongenni kmeny SHR a SHR-Lx PD5
mohou slouzit jako modelové kmeny pro urovani farmakogenetickych aspektii negativnich
ucinkil retinoidi na metabolismus. Samctim kmene SHR a SHR-Lx PD5 jsme podavali
standardni dietu, kterou jsme ve v€ku 15 tydnl nahradili dietou vysokosachardézovou po dobu
dvou tydnl. Poté jsme jedince kazdého kmene ndhodné rozdélili do dvou skupin,
experimentalni a kontrolni. Za pokracujiciho podavani vysokosachar6zové diety jsme
gastrickou sondou aplikovali experimentalni skupin€ po dobu 16 dni kyselinu all-trans
retinovou (RA) v denni koncentraci 15 mg/kg a kontrolni skupin€ jsme podavali pouze
vehikulum bez RA. Mimo kompletniho metabolického a morfometrického profilu jsme

béhem celého obdobi podavani RA monitorovali spotfebu potravy, celkovou hmotnost a
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sytou glykémii. V rdmci metabolickych méfeni jsme provedli oralni gluk6zovy toleran¢ni test

¢trnacty den aplikace RA.

Na zacatku pokusu byli samci kmene SHR-Lx PD5 pfiblizn€ o 8 % leh¢i. V pribéhu
celého pokusu se dynamika vyvoje hmotnosti a pfijmu potravy neliSila mezi kontrolnimi
skupinami. Naproti tomu u jedinci, kterym jsme aplikovali kyselinu all-trans retinovou, jsme
pozorovali postupné vyrovnavani hmotnosti obou kmend, coz bylo déno jejim poklesem u
kmene SHR. Podavani kyseliny all-trans retinové vedlo k signifikantnimu vzestupu relativni
hmotnosti jater u obou kment, zatimco index adipozity (marker visceralni obezity vypocitany
jako hmotnost epididymalniho tukového télesa na 100g télesné hmotnosti) vzrostl pouze u

kmene SHR-Lx PD5.

Pfi srovnani zékladniho metabolického profilu byla hladina glukézy a inzulinu v
plazmé vyrazné nizsi u kontrolni skupiny kmene SHR-Lx PD5 oproti kontrolni skupiné
kmene SHR. Pomér inzulin:glukéza a celkova glukézova tolerance byla u obou kontrolnich
skupin srovnatelna predev§im v disledku vyssi glykémie u kmene SHR-Lx PD5 3 hodiny po
podani glukézy (Obrazek 6A). Podani kyseliny all-trans retinové indukovalo vyrazné,
kmenové specifické zmeény. U kmene SHR-Lx PD5 jsme zjistili témét dvojnasobné zvyseni
hladiny inzulinu, spolecné se signifikantnim zhorSenim gluk6zové tolerance. Oproti tomu
kmen SHR nevykazal Zadnou zménu v hladinéch inzulinu nebo v glukdzové toleranci, a to i
navzdory lehkému vzestupu glykémie 30 minut po podani glukézy (Obrazek 6B).
Nezaznamenali jsme Zadné signifikantni zmény v hladinach adiponektinu nebo volnych
mastnych kyselin, ackoliv hladina glycerolu vzrostla ve stejném rozsahu u obou

experimentalnich skupin.

Pfi detailn€jSim testovani lipidového profilu jsme mezi kontrolnimi skupinami nezjistili
zadné rozdily v sérovych koncentracich triacylglycerolu u pfevazné vétSiny lipoproteinovych
ttid, kromé nepatrnych zmén v nékolika LDL podskupinach (Obrazek 8A). U
experimentalnich skupin, kterym jsme podali kyselinu all-trans retinovou, byl obsah
triacylglycerolii v séru zvySen u obou kment ve vSech hlavnich lipoproteinovych ttidach.
Presto kmen SHR-Lx PD5 vykazoval vyrazné vétsi nartist ve srovnani s kmenem SHR. To v
kone¢ném disledku vedlo k signifikantn€ vy$§im hladinam VLDL, LDL a HDL
triacylglycerolt v séru oproti skuping SHR (Obrazek 8B). U obsahu triacylglycerolt v jatrech

jsme zjistili podobny pribéh. Prestoze kmen SHR vykazuje vySs$i absolutni koncentraci
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triacylglycerolii v jatrech, indukovala kyselina all-frans retinova jejich signifikantni vzestup
pouze u kmene SHR-Lx PD5 ve srovnani s mirnym nesignifikantnim zvySenim jaternich

triacylglycerolii u kmene SHR (Obrézek 7).

1 CTL [ sHr A
B SHR-Lx

Glulkoza {mmol/1}

Inzulin {nmolf1)

ik
xR

Glukoza {mmol/1}

Inzulin {nmolfl)

min

Obrazek 6: Srovnani priibéhu glykemickych kfivek oralniho glukézového toleranéniho
testu u kontrolnich (CTL, panel A) a experimentalnich skupin (RA, panel B) mezi samci
kmene SHR (prdzdné symboly) a kongenniho kmene SHR-Lx PD5 (plné symboly). Na
vloZzeném grafu se nachdzi porovnani inzulinémie mezi kmeny SHR (prazdné sloupce) a
SHR-Lx PDS5 (plné sloupce). Hladiny vyznamnosti Tukeyho post-hoc testu (dvojcestné
analyzy rozptylu s faktory KMEN a RA) znazornéné v ramci grafii jsou nasledujici:

*...p<0.05; **...p<0.01; *** . p<0.001.
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V hladin€ celkového cholesterolu jsme nezaznamenali Zadné rozdily specifické pro faktory
kmene nebo RA. Nicméné kontrolni skupina kmene SHR-Lx PD5 méla vyssi hladinu
sérového cholesterolu u VLDL a malych LDL frakci (obrazek 9A). U obou kmeni vedla
aplikace kyseliny all-frans retinové k poklesu LDL a HDL cholesterolu. Soucasné doslo k
vzestupu koncentrace cholesterolu v chylomikronech a VLDL. Kyselina all-frans retinova
vymazala kmenové specifické rozdily ve vétSin€ lipoproteinovych ttfid, kromé sérovych
VLDL, kde experimentalni skupina kmene SHR-Lx PDS5 vykazovala signifikantng vyssi
koncentraci cholesterolu ve srovnani s experimentalni skupinou kmene SHR (Obrazek 9B).

Signifikantni interakci faktorti kmen a RA jsme zaznamenali také pro obsah cholesterolu v

wrwe

kmene SHR-Lx PDS5 v disledku podédvani RA (Obrazek 7).

Cholesterol Triacylglycerol
12 7
[] SHR .
"7 B SHR-Lx
B 4
‘% x bk
g
4 4
2 4
0

CTL RA CTL RA

Obriazek 7: Koncentrace cholesterolu a triacylglycerolii v jatrech u kontrolnich (CTL) a
experimentalnich skupin (RA) kment SHR (prazdné sloupce) a SHR-Lx PDS5 (plné sloupce).
Hladiny vyznamnosti Tukeyho post-hoc testu (dvojcestné analyzy rozptylu s faktory KMEN

a RA) zndzornéné v ramci grafli jsou nasledujici: *...p<0.05; **...p<0.01.
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Obriazek 8: Koncentrace triacylglycerolii ve 20 lipoproteinovych frakeich u kontrolnich
(CTL, panel A) a experimentalnich skupin (RA, panel B) kmenii SHR (prazdné sloupce) a
SHR-Lx PDS5 (plné sloupce). Hladiny vyznamnosti Tukeyho post-hoc testu (dvojcestné
analyzy rozptylu s faktory KMEN a RA) znazornéné v ramci grafii jsou nasledujici:
*...p<0.05; **...p<0.01; *** . .p<0.001. Jednotlivé tfidy lipoproteinii jsou fazeny podle

velikosti, od nejvétSich po nejmensi Céstice.
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Obrazek 9: Koncentrace cholesterolu ve 20 lipoproteinovych frakcich u kontrolnich
(CTL, panel A) a experimentalnich skupin (RA, panel B) kmenii SHR (prazdné sloupce) a
SHR-Lx PDS5 (plné sloupce). Hladiny vyznamnosti Tukeyho post-hoc testu (dvojcestné
analyzy rozptylu s faktory KMEN a RA) znazornéné v ramci grafii jsou nasledujici:
*...p<0.05; **...p<0.01; *** . .p<0.001. Jednotlivé tfidy lipoproteinii jsou fazeny podle

velikosti, od nejvétSich po nejmensi Castice.
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Jiz diive bylo zjisténo, ze dlouhodobéd aplikace vysokych davek vitaminu A
pacientim vedla k zvySeni obsahu cholesterolu a fosfolipidii v plazmé (van Bruggen T.J. a
Straumfjord J.V., 1948). Spolecné s myalgiemi a vzestupem sérovych hladin jaternich
enzymu patii dyslipidémie mezi nejcastéjsi vedlejsi ucinky doprovazejici podavani retinoidii
(Brelsford M. a Beute T.C., 2008). Doposud bylo popsano nékolik polymorfismt, které
ovliviiuji odpovéd’ na terapeutické podavani retinoidii. Sem patii napiiklad SNP rs833061
v promotoru genu VEGF (vascular endothelial growth factor) u retinoidy lé¢ené lupénky
(Young H.S. et al., 2006), varianty v CYP26A41 a dalSich genech v ramci terapie akutni
promyelocytdrni leukémie (Quere R. et al., 2007). Nicméné z hlediska genetickych
determinant nezaddoucich ucinki retinoid je k dispozici pouze minimum informaci. Jednou z
mala popsanych interakci je asociace alel €2 a €4 apolipoproteinu E (ApoE) se vzestupem

triacylglycerolii po podani isotretinoinu (Rodondi N. et al., 2002).

Ustavili jsme modelovy systém pro vyzkum metabolickych vedlejSich ucinki
retinoidd, ktery je tvofen dvojici kmentt SHR a SHR-Lx PD5. Odhalili jsme genomickou
oblast se sedmi protein-kodujicimi geny, ktera zprostiedkovava zvySenou vnimavost k
vzestupu sérovych triacylglyceroli a zhorSeni glukézové tolerance indukovanou podanim
RA. Timto se ukazuje, ze diive zjisténa citlivost kongenniho kmene SHR-Lx PDS5 na kyselinu
all-trans retinovou (Bila V. et al., 2000) se rozsituje i za fetalni obdobi a neni omezena pouze
na teratogenni vliv, ale pfedstavuje komplexni farmakogenetickou interakci zahrnujici také
metabolismus sacharidi a lipidi. Stejné¢ jako u lidskych studii zvySuje RA sérové
koncentrace triacylglyceroli u obou potkanich kmend. Vzrlst triacylglyceroli ve vSech
hlavnich frakcich lipoproteind byl podpofen v disledku podavéani vysokosachardézové diety,
kterd je silnym induktorem dyslipidémie a inzulinové rezistence (Vrana A. a Kazdova L.,
1970) a kterd byla podavéana jesté pied zacatkem aplikace kyseliny all-frans retinové. Jiz
diive bylo prokazano, Ze oba kmeny jsou geneticky predisponovany k rozvoji znaki
metabolického syndromu (Pravenec M., et al., 2004) zhorSenych po indukci vhodnou dietou
(Seda O. et al., 2006). Proto napodobuiji pacienty s normalnim (SHR) nebo zvysenym (SHR-
Lx PDS) stupném odpovédi k metabolicky nezddoucim ucinkim RA. Jednim z moZnych
mechanismi nérGstu koncentrace triacylglyceroli mize byt zvySena jaterni lipogeneze,
¢emuz napovida vyrazné obohaceni VLDL frakce triacylglycerold spolu se vzestupem zasob
triacylglycerolu v jaterni tkani. Vliv na hladiny sérového cholesterolu a jejich distribuci v

lipoproteinovych frakcich byl méné vyrazny a u pozorovanych kmentl se neliSil. ZhorSeni
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gluk6zové tolerance u kmene SHR-Lx PD5 indukované kyselinou all-frans retinovou je v
souladu s dfive zaznamenanym uc¢inkem isotretinonu na kmen PD/Cub (Sedova L. et al.,
2004), ktery je darcem diferencidlniho segmentu chromozomu 8 u kmene SHR-Lx PDS.
Vysledek ukazuje na zachyceni kauzalnich genetickych faktorti uvniti diferencidlniho

segmentu kongenniho kmene SHR-Lx PDS5.

