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1. UVOD

Mitochondrie jsou velmi dalezitymi a nepostradatelnymi
organelami eukaryotické buniky. Zabezpecuji tvorbu vétSiny bunééného  ATP,
univerzalniho energetického “paliva®  bunky. V procesu oxidacni fosforylace
(OXPHOS) hraje hlavni roli dychaci fetézec (RC) a mitochondrialni FoF;-ATP-syntaza
(ATPaza). Dychaci fetézec a ATPaza jsou multipodjednotkové komplexy. Podjednotky
OXPHOS komplext jsou kddovany jadernym i mitochondridlnim genomem. Vzajemna
koordinace obou genomil je nezbytna k expresi piiblizné¢ 100 mitochondrialnich genti
nutnych pro biosyntézu podjednotek a sestaveni funkénich OXPHOS komplext.

O biogenezi mitochondrii a jeji regulaci toho stale vime pomérné malo a zastava
mnoho otazek, na které zatim nezname odpovéd’. Jednoznaéné lze fici, Ze pokud dojde
k mutacim OXPHOS gend, at uz vncDNA (jaderné DNA) nebo mtDNA
(mitochondrialni DNA), projevi se to na funkci mitochondrii a v energetickém
metabolismu organizmu. Komplexnost a vzdjemna provazanost energetického
metabolizmu stéZuje snahy porozumét kooperaci mezi genomy. K objasnéni téchto
vztahti je dulezité porozumét expresi ,,mitochondridlnich® genli za rGznych
fyziologickych ¢i patologickych stavii, nebot’ exprese genti se méni v zavislosti na stavu
a potiebach bunky. Zmény v genové expresi mizeme pozorovat bud’ jednotlivé, napft.
pomoci northern blotu a QRT-PCR (kvantitativni real-time PCR) nebo u velkého
mnozstvi genli metodou DNA ¢ipu. Vyhodou této metody je, Ze umoziiuje srovnavat
expresni profily standardni s expresnimi profily patologickymi. K popsani
patologickych mechanismil je vyhodné sledovat zmény exprese vétstho mnozstvi gentl,
a proto je perspektivni vyuziti DNA ¢ipu i k diagnostickym uceltm.

V soucasné dobé zname jiz celou fadu onemocnéni, kterd maji sviij pivod
v poruchach funkce mitochondrii. Pro nositele takovéto poruchy to mlize predstavovat
velmi zédvazné nasledky. Vzhledem k chybéjici kauzalni 1€cbé je velmi dilezita rychla
a spolehliva diagnostika mitochondridlnich chorob. Z tohoto divoda bylo nasim cilem
vytvofit mitochondrialni oligonukleotidovy ¢ip, ktery ndm umoZzni studovat expresi

sirokého spektra gentl, a tak sndze identifikovat dany defekt.



2. CILE

. vytvofit a otestovat oligonukleotidovy Cip pro sledovani exprese
mitochondrialnich gent a jadernych genii souvisejicich s funkci mitochondrie

. optimalizovat dil¢i kroky pfipravy cCipu, jako je uprava skel a piiprava sond,
a zefektivnit techniky izolace RNA a znaceni cDNA

. provést pilotni hybridizacni experimenty testujici funk¢nost (detekéni schopnost)
jednotlivych oligonukleotidii s vyuzitim riznych biologickych materialti

. provést analyzu kontrolnich vzorkl vybranych tkani a tkanovych kultur

. navrhnout a rozsifit soubor ,,mitochondrialnich* oligonukleotidii



3. PREHLED LITERATURY

3.1 STRUKTURA A FUNKCE MITOCHONDRIE

3.1.1 Lokalizace a tvar mitochondrie

Mitochondrie byly objeveny jiz v 19. stoleti. Jsou to organely charakterizované
vysokym stupném genetické a metabolické autonomie, lokalizované v cytoplazmé
eukaryotnich bunck. Tvarové jsou velmi rozmanité, ale nejvice dominuje tvar
elipsoidni. Na S§itku maji 0,5 — 1 um, délka se pohybuje vrozmezi 1 — 3 pum.
V zavislosti na energetickych narocich buiikky se pocet mitochondrii v jedné buiice
pohybuje od desitek az po nékolik tisic.