Jak jiz bylo dfive zminéno, nachdzi se v oblasti diferencidlniho segmentu
kongenniho kmene SHR-Lx PD5 sedm genii. Tato oblast odpovidd lidskému chromozomu
11g23. Ackoliv k omezenim této studie patii pfimé urceni kauzéalnich genetickych variant
zodpovédnych za zvySenou citlivost k metabolickym zméndm indukovanym RA, mlzeme
spekulovat o vyznamu n¢kolika genli pfitomnych v diferencidlnim segmentu na zékladé
nasich ptfedchozich studii. Diferencialni segment byl jiz diive studovan a byla nalezena 2964
bp delece v intronu 2 genu Plzf (promyelocytic leukemia zinc finger), ktera vedla k poklesu
jeho exprese ve vyvijejicich se koncetinovych pupenech (Liska F. et al., 2009). Byla
potvrzena interakce proteinu PLZF s RARa (retinoic acid receptor o) (Martin P.J. et al.,
2003). Dalsi potvrzeni pro interakci genu Plzf s kyselinou all-trans retinovou pochdzi z
lidskych onkologickych studii. V tomto pifipadé se jedna o podskupinu akutni
promyelocytarni leukémie, kterd je zptisobena vznikem fuzniho genu PLZF-RARa a ktera
neodpovida na jinak u¢innou lécbu kyselinou retinovou (Guidez F. et al., 2003). Ackoliv nase
studie neposkytuje definitivni dikaz, jevi se gen Plzf jako pravdépodobny kandidat pro

pozorovanou farmakogenetickou interakci.

Nase vysledky jsou ve zjevném kontrastu s daty ze studii, které popisuji pozitivni
pusobeni retinoiddi na lipidovy profil (Misra U.K., 1966) za urcitych experimentalnich
podminek a terapeutickych rezimech (Ziouzenkova O. et al., 2007) s privodnimi zménami v
nékterych adipokinech (napf. resistin, leptin nebo retinol-binding protein 4) (Felipe F. et al.,
2004; Felipe F. et al., 2005; Mercader J. et al., 2008). Kli¢ k feSeni tohoto zdanlivého
paradoxu by mohla poskytnout studie (Schug T.T. et al., 2007), podle které konecny efekt
zavisi na intracelularnim poméru dvou transportérii kyseliny retinové, coz v konecném

disledku vede bud’ k aktivaci RAR nebo PPAR [3/6.
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4.1.3. Farmakogenomicka analyza kongenniho kmene SHR-Lx PDS jako modelu kyselinou
retinovou indukované dyslipidémie

Ptedchozi studii jsme uzavieli zjiSténim, ze minimalni kongenni kmen SHR-Lx PDS5,
ktery se 1isi od progenitorového kmene v piesné definované oblasti chromozomu 8 s pouze
sedmi geny, je vysoce vnimavy k dyslipidémii indukované kyselinou all-frans retinovou za
podminek vysokosacharézové diety. Soucasné vykazuje kongenni kmen SHR-Lx PDS5 ve

srovnani s progenitorovym kmenem SHR vznik inzulinové rezistence.

Testovali jsme, zda je zvySend citlivost k aplikaci kyseliny all-frans retinové
zachovana i pfi podavani standardni diety a zda je farmakogeneticka interakce kyseliny all-
trans retinové s diferencialnim segmentem chromozomu 8 odrazena i v transkriptomu
kosterniho svalu. Protokol byl z hlediska stafi zvitat i davky a ¢asovani podani RA identicky
jako u predchozi studie s tou vyjimkou, ze po celou dobu studie byla experimentalnim i

kontrolnim skupindm podavana standardni dieta.

Kontrolni skupiny obou kmenti mély srovnatelnou télesnou hmotnost a také relativni
hmotnost visceralniho a retroperitonealniho tuku byla shodna. U kongenniho kmene SHR-Lx
PD5 jsme zjistili niz$i relativni hmotnosti jater a ledvin ve srovnani s kmenem SHR.
Hmotnost nadledvinek byla naopak ve srovnani s kmenem SHR vyssi. Aplikace kyseliny all-
trans retinové po dobu 16 dni nevedla u experimentalnich skupin obou kmentli k Zddnym
zménam v celkové hmotnosti nebo v mnozstvi tukové tkané. Experimentalni skupina kmene
SHR vykazovala signifikantné¢ vy$si relativni hmotnost jater, srdce a ledvin ve srovnani
s experimentalni skupinou kongenniho kmene SHR-Lx PD5. Zatimco glykémie nalacno
nevykazala vyznamné rozdily, glukézova tolerance byla signifikantn€¢ nejhor$i u
experimentalni skupiny kongenniho kmene SHR-Lx PDS5, a to jak ve srovnani s kontrolni

skupinou SHR-Lx PDS5, tak s experimentalni skupinou SHR.

Pfi detailni analyze lipidového profilu jsme u kontrolni skupiny kmene SHR
zaznamenali signifikantné vyssi hladinu jak celkovych triacylglycerold, tak triacylglycerolii v
chylomikronech ve srovnani s kontrolni skupinou kmene SHR-Lx PD5. Podavani kyseliny
all-trans retinové vedlo vyluéné u kmene SHR-Lx PD5 k podstatnému vzestupu koncentrace
triacylglycerolit ve vSech lipoproteinovych frakcich krom& LDL (Obrazek 10). Podobny
posun jsme pozorovali i pro distribuci cholesterolu v ramci jednotlivych lipoproteinovych
tfid. Zatimco hladina celkového cholesterolu a cholesterolu v chylomikronech, VLDL, LDL a
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HDL lipoproteinovych tiidach byla signifikantné vys$si u kontrolni skupiny kmene SHR ve
srovnani s kontrolni skupinou kongenniho kmene SHR-Lx PDS5, vedla aplikace kyseliny all-
trans retinové k signifikantnimu nartistu koncentrace cholesterolu u chylomikroni a VLDL
vyhradné u kongenniho kmene SHR-Lx PD5. U experimentalni skupiny kmene SHR jsme
zaznamenali pouze lehky pokles v hladinach LDL cholesterolu. U HDL cholesterolu nedoslo
ani u jedné z experimentdlnich skupin k Zddnym zménam. Velikosti VLDL, LDL a HDL
¢astic byly u obou kontrolnich skupin podobné. Kyselina all-frans retinovd indukovala u
kongenniho kmene SHR-Lx PDS5 vzestup velikosti VLDL a LDL castic spole¢né s poklesem
velikosti ¢astic HDL, coz predstavuje signifikantni rozdil oproti nezménénym hodnotdm u

kmene SHR (Obrazek 11).

Nésledné jsme provedli analyzu transkriptomu kosterniho svalu (m. soleus) a jeji
vysledky jsme otestovali pomoci real-time PCR pro osm vybranych transkripth (4ldh3al,
Cptlb, Gria2, 1l11b, Rdhll, Pparg, Sirt3 a Smcr7). Ve vSech ptipadech jsme byli schopni
potvrdit smér efektu indukovaného RA (Obrazek 12).

Jednim z castych vedlejSich ucinkdl podavani agonistil retinoidnich receptord je
indukce hyperlipidémie (Desphande A. et al., 2014). V pfedchozi studii jsme pozorovali
hyperlipidemicky efekt aplikace kyseliny all-trans retinové u dospélych samcti kongenniho
kmene SHR-Lx PD5 za podminek vysokosacharézové diety (Bila V. et al., 1996; Bila V. a
Kien V., 2000). V této praci jsme ukézali, ze zvySena citlivost u tohoto kmene zlstava
zachovana i za podminek standardni diety a tak neni z&visld na interakci mezi dietou a
medikaci. Rovnéz jsme potvrdili zhorSeni glukdzové tolerance po aplikaci kyseliny all-trans
retinové. Tento vysledek se na prvni pohled jevi jako kontrastni k vysledkim nékolika
nedavnych studii u mysi C57BL/6, kde aplikace kyseliny all-frans retinové branila vytvareni
tukovych zasob a vzniku dietou indukované obezity (Berry D.C. et al., 2012) a vedla ke
zlepseni glukdzové tolerance, inzulinové rezistence a dokonce i1 dyslipidémie (Li Y. et al,,
2013; Berry D.C. a Noy N., 2009). Pokud odhlédneme od mezidruhovych rozdila, mize byt
diivodem takovéto odlisnosti geneticky determinovana citlivost, nebot’ i v naS§em experimentu
kmen SHR nevykazoval po podani kyseliny all-trans retinové Zadné metabolické zhorSeni.
Kongenni kmen SHR-Lx PDS5 tak reprezentuje model zvySené vnimavosti napodobujici
vedlejsi ucinky kyseliny all-frans retinové u clovéka. Vzhledem k dulezitosti tkané
kosterniho svalstva pro celkovou inzulinovou senzitivitu a lipidovy metabolismus jsme
provedli transkriptomickou analyzu kosterniho svalu u obou kment.
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Obriazek 10: Koncentrace triacylglyceroli ve 20 lipoproteinovych frakcich u kontrolnich
(STD, prazdné sloupce) a experimentélnich skupin (STD+RA), pIné sloupce) kmenti SHR a
SHR-Lx PDS. Hladiny vyznamnosti Tukeyho post-hoc testu (dvojcestné analyzy rozptylu s
faktory KMEN a RA) zndzornéné v ramci grafi jsou nasledujici: *...p<0.05; **...p<0.01;
*ak L .p<0.001. Jednotlivé tiidy lipoproteini jsou fazeny podle velikosti, od nejvétSich po
nejmensi ¢astice.
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Obrazek 11: Koncentrace cholesterolu ve 20 lipoproteinovych frakcich u
kontrolnich (STD, prazdné sloupce) a experimentalnich skupin (STD+RA, plné sloupce)
kmenit SHR a SHR-Lx PDS5. Hladiny vyznamnosti Tukeyho post-hoc testu (dvojcestné
analyzy rozptylu s faktory KMEN a RA) znazornéné v ramci grafii jsou nasledujici:
*...p<0.05; **...p<0.01; *** . .p<0.001. Jednotlivé tfidy lipoproteinii jsou fazeny podle
velikosti od nejvétsich po nejmensi ¢astice.
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Zadny ze sedmi gentl, které jsou piitomné na diferencidlnim segmentu chromozomu
8 kongenniho kmene SHR-Lx PDS5, nevykazal zménénou expresi v disledku aplikace
kyseliny all-frans retinové. Nicmén¢ testovani existujicich drah mezi vySe zminénymi sedmi
geny a siti propojujici rozdiln€¢ exprimované geny odhalilo spojeni s genem Plzf (Zbth16),
ktery nese deleci v intronu 2 o rozsahu 2,9 kb (Obrazek 13). Gen Plzf je vyznamnym
kandidatem pro preaxidlni polydaktylii, hypertrofii levého komory srde¢ni, hypertenzi a
inzulinovou rezistenci (viz. kapitola 4.3.; Seda O. et al.,, 2005b; Liska F. et al., 2009).
Limitaci této prace je moznost kmenové-specifickych zmén v expresi genli diferencialniho

segmentu v jinych typech tkani, které jsme netestovali (jatra, tukova tkan).

1.5 [] SHR (ATRA vs. CTL)
B SHR-Lx (ATRA vs. CTL)
14
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S? ‘ I ’_i
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-~
-0.5
-1 s
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Obrazek 12: Testovani microarray analyzy pomoci kvantitativni real-time PCR pro
nasledujici geny: Sirt3: sirtuin 3; Smcr7: mitochondrial elongation factor 2 (Mief2); 111b:
interleukin 1 beta; Cptl/b: carnitine palmitoyltransferase 1b, muscle; Gria2: glutamate
receptor, ionotropic, AMPA 2; Pparg: peroxisome proliferator-activated receptor gamma;

Aldh3al: aldehyde dehydrogenase 3 family, member Al; RdhlI: retinol dehydrogenase 11
(all-trans/9-cis/11-cis).

Ustavili jsme kongenni kmen SHR-Lx PD5 jako vhodny model pro kyselinou
retinovou indukovanou hyperlipidémii a glukézovou intoleranci a identifikovali jsme

pfedpokladanou sit’ zodpoveédnou za mechanismus farmakogenetické interakce.

52



1 () Complex
i % Enzyme
Greup/ComplexiOther
lon Channel : \
Kinase | ~ AYA)
Ligand-dependent Nuclear Receptor | 4 . u K qa\c\ne‘unnv‘rvmn[rr
e ! \  LDLcholesterol N
Transcrlplmn Regu‘ahf
=/ Transporter
() Unknown
| — Relationship
| == Relationship

©2000:2074 Ingenuity Systems, Inc. Al ights reserved

Obrazek 13: Analyza regulaénich uzli. Obrazek znazornuje sit snejvysSim skore
v analyze mechanistickych siti pomoci modulu IPA s pouzitim transkriptii se signifikantni
interakci faktori Kmen (SHR, SHR-Lx) * Terapie (standardni dieta, standardni dieta +
kyselina all-trans retinova). Zelen€ jsou vyznaCeny geny s validovanou zménou exprese
pomoci real-time PCR. Zluté je vyznaden jediny gen pfitomny v diferencialnim segmentu
kongenniho kmene SHR-Lx, pro ktery bylo mozné identifikovat spojeni s touto siti. TGFBI:
transforming growth factor, beta 1; Insl: insulin 1; PPARG: peroxisome proliferator-
activated receptor gamma; ADIPOQ: adiponectin, C1Q and collagen domain containing,
NFE2L2: nuclear factor, erythroid 2-like 2; CTNNBI: catenin (cadherin-associated protein),
beta 1, 88kDa; LPS: Lipopolysaccharide; TNF: Tumor necrosis factor; IL2: interleukin 2;
APOE: apolipoprotein E; CD3: cluster of differentiation 3; CD28: cluster of differentiation
28.
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4.2.Farmakogeneticka interakce ondansetronu a diferencialniho segmentu
chromozomu 8 kongenniho kmene SHR.(PD/BN)8

Tato sekce obsahuje komentaf k nésledujici publikaci:

Krupkova M., Sedova L., Liska F., K¥enova D., Kien 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). Klinicky se nejcastéji vyuziva
k 1écbeé chemoterapii indukované a pooperacni nevolnosti a zvraceni (Machu T.K., 2011).
Nicméné jsou znamy i antiflogistické (Liu F.C. et al., 2012) a antiproliferativni G€¢inky (Prada
J. et al., 2012) ondansetronu, stejné tak jako jeho modula¢ni plsobeni na piijem potravy
(Hayes M.R. et al., 2004) a metabolismus (Carvalho F. et al., 2005). Odpoveéd’ na podani
ondansetronu je zna¢né individudlni, pfiCemz se alesponl u ¢asti této variace predpoklada
zavislost na genetickém pozadi. Ackoliv nejsou pochybnosti o dileZitosti
farmakogenetickych aspektii plsobeni ondansetronu, je tato oblast jen velmi malo
prozkouména (Ho K.Y. a Gan T.J., 2006). Jednim z potencidln¢ dulezitych genetickych
faktori je vtomto ohledu polymorfismus ptimo v 5-HT; receptoru. Geny koédujici 5-HT;
podjednotky receptoru, Htr3a a Htr3b jsou kolokalizovany na lidském chromozomu 11923 a
nachdzeji se v syntenni oblasti potkaniho chromozomu 8. Jiz diive byla identifikovana
substituéni mutace v genu Htr3b u polydaktylniho kmene potkana (Liska F. et al., 2009),
ktery piedstavuje model metabolického syndromu (Seda O. et al., 2005b; Sedové et al.,
2000). Vtéto studii jsme porovnali metabolicky efekt ondansetronu u spontanné
hypertenzniho kmene potkana (SHR) ve srovnani s nové odvozenym kongennim kmenem,
ktery nese diferencidlni segment chromozomu 8 (vcetné gent Htr3a a Htr3b) z kmene

PD/Cub a BN/Cub.

Pii genotypizaci pomoci polymorfnich mikrosatelitnich markeri jsme urcili rozsah
diferencidlniho segmentu kmene SHR.(PD/BN)S, ktery je PD/Cub a BN/Cub ptvodu.
Zatimco BN segment ma rozsah okolo 40 Mb, prilehld genomicka cast PD/Cub plvodu
(zahrnuje jiz diive identifikovanou variantu H364R genu Htr3b) ma velikost 422 kb. Bylo

provedeno né€kolik celogenomovych analyz, které vyloucily pfitomnost dalSich alel, které by
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nebyly SHR plvodu, nez téch ptfitomnych na chromozomu 8, coz potvrzuje kongenicitu
nového kmene. BN/Cub a PD/Cub segmenty tak pfedstavuji jediny genomicky rozdil mezi
kmeny SHR a SHR(PD/BN)8.

Z hlediska morfometrick¢é analyzy byla kontrolni skupina samcti kmene
ondansetronu vedlo k vymazani tohoto rozdilu. Ondansetron indukoval signifikantni redukci
visceralniho, ale nikoliv retroperitonedlniho tuku u obou kmend. Opaény trend jsme
pozorovali pro relativni hmotnost jater. Gluk6zova tolerance kontrolnich skupin nebyla
signifikantné odlisna. Nicméné€ jedinci kongenniho kmene SHR(PD/BN)8, jimZ byl podavan
ondansetron, vykazovali signifikantné¢ vys§i glykémii nalaéno a zhorSenou gluk6zovou
toleranci vyjadienou obsahem plochy pod glykemickou kiivkou ve srovnani s kmenem SHR
(Obrazek 14).

Pti detailnéjSim zkoumani lipidového profilu vykazovaly kontrolni i experimentalni
skupiny kmene SHR.(PD/BN)8 vyssi celkovou triacylglycerolémii ve srovnani s piisluSnymi
skupinami kmene SHR. Navic ondansetron indukoval signifikantni vzestup celkové
triacylglycerolémie pouze u kongenniho kmene SHR.(PD/BN)8. Zatimco u kontrolnich
skupin byly rozdily v koncentracich triacylglyceroltl nejzietelnéjsi u malych a velmi malych
LDL castic, ondansetron indukoval vzestup hladin triacylglycerolu v celém lipoproteinovém

spektru u kmene SHR.(PD/BN)8, ale pouze v LDL u kmene SHR (Obrézek 15).

Celkovy cholesterol byl signifikantné vys$i u kontrolni skupiny kmene SHR ve
srovnani s kongennim kmenem SHR.(PD/BN)8. Tento rozdil byl zapfi¢inén piedevSim
rozdilem koncentracemi cholesterolu v LDL a HDL. Pfi podani ondansetronu u
experimentalnich skupin doSlo k indukci vzestupu hladin cholesterolu ve vSech
lipoproteinovych frakcich u kongenniho kmene SHR.(PD/BN)8, coz v kone¢ném dlsledku
vedlo k30 % vzestupu v celkovém cholesterolu ve srovnani s minimalnimi zménami

pozorovanymi u experimentalni skupiny kmene SHR (Obrazek 16).
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Obrazek 14: Srovnani pribéhu glykemickych krfivek oralniho glukézového
toleranc¢niho testu u kontrolnich (CTL, panel A) a experimentalnich skupin (OND, panel B)
mezi samci kmene SHR (prazdné symboly) a kongenniho kmene SHR.(PD/BN)8 (plné
symboly). Hladiny vyznamnosti Tukeyho post-hoc testu (dvojcestné analyzy rozptylu s
faktory KMEN a OND) znazornéné v ramci grafi jsou nasledujici: *...p<0.05; **...p<0.01;
kL .p<0.001
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Podavani ondansetronu nepatrné¢ zhorSilo glukozovou toleranci u kmene
SHR.(PD/BN)8 ve srovnani s jeho progenitorovym kmenem SHR. Uéinnek ondansetronu na
metabolismus sacharidli byl popsan jiz dfive jak u experimentdlnich modelovych organizmt
(Carvalho F. et al., 2002; Madhane S. et al., 2012), tak u cloveéka (Patel A. et al., 2011).
Potencialni vysvétleni se pravdépodobné vztahuje k roli serotoninu v regulaci energetické
rovnovahy a glykémie prostfednictvim drah centrdlniho nervového systému (Tecott L.H.,
2007). Vlastni mechanismus je§t¢ zbyva objasnit, protoze v piisluSnych oblastech
hypotalamu je exprimovano néckolik podskupin serotoninovych receptori. V naSem
modelovém systému jsme nepozorovali Z&dné rozdily v pfijmu potravy mezi
experimentalnimi skupinami obou testovanych kment, kterym byl poddvan ondansetron.
Zietelnd zména se objevila v utilizaci energie u obou kment, kdy pti podavani ondansetronu
oba kmeny vykazovali redukci viscerdlniho tuku a zfetelny posun v lipidovém profilu. Pfi
ordlni aplikaci ondansetronu jsou pozorované ucinky pravdépodobné zptisobeny modulaci
periferni serotoninové stimulace. NejvyznamnéjSim zjiSt€énim na$i studie je signifikantni
vzestup v koncentracich triacylglycerolu a nékterych frakci cholesterolu u experimentalni
skupiny kongenniho kmene SHR.(PD/BN)8. Pokud je ndm zndmo, neexistuje dosud
publikace popisujici vztah mezi ondansetronem a hladinami cholesterolu, ani dyslipidémii

obecné.

Podobny efekt byl popsan pifi pouziti druhé generace antipsychotickych léciv
s antagonistickym Uc¢inkem na serotoninové receptory napi. olanzapinu (Rummel-Kluge C. et
al., 2010), kdy doslo k indukci dyslipidémie a sekundarné i k nartistu hmotnosti (de Leon J. a
Diaz F.J., 2007). Pfedpoklada se urcita role jednonukleotidového polymorfismu rs2229416 u
genu pro acetyl-koenzym A karboxylazu a (ACACA) ve zprosttedkovani vyse zminéného
hyperlipidemického efektu. Tento gen neni obsaZen v diferencidlnim segmentu kongenniho

kmene SHR(PD/BN)8 a ani nema zfetelné funkcéni vazby na geny v segmentu obsazené.

Ustavili jsme novy kongenni kmen vykazujici zfetelnou metabolickou odpovéd’ na
oralni aplikaci ondansetronu a vytvofili jsme tak uZiteCny experimentalni néstroj pro
farmakogenetickou a farmakogenomickou analyzu piisobeni ondansetronu na metabolismus

sacharidu a lipidd.
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Obrazek 15: Koncentrace triacylglycerolii ve 20 lipoproteinovych frakcich u
kontrolnich (CTL, panel A) a experimentalnich skupin (OND, panel B) kmen SHR (prazdné
sloupce) a SHR.(PD/BN)8 (plné sloupce). Hladiny vyznamnosti Tukeyho post-hoc testu
(dvojcestné analyzy rozptylu s faktory KMEN a OND) zndzornéné v ramci grafi jsou
nasledujici: *...p<0.05; **...p<0.01; ***...p<0.001. Jednotlivé tfidy lipoproteint jsou fazeny

podle velikosti, od nejvétSich po nejmensi Castice.
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Obrazek 16: Koncentrace cholesterolu ve 20 lipoproteinovych frakcich u
kontrolnich (CTL, panel A) a experimentalnich skupin (OND, panel B) kmen SHR (prazdné
sloupce) a SHR.(PD/BN)8 (plné sloupce). Hladiny vyznamnosti Tukeyho post-hoc testu
(dvojcestné analyzy rozptylu s faktory KMEN a OND) zndzornéné v ramci grafi jsou
nasledujici: *...p<0.05; **...p<0.01; ***...p<0.001. Jednotlivé tfidy lipoproteint jsou fazeny

podle velikosti od nejvétsich po nejmensi Castice.

59



4.3.Gen PIzf 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.

Arteridlni  hypertenze je hlavnim nezdvislym rizikovym faktorem pro
kardiovaskularni onemocnéni. Hypertenze predisponuje k hypertrofii levé srde¢ni komory
(LVH), ktera dale zvySuje kardiovaskuldrni morbiditu a mortalitu. Srdce hypertenznich
pacientli podstupuje strukturni a funkéni prestavbu (Zhang P. a Mende U., 2011), kterd
zahrnuje vSechny tkanové komponenty. Kromé hypertrofie kardiomyocytli tento proces
zahrnuje také zvySené ukladani intersticidlnitho a perivaskularniho kolagenu a piestavby
intramuralnich arteriol (Schwartzkopff B. et al., 1995). Tyto strukturdlni zmény jsou
povazovany za anatomicky podklad funkénich abnormalit, které ovliviiuji levou srde¢ni

komoru a korondrni cirkulaci u pacientd s hypertenzi (Cecchi F. et al., 2009).

Myokardidlni fibréoza je multifaktoridlni patologickd zména, kterd zahrnuje
pfestavbu  extracelularni matrix a bunéénych komponent, mezi které patii
fibroblasty/myofibroblasty, zanétlivé bunky a dalsi (Pardo Mindan F.J. a Panizo A., 1993;
Jellis C. et al., 2010). Tyto pfestavby v konecném disledku zplsobuji negativni zmény
komor vedouci k abnormalitam v srde¢ni funkci, zvlasté zhorSeni diastolické relaxace a
plnéni bez systolické dysfunkce (Slama M. et al., 2002). V soucasné dob¢ se odhaduje, Ze
okolo 50 % pacientil se srde¢nim selhanim trpi diastolickym srde¢nim selhanim (Gradman

A.H. a Wilson J.T., 2009).

60



Mimo hypertenze pfispivaji k vyvoji myokardidlni fibrézy u lidské hypertenze dalsi
hemodynamické faktory. Mezi tyto faktory patii ndlez myokardialni fibrozy nejen v levé, ale
také v pravé komote a interventrikularnim septu v postmortem studiich lidskych srdci u
jedinct s hypertenznim srde¢nim onemocnénim. Nedavné studie také ukdzaly, Ze schopnost
antihypertenzni 1é€by redukovat fibrozu u hypertenznich pacientli, u nichz byla biopsii
prokdzana myokardidlni fibréza, mize byt nezéavisld na jejich antihypertenznim efektu

(Gonzales A. et al., 2004; Castoldi G. et al., 2010).

Spontanné hypertenzni kmen potkana SHR reprezentuje excelentni model LVH a
srdecni fibrozy. U tohoto kmene a dalSich kmenl od néj odvozenych byla mapovana fada
lokusti kvantitativnich znakdi (QTL) pro regulaci hmotnosti srdce. Nedavno byly na
molekularni trovni identifikovany prvni dvé QTL nezavisld na krevnim tlaku asociovana s
LVH. Jedna se o geny Ogn (osteoglycin) a Endog (endonukledza G), které se nachazi na
chromozomech 17 a 3 (Petretto E. et al., 2008; McDermott-Roe C. et al., 2011). Tyto nélezy
podporuji moznost, Ze LVH neni pouze sekundarnim znakem hypertenze a Ze geneticka
predispozice mize hrat dulezitou roli v hypertrofické odpovédi. V naSich ptedchozich
studiich jsme identifikovali QTL na chromozomu 8, které bylo asociovano s predispozici k
hypertenzi a LVH a které bylo geneticky izolované uvniti kongenniho kmene SHR-Lx (Kfen
V. et al., 1997). Kromé¢ toho bylo nedavno identifikovano nové QTL asociované se srde¢ni
intersticidlni fibrézou u rekombinantnich inbrednich kmentt BXH/HXB na chromozomu 8§ v
okoli genu Zbtb16 (Plzf) (Mancini et al., 2013). Gen Plzf se jevi jako prominentni kandidat
pro QTL asociované se srdecni hypertrofii a také s fibrozou (Wang N. et al., 2012). V nasi
studii jsme geneticky definovali diferencidlni segment chromozomu 8 izolovany u SHR.PD-
chr.8 minimalni kongenni podlinie (SHR-Lx PD5). Vyuzili jsme sekvenovani gentl a expresni
analyzy, stejn¢ jako histomorfometrického a hemodynamického profilovani k identifikaci
genu Plzf jako genu odpovédného za QTL asociované s predispozici k hypertenzi, LVH a

intersticialni fibroze.

Odvozeni a charakterizace kongenni podlinie SHR-Lx PD5 bylo popsano jiz dfive.
Nicméné navrhem dalSich polymorfnich marker pro genotypizaci jsme byli schopni
definovat kongenni segment s daleko vétsi presnosti, coz vedlo k vylouceni nékolika genti
z puvodni anotace diferencidlniho segmentu. Diferencidlni 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 Drd?2 je v segmentu pfitomen pouze svym promotorem, prvnim
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nekodujicim exonem a ¢asti prvniho intronu. Protoze genomové sekvence kmentt SHR/Ola a
BN-Lx/Cub (kongenni kmen nesouci segment chromozomu 8 PD plivodu izolovany u
podlinie SHR-Lx PDS5) jsou znamy, provedli jsme pfimo analyzu genetickych polymorfizmi
v diferencialnim segmentu SHR-Lx PDS5. Podle tohoto srovnani jsme zjistili 710
jednonukleotidovych polymorfizmii, 352 malych inzerci nebo deleci a 1 velkou deleci. Navic
jsme sekvenovali kodujici ¢asti genli a vybranych konzervativnich nekodujicich oblasti.
Vysledky byly v souladu s pfedpoklady zaloZzenymi na datech z celogenomovych metod.
Koédujici sekvence obsahuji 3 nesynonymni aminokyselinové substituce u gent 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 pfiCiny pozorované¢ho fenotypového rozdilu je nepravdépodobna. Z
nekddujicich sekvencnich variant je nejndpadngjsi velkd 2964 bp delece v druhém intronu
genu Plzf. Tato delece zahrnuje vysoce konzervovanou nekodujici sekvenci, kterd miize

potencionalné slouzit jako ,,enhancer* (Obrazek 17).

Hmotnosti srdce jsou signifikantné mens$i u kongenni podlinie SHR-Lx PD5 ve
srovnani s kmenem SHR. Navic jsme pfi histologické analyze odhalili, Ze redukce velikosti
srdce je doprovazena redukci objemu kardiomyocytli o vice nez jednu tietinu, coz jasne
demonstruje zlepSeni hypertrofie. Nepozorovali jsme zadné signifikantni korelace mezi
krevnim tlakem a intersticialni fibrézou nebo LVH u rekombinantnich inbrednich kmenu, coz

potvrzuje, Ze tyto znaky nejsou na krevnim tlaku zavislé.

Radiotelemetrickd méfeni ukazuji signifikantni pokles v systolickém krevnim tlaku
u kongenni podlinie SHR-Lx PDS5 ve srovnani s kmenem SHR. Diastolicky krevni tlak byl
také niz$i, ale ne signifikantné rozdilny. Pokles krevniho tlaku nezavisi na piijmu soli,

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

Gen PIzf obsahuje deleci intronu, kterd je prominentnim kandidatem pro LVH a
intersticidlni fibrézu. Dusledkem této delece je také pokles exprese genu Plzf v
koncetinovych pupenech s naslednym vznikem polydaktylie (Liska F. et al., 2009). Z tohoto
diivodu jsme méftili expresi genu Plzf'v srde¢ni tkani 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 Zadné zmény v rendlni

expresi genu Plzf mezi kmeny SHR a SHR-Lx PD5. Navic jsme nezjistili rozdily v srde¢ni
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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). Také jsme nezaznamenali rozdilnou
expresi dalSich gent pfitomnych uvnitf diferencidlniho segmentu, s vyjimkou zvySené
exprese genu Imprss5 v srdei osmidennich potkant. Hladiny mRNA genl Htr3a, Htr3b a

Drd?2 byly u obou organti sotva detekovatelné.

a Rat Mow. 2004 (Baylor 3.4/md)  ohel: 61 897, TRE-52,685 422 (TET 84T bp)
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Obrazek 17: (a) Detailni mapa diferencidlniho segmentu chromozomu 8 v
kongennim kmenu SHR-Lx PDS5. Vizualizace je zaloZzena na UCSC Genome Browser. (b)
Detail delece v genu Plzf (Zbtb16). (c) PCR amplifikace oblasti. Oc¢ekavana velikost PCR
produktu je 3240 bp pro kmen SHR a 276 bp pro SHR-Lx PDS.

Plzf pisobi jako transkripcni represor, ktery se na DNA véaze svou C-termindlni
doménou s motivem zinkovych prsti (Li J.Y. et al., 1997), zatimco N-terminalni BTB/POZ
doména je diilezita pro homodimerizaci a transkripéni represi (Melnick A. et al., 2000). Rada
diikazii poukazuje na moZnou ucast Plzf v patogenezi hypertenze, srde¢ni hypertrofie a

srdecni fibrozy. Mezi tyto dikazy patii role Plzf v rendlnich epitelidlnich bunkach jako
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soucasti negativni zpétnovazebné regulace mineralokortikoidii. Aldosteron indukuje Plzf,
které naopak suprimuje expresi beta a gama podjednotek epitelidlniho sodného kanalu
(ENaC), a tak limituje reabsorpci sodiku (Naray-Fejes-Toth A. et al., 2008). Také piima
interakce Plzf s angiotensinovym receptorem AT, indukuje expresi podjednotky pSSa
fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K), ktera podporuje proteinovou syntézu. Tato drdha mulze
vysvétlit chybégjici srdeéni hypertrofickou odpovéd’ u AT, deficientnich mysi (Senbonmatsu
T. et al, 2003). Nedavno bylo zjisténo, Ze knockout mySi v genu Plzf jsou rezistentni k
angiotenzinem indukované srde¢ni hypertrofii a fibréze (Wang N. et al., 2012). Kone¢né
pfima interakce Plzf s proreninovym receptorem vede k vzestupu exprese p85a PI3K, coz
stejny cil jako u signalizac¢ni kaskady AT,. Zda se, Ze (P)RR hraje klic¢ovou roli v kone¢ném
kardiovaskularnim poskozeni (Ahmed B.A. et al, 2011). Pfi pouziti kompetitivniho
peptidového inhibitoru proreninového receptoru doslo ke zvySeni vyvoje srdecni fibrozy u
potkani kmene SHR, ktefi byli vystaveni diet¢ s vysokym obsahem soli (Ichihara A. et al.,
2006). Navic stimulace reninu méla proliferativni a antiapoptotické Uc€inky na potkani
kardiomyocyty, které jsou kompletné zavislé na funkci Plzf. Z tohoto dlivodu miize byt tato
draha propojena s predispozici k srde¢ni hypertrofii nebo fibrézou spojenou s hypertenzi
(Schefe J.H. et al., 2006). Vzhledem k tomu, Ze jsme nezaznamenali Zadny rozdil v expresi
genu Plzf v ledvinach, miZeme predpokladat, Ze nedoSlo k naruseni kaskady
aldosteron/ENaC. Navic exprese proreninového receptoru a podjednotky p85a PI3K u
juvenilnich srdci samct kmene SHR-Lx PDS5 a SHR se signifikantné neliSila. Tato
pozorovani potvrzuji, ze za stanovené fenotypové rozdily mohou byt odpovédné jesté dalsi

drahy nebo regula¢ni kaskady.

Mimo genu Plzf obsahuje diferencidlni segment kongenni podlinie SHR-Lx PD5
dalsich 6 gend. Geny Htr3a a Htr3b ptedstavuji podjednotky 5-HT; receptoru (podtyp
serotoninového receptoru), ktery je exprimovan prednostné v centralnim nervovém systému.
Inhibitory 5-HT; tvoii silné antiemetické 1éky (Gyermek L., 1995). Gen Usp28 koduje
deubikvitinaéni enzym, ktery se ucastni pifi vyvoji tumorid, bud’ piimo prostfednictvim
stabilizace onkogenu Myc (Popov N. et al., 2007) nebo nepiimo pomoci procesu angiogeneze
a tvorby metastaz (Flugel D. et al., 2012). Zwl0 koéduje kinetochor, ktery je nutny pro
vhodnou segregaci chromozomi béhem mitdézy (Chan G.K. et al., 2000). Tmprss5, také
nazyvany spinesin, je transmembrdnova serinovd protedza neznamé funkce, ktera je

exprimovana hlavné v astrocytech michy (Yamaguchi T. et al, 2008). Drd2 koduje D2
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podtyp dopaminového receptoru. Jeho mutace jsou asociovany s myoklonalni dystonii (Klein
C et al.,, 1999) a schizofrenii (Schindler K.M. et al., 2002). Navic kédujici sekvence genu
Drd2 u kongenni podlinie SHR-Lx PD5 odrekombinovala, coZ spolecné s absenci rozdilu
exprese tohoto genu mezi kmeny SHR a SHR-Lx PDS5S sv&d¢i proti ucasti Drd2 na

pozorovanych fenotypovych rozdilech.

Identifikovali jsme Plzf jako prominentni kandidatni gen pfi vyvoji hypertenze, LVH
a intersticialni fibrézy u kmene SHR. Nynégjsi zjisténi mohou zvySit naSe pochopeni
patogeneze hypertenze a srdenich komplikaci jako jsou hypertrofie a fibréza, faktort, které

v kone¢ném dusledku vedou k srde¢nimu selhani.

4.4.Farmakogeneticka interakce diferencialniho segmentu chromozomu 4 u
kongennich kmenii potkana BN.SHR4 a PD.SHR4

Tato sekce obsahuje komentaf k nasledujicim publikacim:
Publikace 1

Krupkovd M., Sedovd 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., Kfenova D., Kazdova L., Tremblay J., Krupkovid M., Corbeil G.,
Hamet P., Kien 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.
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4.4.1. Farmakogeneticka interakce dexametazonu a Cd-36 deficientniho segmentu u
chromozomu 4 ovliviiuje distribuci triacylglyceroli a cholesterolu do jednotlivych
lipoproteinovych frakci

Glukokortikoidy se jiz po desetileti vyuzivaji pro 1écbu Siroké Skaly zanétlivych,
alergickych, hematologickych a dal§ich onemocnéni. Navzdory jejich vyznamu v terapii fady
chorob je 1écba glukokortikoidy ¢asto doprovdzena vyraznymi vedlejSimi G€inky, mezi které
patii mj. dyslipidémie, diabetes, obesita, osteopordza, tbytek svalové hmoty, zhorSené hojeni
ran nebo revmatoidni artritida (Brotman D.J. et al., 2005). Zatimco molekularni mechanismus
metabolickych poruch indukovanych glukokortikoidy byl pfedmétem intenzivniho zkoumani
(Qi D. and Rodrigues B., 2007), geneticka podstata rozdilnych individudlnich odpovédi na
podavani glukokortikoidi se dosud nachazi na okraji zajmu. Bylo navrZeno nékolik genti, u
kterych se pfedpoklada souvislost se zprostfedkovanim nebo modulaci metabolickych u¢inka
glukokortikoidii, vcetné¢ funkénich kandidath (napt. glukokortikoidni receptor, 11f3-
hydroxysteroidni dehydrogendza 1 a 2 a corticosteroid-binding globulin a peroxisome
proliferator-activated receptor alpha) (Gustafsson J.A. et al., 1987; Paterson J.M. et al., 2005;
Sandberg A.A. et al., 1960; Bernal-Mizrachi C. et al., 2003). Jiz diive jsme na zaklade
diferencialni vazebné studie identifikovali rozsédhlou sadu lokusi kvantitativnich znaki
podilejicich se na genomické architektufe metabolického syndromu, véetné jeho dynamiky
v odpovédi na dexametazonem indukované zmény metabolismu lipidii a sacharidd (Seda O.

et al., 2005a).

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

Ve véku 7 mésici jsme samce jednotlivych kmend nahodné rozdélili do dvou
skupin, kontrolni a experimentalni. Experimentalni skupiné byl poddvan dexametazon (2.6

pg/ml) ve vodé po dobu tii dnil.

Kontrolni skupiny obou kmeni vykazovaly podobny morfometricky profil.

Kongenni kmen BN.SHR4 mél lehce snizenou relativni hmotnost srdce a testes ve srovnani
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s kmenem BN/Cub. Ackoli dexametazon vyvolal vyraznéj§i sniZeni tclesné hmotnosti
BN.SHR4 pfi ekvivalentnim piijmu potravy, redukce retroperitonealniho tuku byla vyraznéjsi

u kmene BN/Cub.

Celkova hladina triacylglycerolli v séru se mezi kontrolnimi skupinami obou kment
signifikantné neliSila, pfi podrobné&jsi analyze jsme vSak odhalili vyssi hladinu
triacylglycerolii u kmene BN.SHR4 ve frakcich malych VLDL, velkych, stfednich a malych
LDL a malych a velmi malych HDL (Obrazek 18A). Podani dexametazonu vedlo k indukci
podstatné silngjsiho poklesu triacylglycerolti u kmene BN.SHR4, krom¢& malych HDL frakei.
Vysledkem pak byla vys$si koncentrace triacylglycerolti ve velkych, sttednich a malych LDL
frakcich u experimentalni skupiny samcii kmene BN/Cub (Obrazek 18B).

Kontrolni skupina kmene BN.SHR4 na standardni diet¢ vykazovala ve srovnéani
s kmenem BN vys8i hladinu cholesterolu ve vétsin¢ lipoproteinovych frakei kromé
chylomikrona (Obrazek 18C). Po podani dexametazonu poklesl celkovy cholesterol u kmene
BN.SHR4 o vice nez 21 %, coz bylo v kontrastu se vzestupnou tendenci zaznamenanou u
kmene BN. Pfi detailn€j$i analyze vykazovala experimentdlni skupina kmene BN vyss$i
koncentraci cholesterolu v nékterych frakcich LDL a v ramci celého spektra frakci HDL

(Obrazek 18D).

Zatimco u kontrolnich skupin nebyl pozorovan rozdil v glukozové toleranci mezi
obéma kmeny, dexametazon podstatné vyraznéji indukoval glukozovou intoleranci u kmene

BN/Cub ve srovnani s kmenem BN.SHR4 (Obrazek 19).

Jiz diive byla genetickd variace v genu CD36 spojena s dyslipidémii a inzulinovou
rezistenci jak u experimentalnich modeld (Aitman T.J., et al. 1999; Febbraio M., et al. 1999),
tak u Cloveka (Love-Gregory L. et al., 2008; Ma X. et al., 2004). Navic jsme gen Cd36
ustavili jako klicovou entitu pro zprostfedkovani metabolickych uc¢inki thiazolidinediont
(Seda O. et al., 2003a; Qui N. et al., 2002). V této studii vykazoval Cd36-deficientni
kongenni kmen sniZzenou vnimavost k diabetogennimu plisobeni dexametazonu a dokonce
doslo k c¢astecnému zlepSeni jeho lipidového profilu ve srovnani s progenitorovym kmenem
BN/Cub. Dexametazon je zndm tim, Ze navozuje celkovou inzulinovou rezistenci a vyrazné
ovliviiyje lipidovy metabolismus, a to jak pti kratkodobém, tak i1 pfi dlouhodobém podavani

(QiD. et al., 2004; Brotman D.J. et al., 2005; Gounarides J.S. et al., 2008).
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Obrazek 18: Koncentrace triacylglycerolii (A, B) and cholesterolu (C, D) ve 20
lipoproteinovych frakcich u kontrolnich (STD, A a C) a experimentalnich skupin (DEX, B a
D) samct kmene BN/Cub (prazdné sloupce) a kongenniho kmene BN.SHR4 (pIné sloupce).
Hladiny vyznamnosti Tukeyho post-hoc testu (dvojcestné analyzy rozptylu s faktory KMEN
a DEX) znazornéné v ramci grafli jsou nasledujici: *...p<0.05; **...p<0.01; ***...p<0.001.

Jednotlivé tiidy lipoproteinll jsou fazeny podle velikosti od nejvétsich po nejmensi Castice.

V naSich pfedchozich studiich jsme ukézali, Ze dexametazon soucasn¢ indukuje
svalové specifickou inzulinovou rezistenci a dyslipidémii u experimentalnich modeld
metabolického syndromu véetné potkanich kmenti odvozenych od kmene SHR (Seda O. et
al., 2005b), polydaktylniho kmene, i u kmene BN/Cub (Seda O. et al., 2005a). Gen CD36 je
pfitom jednim z cilovych geni dexametazonu (Abumrad et al. N.A., 1993; Yesner L.M. et al.,
1996). Ackoliv je predcasné spekulovat o detailngjSim mechanismu sledované interakce,
kterd miize zahrnovat zvySené vyuziti glukdzy v perifernich tkanich v disledku neefektivniho
vstupu mastnych kyselin do bun¢k, mizeme piedpokladat, ze Cd36 anebo nékteré dalsi geny
pfitomné na diferencidlnim segmentu chromozomu 4 reprezentuji farmakogeneticky uzel

zvlastniho vyznamu pro metabolické plisobeni glukokortikoidii (Yildirim M.A. et al., 2007).
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Obrazek 19: Oralni glukézovy toleranéni test u kontrolnich (STD; ctverec) a
experimentalnich skupin samcti (DEX; trojuhelnik) kmene BN/Cub (prazdné symboly) a
BN.SHR4 (pIné symboly). Hladiny vyznamnosti Tukeyho post-hoc testu (dvojcestné analyzy
rozptylu s faktory KMEN a DEX) zndzornéné v ramci grafi jsou nasledujici: *...p<0.05;
** L. p<0.01; ***  p<0.001.

NaSe studie prezentuje farmakogenetickou interakci mezi Uzkym genomickym
segmentem s mutovanym genem C(Cd36 a dexametazonem, kterd ovliviiuje glukdézovou

intoleranci a redistribuci triacylglycerolll a cholesterolu do lipoproteinovych frakci.

4.4.2. Metabolicky a transkriptomicky profil Cd-36 deficientnich kongennich kmenu
PD.SHR4a a PD.SHR4b

Metabolicky syndrom je komplexni lidské onemocnéni se vzrlstajicim
celosvétovym vyskytem. V nedavné dobé bylo nékolik diive vyuzivanych definic sjednoceno
do jedné unifikované definice metabolického syndromu (Alberti K.G. et al, 2009). Tato
definice tadi dyslipidémii, obezitu, hypertenzi a glykémii nalacno mezi nejvyznamnéjsi rysy
tohoto syndromu. I pfes ziejmou ekogenomickou (interakce genomu a prosttedi) povahu
patogeneze syndromu a jeho jednotlivych aspektl je identifikace kauzalnich genetickych
variant nepiili§ uspésna dokonce i v obdobi velkych, celogenomovych asociacnich studii
(Kraja A.T. et al., 2011). K dne$nimu datu je jednim z mala Gispésné a pozi¢né klonovanych

kandidati, vazanych k fadé aspekti metabolického syndromu, gen kédujici translokazu

69



mastnych kyselin Cd36, jehoz mutace byla piivodné objevena u potkaniho kmene SHR
(Aitman T.J. et al., 1997; Aitman T.J. et al., 1999; Pravenec M. et al., 2001). Je zajimavé, ze
komplexni povaha mutace genu Cd36 (chimericky gen vznikly nerovnomérnou rekombinaci
mezi genem Cd36 a jednim z jeho pseudogentl) u kmene SHR nevede k uplnému chybéni
exprese (Glazier A.M. et al., 2002), ale spiSe k jeji silné tkanovée specifické redukci (Bonen
A. et al., 2009). Uplné chybéni aktivity genu CD36 se u &lovéka vyskytuje jen vzacng,
nicméné v literatufe je popsana fada polymorfismil tohoto genu, u kterych se predpoklada jen
modulujici efekt na expresi a funkci CD36 (Yamamoto N. et al., 1994; Kashiwagi H. et al,,
1996). Modely nesouci nekompletni typ mutace mohou relevantné reprezentovat jemné&j$i
funk¢ni nasledky béznych polymorfismt ¢loveéka v genu CD36. V nedavné dobé bylo nékolik
jednonukleotidovych polymorfisma v genu CD36 u ¢loveéka asociovano s koncentraci lipidi,
metabolickym syndromem (Love-Gregory L. et al, 2008; Noel S.E. et al., 2010) nebo
obezitou (Bokor S. et al., 2010).

Jiz diive jsme ukazali, Ze vneseni segmentu potkaniho chromosomu 4, ktery
zahrnuje mutantni gen Cd36 SHR piivodu na genetické pozadi kmene BN/Cub, vede
k zhorSeni inzulinové senzitivity a k vzestupu hladin triacylglycerolti a volnych mastnych
kyselin u kongenniho kmene BN.SHR4 (Seda O. et al., 2002). Navic jsme zjistili, Ze tato
limitovana ¢ast genomu je klicova pro silné farmakogenetické interakce zahrnujici naptiklad
rosiglitazon (Seda O. et al., 2008) a dexametazon (viz 4.4.1). U kmene SHR byl gen Cd36
identifikovan jako klicova entita pro piisobeni thiazolidinedioni pomoci SHR transgennich a

kongennich kmenti exprimujicich ,,wild type* Cd36 (QiN. et al., 2002).

Testovali jsme metabolicky a transkriptomicky dopad pfitomnosti mutovaného genu
Cd36 uvnitt genomického pozadi vysoce inbredniho modelu metabolického syndromu,
kmene PD/Cub. Volba byla fizena pfedchozi diferencidlni vazebnou studii provedenou v
segregujici F2 populaci PD/Cub x BN.SHR4, ve kterém jsme mapovali signifikantni lokusy

kvantitativnich znakt pro prvky metabolického syndromuv oblasti genu Cd36.
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Obrazek 20: Srovnani oralniho glukézového toleranéniho testu (OGTT) a
koncentrace inzulinu mezi kmenem PD/Cub a kongennimi kmeny PD.SHR4. A.
Glykemické kiivky u samcli kmene PD/Cub (bilé ¢tverce) a kongennich kmenti PD.SHR4a
(¢erné ¢tverce) a PD.SHR4b (Sedé¢ trojuhelniky) na standardni dieté. B. Koncentrace inzulinu
nala¢no u kmene PD/Cub (bily sloupec) oproti PD.SHR4a (Cerny sloupec) a PD.SHR4b (Sedy
sloupec). Hladiny vyznamnosti Tukeyho post-hoc testu (jednocestné analyzy rozptylu s

faktorem KMEN) pro OGTT a la¢nou inzulinémii zndzornéné v ramci grafll jsou nasledujici:

*...p<0.05; **...p<0.01; ***_  p<0.001.

Provedli jsme genotypizaci diferencidlniho segmentu pomoci 54 polymorfnich
mikrosatelitnich marker u obou PD.SHR4 kongennich kmenti. U kmene PD.SHR4a ma
diferencialni segment rozsah 21Mb, zatimco PD.SHR4b ma diferencialni segment rozsah o
velikosti 37 Mb od centromery s pferusenim velikosti 1,3-2,4 Mb. Celogenomova analyza
sady marker provedend u obou kment vyloucila pfitomnost dalich alel, které by nebyly
PD/Cub pivodu, kromé téch na chromozomu 4, coz potvrzuje kongenicitu obou novych
kmeni. Segmenty SHR plivodu na chromozomu 4 proto piedstavuji jediny genomicky rozdil

mezi kmenem PD/Cub a kongennimi kmeny PD.SHR4.

Pii analyze morfometrického profilu nevykazovaly ani kmen PD/Cub, ani oba
kmeny PD.SHR4 Zzadné rozdily v hmotnosti, distribuci tukové tkan€ nebo v relativni

hmotnosti vnitinich organt. Jedinou vyjimkou byla lehce sniZend hmotnost jater u kmene
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PD.SHR4a. Oba kongenni kmeny vykazovali signifikantné niz§i hladiny lacné glukozy a
inzulinu, stejné tak jako celkové lepsi glukdzovou toleranci ve srovnani s progenitorovym
kmenem PD/Cub (Obrazek 20). Koncentrace plasmatického adiponektinu a volnych
mastnych kyselin byly srovnatelné u vSech tfi kmenl, zatimco volny glycerol byl

signifikantné niz8i u obou kongennich kmenii, PD.SHR4a a PD.SHR4b.

Zaznamenali jsme signifikantné niz8i celkovou koncentraci triacylglycerolti u kmene
PD.SHR4a ve srovnani s kmenem PD/Cub. Jednalo se piedevSim o snizeni o 43% a 22% u
frakci VLDL a LDL. Podobny, ale méné vyrazny trend byl zaznamenidn i u kmene
PD.SHR4b. Zde doslo k statisticky vyznamnému snizeni koncentrace triacylglycerolli pouze
u LDL a HDL frakce (obrdzek 21A). Celkovy cholesterol byl srovnatelny mezi kmeny
PD/Cub a PD.SHR4a. Pfi detailnéjsi analyze jsme odhalili signifikantni zvySeni LDL
cholesterolu u kongenniho kmene PD.SHR4a. Celkovy cholesterol u kongenniho kmene
PD.SH4b byl nizs§i ve srovnani s progenitorovym kmenem PD/Cub, piedev§im v disledku
nizsi koncentrace HDL frakci cholesterolu. Zménéné velikosti lipoproteinovych ¢astic jsme
zaznamenali pouze u kmene PD.SHR4b, ktery vykazoval vét§Si VLDL Ccastice pfi srovnani
sobéma kmeny, PD/Cub a PD.SHR4a a mensi LDL C¢{astice ve srovnani s kmenem

PD.SHR4a (Obrazek 21B).

Jelikoz kmen PD.SHR4a nese podstatn¢ kratsi diferencidlni fragment ve srovnani
s kmenem PD.SHR4b a presto vykazuje vétsi posun metabolického profilu, rozhodli jsme se
porovnat jaterni transkriptom tohoto kmene s transkriptomem kmene PD/Cub. Po filtraci
vysledkll pomoci filtrii kvality a adjustaci hladin statistické vyznamnosti pro mnohonasobné
srovnavani jsme nalezli 172 transkriptl diferencidlné exprimovanych mezi kmeny PD/Cub a
PD.SHR4a, kdy 48 transkripti vykézalo vice neZ dvojndsobny rozdil v mife exprese. Pocet
transkriptl se sniZenou nebo zvySenou expresi u kmene PD.SHR4a oproti PD/Cub byl
srovnatelny. Kromé ocekavané redukce snizené exprese genu Cd36 u kongenniho kmene
nebyly zjistény zadné dalsi rozdiln¢ exprimované geny umisténé v diferencidlnim segmentu
SHR piivodu, ktery se nachdzi na chromozomu 4. Ostatni diferencidlné exprimované geny
byly rozprostieny téméf na vSech chromozomech. Z divodu ovéteni vysledki byla provedena
kvantitativni real-time PCR analyzy 9 reprezentativnich genti : 4bcg5 (ATP-binding cassette,
sub-family G (WHITE) member 5); Egrl (early growth response 1); Igfbp2 (insulin-like
growth factor binding protein 2); Per2 (period homolog 2 (drosophila)); Nrli3 (nuclear-
receptor subfamily 1, group 1, member 3); Apobecl (apolipoprotein B mRNA editing
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enzyme, catalytic polypeptide 1); Apol3 (apolipoprotein L,3); /nsig! (insulin induced gene 1);
Arntl (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like). Ve vSech piipadech jsme byli

schopni potvrdit expresni rozdil mezi kmeny PD a PD.SHR4a (Obrazek 22).

S wvyuzitim vSech 172 signifikantn€ diferencidlné exprimovanych genl, jsme
provedli systematické vyhleddvani jejich zastoupeni v ontologickych kategoriich,
kanonickych drahdch nebo v sadach genii spojenych s konkrétnimi patologickymi stavy.
Rovnéz jsme pomoci metod mechanistickych siti (Krdmer A. et al, 2014) modelovali
potencidlni vztahy mezi témito geny. Nejdiive jsme urcili zastoupeni naSi sady gent
v kanonickych drahach vyuzitim piislusného modulu v softwaru Ingenuity Pathway Analysis
(IPA). Po korekci na mnohonasobné srovnavani (Benjamini-Hochbergova korekce, viz
Metody) jsme identifikovali 4 drahy signifikantné¢ obohacené o geny se signifikantné
rozdilnou expresi mezi kmeny PD/Cub a PD.SHR4a: drdha cirkadianniho rytmu,
metabolismu xenobiotik, aktivace PXR/RXR a inhibice funkce RXR zprostiedkovana
LPS/IL-1. Nasledn¢ jsme pouzili ,, toxicity functions analysis® (IPA), kdy pouze jaterni
regenerace, steat6za a poranéni rendlnich tubull pfekonalo statisticky prah vyznamnosti jak
v celkovém vzorku 172 geni, tak v genech se zvySenou expresi u kmene PD.SHR4. Poté
jsme pokracovali v posouzeni potencidlnich funkénich vztaht u genii diferencialné
exprimovanych mezi kongennim kmenem PD.SHR4a a progenitorovym kmenem PD/Cub
vyuzitim modelovani mechanistickych siti. Aplikovali jsme jak pfistup zaméfeny na
vyhledavani pfimych interakci mezi identifikovanymi geny, tak algoritmus pro vyhledani
nejkrat§iho moZného propojeni téchto transkriptl prostfednictvim dal§ich gent. Oba postupy
vedly k identifikaci n€kolika hlavnich modulli, z nichZ nejvyraznéjsi obsahoval ¢tyfi geny se

zasadni roli v regulaci cirkadianniho rytmu.

Pienos diferencidlniho segmentu chromozomu 4 vcéetné mutovaného genu Cd36
SHR plvodu na genetické pozadi kmene PD/Cub vyvolal zlepSeni glukdzové tolerance,
snizeni inzulinémie a posun v hladindch lipidd. Tyto zmény jsou v pfimém kontrastu s
pfedchozimi experimenty, ve kterych byl obdobny segment pfenesen na genetické pozadi
kmene BN (Seda O. et al, 2003a; Seda O. et al., 2002). Jak jiz bylo diive ukézano,
koncentrace inzulinu, gluko6zy, volnych mastnych kyselin a cholesterolu se mezi kmeny SHR
a PD/Cub nelisi (Sedova L. et al., 2000). Soucasné vysledky ukazuji p¥itomnost interakce

mezi geny uvnitf vnesené oblasti a genetickym pozadim kongennich kmen.
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Obrazek 21: Koncentrace triacylglycerolii (A) a cholesterolu (B) ve 20
lipoproteinovych frakcich u samcii kmene PD/Cub (bilé sloupce) vs. PD.SHR4a (Cerné
sloupce) a PD.SHR4b (Sedé sloupce). Hladiny vyznamnosti Tukeyho post-hoc testu
(jednocestné analyzy rozptylu s faktorem KMEN) zndzornéné v ramci grafli jsou nésledujici:
*...p<0.05; **...p<0.01; *** . .p<0.001. Jednotlivé tfidy lipoproteinli jsou tfazeny podle

velikosti od nejvétsich po nejmensi ¢astice.
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Obrazek 22: Ovéreni vysledkit microarray analyzy pomoci kvantitativni real-
time PCR pro nésledujici geny: ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 5
(Abcg5); early growth response 1 (Egrl); insulin-like growth factor binding protein 2
(Igfbp2); period homolog 2 (Drosophila) (Per2); nuclear receptor subfamily 1, group I,
member 3 (Nrli3); apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide 1
(Apobecl); apolipoprotein L, 3 (4Apol3); insulin induced gene 1 (/nsigl); aryl hydrocarbon

receptor nuclear translocator-like (Arntl).

Ackoliv fada studii veetné té nasi demonstrovala asociaci chybéni genu Cd36 s rysy
metabolického syndromu jako je inzulinova rezistence nebo dyslipidémie (Aitman T.J. et al.,
1997; Aitman T.J. et al., 1999; Febbraio M. et al., 1999; Pravenec M. et al., 2001; Seda O. et
al., 2002; Seda O. et al., 2003b), jsou zde také zpravy potvrzujici, Ze za uréitych podminek
expresni uroveil Cd36 skutecné koreluje pozitivné s nepifiznivym metabolickym profilem.
Bylo zjisténo, Ze v afroamerické populaci varianty v CD36, které redukuji expresi proteinu,
podporuji protektivni metabolicky profil, zvlasté¢ z hlediska HDL a VLDL hladin lipida
(Love-Gregory L. et al., 2011). Také Cd36 ,.knockout” mysi na standardni dieté vykazovaly
ve srovnani s ,,wildtype* kontrolami nizsi la¢né koncentrace glukozy a inzulinu (Hajri T. et

al., 2002), podobn¢ jako PD.SHR4 kongenni kmeny v této studii. Na druhou stranu autofi
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zaznamenali u mysi s chybéjicim Cd36 zvySenou hladinu triacylglyceroli a volnych
mastnych kyselin, coZz je v kontrastu k poklesu nebo nulovym zménam, které jsme
pozorovali. Absence Cd36 chrani mysi pfed inzulinovou rezistenci spojenou s obesitou a
hyperlipidémii indukovanou vysokotukovou dietou (Kennedy D.J. et al., 2011). Naopak
vzestup exprese jaterniho Cd36 jako odpoveéd k obesité indukované vysokotukovou dietou

vede ke zhorSeni ukladani a sekrece triacylglycerolil v jatrech (Koonen D.P.Y. et al., 2007).

Kromé genu Cd36 predstavuje signifikantn€ zvySena exprese Igfbp2 u kmene
PD.SHR4a mozny mediator zvySené inzulinové senzitivity, jak bylo zjiSténo naptiklad u
Igfbp?2 transgennich mysi (Wheatcroft S.B. et al, 2007). Pozorovani soubéZné zvySené
exprese Abcg5 a snizené exprese Inmsigl u kongennich kmenti PD.SHR4 odpovida
pfedpokladané roli téchto genl v cholesterolovém efluxu a jejich bunééné zpétnovazebné
regulaci. Tento posun, zaznamenany i u Insigl-/- Insig2-/- mysi (Engelking L.J. et al., 2005),
miZe potvrzovat tendenci smerem k steatoze jater, akoliv jsme tento parametr nehodnotili

piimo.

Jednim z vyznamnych vysledkli vtéto studii byla identifikace diferencidlné
exprimované sady genl cirkadidnniho rytmu. Zéakladni provazanost cirkadidnniho rytmu,
inter a intra-organové desynchronizace s metabolickymi a signalizaénimi drahami zahrnutymi
v patogenezi kardiometabolickych onemocnéni byla podpofena rostouci fadou dikazl
(Eckel-Mahan K. a Sassone-Corsi P., 2009; Maury E. et al., 2010). Nejvice sniZenou expresi
u kmene PD.SHR4a v jatrech ve srovnani s kmenem PD/Cub byl gen Arntl (také znamy jako
Bmall), coz je dllezita slozka ,master circadian pacemaker” (Bunger M.K. et al., 2000),
spolecné se zvySenou expresi genll Per2 a Per3, které tvori ptirozené inhibitory genu Bmall
a Casti jeho negativni zpétnovazebné smycky. Zaznamenali jsme uritou podobnost ke
studiim u jaterné specifickych ,knockoutovanych®* myS$i genu Bmall, které vykazuji
hypoglykémii omezenou na lacnou fazi denniho cyklu a zvySenou glukdzovou clearance po
celonocnim hladovéni (Lamia K.A. et al., 2008), ale nedochazelo k redukci hladin inzulinu
nalacno, které byly zjistény u obou PD.SHR4 kongennich kment a kompletnich Bmall

13

,knockoutl“ (Lamia K.A. et al., 2008). Nejsme si védomi zddné ptedchozi publikace, ktera

by funkéné propojila polymorfismy genu Cd36 a drahy cirkadianniho rytmu.

V neposledni fad¢ jsme pozorovali nékolik rozdilti v hladinach lipidG a hmotnosti

jater mezi obéma kongennimi kmeny. Je zde n¢kolik pravdépodobnych kandidatl uvniti t
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oblasti, které oba kmeny PD.SHR4a a PD.SHR4b odliSuji. Jednd se o gen Insigl,
serotoninovy receptor Htr5a nebo karnitin O-oktanoyltransferazu (Crof). Nemtizeme Uplné
vylou¢it moznost, Ze néckteré zdalSich geni SHR plvodu, které jsou pfitomny
v diferencidlnim segmentu kongennich kment PD.SHR4, pfispély k pozorovanému
metabolickému uc¢inku pfitomnému u obou kongennich kmenti PD.SHR4 a u kmene SHR.
Nicméné analyza transkriptomu a funkéni anotace vSech geni v segmentu spiSe svédci pro
vliv mutace genu Cd36. Uvniti diferencidlniho segmentu kmene PD.SHR4a je 58 dobie
definovanych protein-kodujicich genii z okolo 120 transkriptt. Z téchto genli pouze Cd36 byl

diferencialné exprimovéan mezi kmeny PD a PD.SHR4a.

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
zprostfedkovavajici zlepSeni inzulinové senzitivity a zmény v lipidovém profilu. Syntéza
nynéjSich vysledkii stémi ziskanymi u dalSich Cd36-deficientnich kment indikuje, Ze
eventualni metabolicky efekt mutace jako napt. u genu Cd36 SHR plvodu neni absolutni, ale
jedna se spiSe o funkci komplexnich interakci mezi prostiedim a genomickym pozadim, na

kterém mutace operuje (Tabulka 4).

BN.SHR4 PD.SHR4 Cd36 -/- mysi
vs. BN vs. PD vs. WT
Glykémie 1 ! !
Inzulinémie 0 ! l
Triacylglycerolémie 0 e 0
Neesterifikované
, : T © )
mastné kyseliny

Tabulka 4: Porovnani efektu deficience Cd36 v ruznych genetickych modelech.

T...vzestup; |...pokles; «»...z4dna zména.
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5. Diskuze

Cilem této dizertacni prace je vyuziti nastroji funkéni a komparativni genomiky k
odhaleni patogeneze aspektli 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, ktera byla publikovana v impaktovanych
casopisech. Ukazali jsme, ze funkéni komparativni genomika poskytuje velmi cenny vhled do
farmakogenetickych interakci jednotlivych genetickych determinant metabolického

syndromu a jeho slozek.

I pfes dosazené uspéchy nasi price 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 (kapitola 4.1. Farmakogenetické interakce kyseliny all-frans
retinové a diferencidlniho segmentu chromozomu 8 u kongenniho kmene SHR-Lx PDS5,
str.30) jsme testovali hypotézu existence farmakogenetické interakce kyseliny all-trans
retinové s diferencialnim segmentem chromozomu 8 u kongenniho kmene SHR-Lx PDS5.
Ustavili jsme modelovy systém pro vyzkum metabolickych vedlej$ich u€inkt retinoidd, ktery
je tvofen dvojici kmeni SHR a SHR-Lx PD5 a stanovili jsme gen Plzf jako kandidatni gen
pro pozorovanou interakci. Nicméné kromé genu Plzf se uvniti diferencidlniho segmentu
nachdazi i geny Htr3a a Htr3b, které kéduji 5-HT3A a 5-HT3B podjednotky 5-HTj; receptoru.
5-HTj3 hraje roli v regulaci pfijmu potravy (Savastano D.M., et al., 2007). 5-HT3 receptory
lokalizované v centrdlnim nervovém systému se také podili na regulaci hladin glukozy
(Carvalho F. et al, 2005). Sekvenovali jsme kodujici oblasti obou podjednotek a
identifikovali jsme nékolik variant v kodujici oblasti téchto genid (Liska F. et al., 2009). Z
tohoto diivodu nemizeme vyloucit moznost Gcasti 5S-HT3A a 5-HT3B na zprostfedkovani
kmenovych rozdild v hmotnosti indukovanych RA (pfes podobny piijem potravy) a v
gluko6zové toleranci. Pokud je ndm znamo Zadny z dalSich gent pfitomnych v diferencidlnim
segmentu nemd dosud zjiSt€nou spojitost s kyselinou all-frans retinovou a soucasné
metabolismem sacharidi nebo lipidd. Dale jsme provedli transkriptomickou analyzu
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kosterniho svalu u obou kment. Zadny ze sedmi gentl, které jsou pfitomné na diferencialnim
segmentu chromozomu 8§ kongenniho kmene SHR-Lx PDS5, nevykazal zménénou expresi
v disledku aplikace kyseliny all-trans retinové. Pfesto nemlzeme vylou¢it moznost
kmenové-specifickych zmén v expresi genti diferencidlniho segmentu v jinych typech tkéni,

které jsme netestovali (jatra, tukova tkan).

Cilem naseho druhého projektu (viz. kapitola 4.2. Farmakogenetickd interakce
ondansetronu a diferencidlniho segmentu chromozomu 8 kongenniho kmene SHR.(PD/BN)8)
bylo testovani hypotézy existence farmakogenetické interakce ondansetronu a diferencialniho
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 zdklad¢ predchozich studii jsme vybrali relativné vysokou davku
ondansetronu ve srovnani s lidskymi klinickymi studiemi, a to z divodu pomémé nizké
biodostupnosti ondansteronu u potkana (Yang S.H. a Lee M.G., 200). Kongenni kmen
SHR.(PD/BN)8 mulze navic nést krom¢ studované mutace vice genetickych variant
relevantnich pro interakci s podanim ondansetronu. Jiz diive jsme zaznamenali, Ze mutovany
gen Zbthl6 (t¢Z Plzf - promyelocytic leukemia zinc finger) u kmene PD/Cub je
nejpravdépodobngjsim 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 znamo 9 geni s potvrzenou interakci k ondansetronu
véetn¢ 5-HT; receptorovych podjednotek HTR3A4-E, 5-HT4 receptoru (HTR4), solute carrier
family 22, member 2 (SLC22A42), sigma non-opioid intracellular receptor 1 (SIGMARI) a
protein tyrosine phosphatase, receptor type S (PTPRS). Z téchto gentll jsou v diferencialnim
segmentu obsazeny pouze geny Htr3a a Htr3b. Zatim nemlZeme vyloucit dalsi
polymorfismy pfitomné v diferencidlnim segmentu, které by se mohly ucastnit vyrazné
reakce na aplikaci ondansetronu. Polymorfismus v genu Htr3b u PD/Cub potkanii (LiSka et
al., 2009) zGstava nejpravdépodobnéjsim kandidatem pro pozorovanou farmokogenetickou

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

Cilem tfetiho projektu (viz. kapitola 4.3. Gen Plzf jako kandidatni gen predisponujici
spontanné hypertenzni kmen potkana k rozvoji hypertenze, hypertrofie levé komory a
intersticidlni fibrézy) bylo urceni role genu Plzf pii vyvoji hypertenze, hypertrofie levé
srdecni komory a intersticialni fibrozy. V této studii jsme pouzili minimélni kongenni kmen
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SHR-Lx PDS5 k identifikaci genetickych determinant predisponujicich k hypertenzi, LVH a
intersticidlni fibroze. Srde¢ni hypertrofie a fibréza jsou obvykle povazovany za sekundarni
znak poSkozeni komor, jako je napftiklad tlakové pretizeni zpisobené hypertenzi. Na druhou
stranu bylo demonstrovéano, Ze prominentni roli v predispozici k srde¢ni hypertrofii a fibrozy,
nezavislych na krevnim tlaku, mohou hrat genetické faktory. U kmene SHR-Lx PD5 jsme
pozorovali signifikantni pokles intersticidlni fibrozy a LVH, ktery byl vzhledem k relativné
malé redukci systolického krevniho tlaku disproporéni. Navic u rekombinantnich inbrednich
kmenti telemetrickd méfeni systolick¢ho krevniho tlaku nekoreluji s intersticialni fibrozou
nebo hmotnosti levé komory srde¢ni. Tato pozorovani potvrzuji, ze predispozice k
intersticidlni fibréze a srde¢ni hypertrofii mize byt pfednostné urcena genetickymi faktory a
neni sekundarnim jevem variability krevniho tlaku. Na druhou stranu vétsi rozdil v LVH a
fibroze mize byt zavinén kumulativnim efektem rozdilu krevniho tlaku po delsi casové
obdobi. Pro zodpovézeni této otazky bude nutné kontinudlni monitorovani krevniho tlaku po
dobu 30 tydnli. Je mozné, ze pleiotropni ucinky genu Plzf jsou zodpoveédné za vSechny
fenotypické rozdily, tedy snizeni krevniho tlaku, zlepSeni LVH a intersticialni fibrozy. Nizsi
exprese protektivni alely genu Plzf, kterd obsahuje 3 kb deleci v intronu 2, potvrzuje, Ze
deletovand konzervovana nekddujici oblast miize plnit roli enhanceru (LiSka F. et al., 2009).
Plvod této delece je v inbrednim kmeni PD/Cub, ze kterého byl segment chromozomu 8§,
véetné mutantni PD alely, pfenesen na genetické pozadi kmentit BN/Cub a SHR/Ola. S
ohledem na naSe znalosti je tato delece intronu v genu Plzf unikétni pro kmen PD/Cub a neni

ptitomna u zadnych dalSich normotenznich nebo hypertenznich potkanich kmend.

Cilem ¢tvrtého projektu (viz. kapitola 4.4. Farmakogenetickd interakce
diferencidlniho segmentu chromozomu 4 u kongennich kmenii potkana BN.SHR4 a
PD.SHR4) testovani hypotézy existence farmakogenetické interakce diferencidlniho
segmentu chromozomu 4 u kongennich kmenti potkana BN.SHR4 a PD.SHR4. V prvni ¢asti
jsme testovali farmakogenetickou interakci dexametazonu s kmenem BN.SHR4, ktery nese
diferencialni 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 dal§i geny v ramci diferencidlniho segmentu mimo
mutovaného genu Cd36 mohou byt zapojeny v mechanismu odliSné farmakogenetické
odpovédi. V dalsi c¢asti jsme vytvorili metabolicky a transkriptomicky profil Cd-36
deficientnich kongennich kmentt PD.SHR4a a PD.SHR4b. Je zjevné, Ze eventudlni
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metabolicky efekt deficience genu Cd36 je tésné svazan s uritym nastavenim genomického
pozadi (Seda O. et al., 2003b; Seda O. et al., 2002) a s faktory prostfedi, predev§im 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 mize byt kontroverzni problém kauzalniho vztahu mezi hladinou exprese
genu Cd36 a metabolickym u¢inkem vyfeSen pfijetim SirSiho konceptudlniho ramce
inkorporujiciho dalsi ekogenomické faktory. K posouzeni vlivu Cd36 a celého
diferencidlniho segmentu za ur€itych nutricnich a farmakologickych zmén, piedev§im
vzhledem k na$i 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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6. Zavér

Metabolicky syndrom je jedno =z nejcastéjSich onemocnéni s multifaktoridlni
etiologii. V dne$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
ustanoveni kongenniho kmene SHR-Lx PDS5 jako vhodného modelu pro hyperlipidémii a
gluk6zovou intoleranci indukovanou kyselinou retinovou a rovnézZ k ustanoveni
farmakogenomické charakterizace této interakce. Ddale jsme stanovili kongenni kmen
SHR.(PD/BN)8 jako wuzite¢ny experimentdlni ndastroj pro farmakogenetickou a
farmakogenomickou analyzu plsobeni ondansetronu na metabolismus sacharidi a lipidd.
Identifikovali jsme Plzf jako prominentni kandidatni gen pii vyvoji hypertenze, LVH a
intersticidlni fibrozy u kmene SHR. Rovnéz jsme popsali kontextudlné¢ podminény efekt
mutovaného genu Cd36 na metabolické parametry vcetné jeho farmakogenetické interakce

s podanim glukokortikoidi.

Funk¢éni komparativni genomika v podobé experimentalnich modelovych organizmt
poskytuje velmi cenny vhled do farmakogenetickych interakci jednotlivych genetickych
determinant metabolického syndromu a jeho sloZek. Farmakogenomika a farmakogenetika
jsou uzce svazany s technologickym vyvojem v oblastech transkriptomiky, proteomiky a
metabolomiky. Ziskana data lze vyuzit pro porozuméni interakcim a pro optimalizaci terapie
novych nebo jiz zavedenych 1é¢iv a v kone¢ném disledku vede k rozvoji personalizované

mediciny.
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