Mitochondrie je ohrani¢ena dvéma membranami, vnéjsi a vnitini, které vymezuji
mezimembranovy a vnitini mitochondrialni prostor, neboli matrix. Membrany jsou od
sebe vzdaleny 8 — 10 nm a vzajemné se li8i strukturou i funkei (viz Obr. 3.1). Vnéjsi
membrana obsahuje poriny umoziujici transport latek do velikosti 10 kDa. Vnitini
membrana tvoii kristy a je bohat$i na proteiny, neZ membrana vnéj$i. Kromé komplexti
dychaciho fetézce obsahuje 1 Cetné transportni proteiny, které reguluji priachod
nckterych metabolit, napt. ATP, ADP, pyruvatu, vapenatych ionti, fosfatu a jinych.
Latky, jako oxid uhlicity, kyslik ¢i molekuly vody, membranou voln¢ prostupuyji.

Proteiny, podilejici se na transportu elektronii a oxidacni fosforylaci, jsou
zabudovany do vnitini membrany. Mnozstvi a velikost povrchu krist odrdzi intenzitu
oxida¢né fosforylaéniho metabolizmu v daném bunéném typu nebo tkéani. Napiiklad
jaterni tkan (majici nizkou rychlost respirace) obsahuje mitochondrie s pomérné malym
mnozstvim krist, kdezto mitochondrie srde¢niho svalu jich obsahuje mnoho (Voet and

Voet, 1995).

Wndj sl
Membrana © piztris

ki sty

whitfni Membrana

Obr. 3.1: Mitochondrie.
Upraveno podle http://faculty.nl.edu/jste/mitoch1.gif
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3.1.2 Funkce mitochondrie

Bunky potfebuji neustaly pfisun energie pro rast a udrzovaci déje (housekeeping
processes). Mezi né patii predevSim udrZzovani iontovych gradienti na membranach
a obnova organickych slozek buiiky. Buiika se iontovym slozenim cytoplazmy vzdy lisi
od zevniho prostiedi.

Bunka pro své potieby pouziva energii ulozenou v univerzalnim palivu, neboli
molekule ATP. Syntéza ATP je vysledkem pfemény energie obsazené v substratech.
U aerobnich organismu je hlavnim zdrojem energie aerobni respirace, pii které dochazi
k postupné oxidaci substratli az na H,O. Pravé aerobni respirace je d€¢jem, ktery probiha
na vnitini mitochondridlni membrang. Takto je ziskavano az 90% energie, ktera je
nasledné vyuzita buiikou k syntéze ATP z ADP a anorganického fosfatu. Cely dé&j je
katalyzovan komplexy oxida¢ni fosforylace zabudovanymi do vnitini mitochondrialni

membrany.

3.1.3 Oxidacni fosforylace
Volna energie, potfebna k tvorbé ATP, je ziskana z oxidace NADH a FADH, v

fetézci transportu elektronli sérii Ctyf proteinovych komplexi, kterymi elektrony
postupné prochazeji smérem od nizSich k vysSim redoxnim potencidlim az na
molekularni kyslik (Voet and Voet, 1995). Retézec je slozen ze &tyf proteinovych
komplexti a dvou mobilnich pienaSect (viz Obr. 3.2). Energie uvolilovana pfi transportu
elektronil respiracnim fetézcem je vyuZzivana k tvorbé elektrochemického potencidlu
gradientu protoni. Komplexy I, III a IV vyuzivaji energii elektronového pienosu
k translokaci protont ptes vnitini mitochondridlni membranu a produkuji tak protonovy
gradient. Ten je vyuzivan mitochondridlni ATPazou, komplexem V, ke katalyze syntézy
ATP.
Komplex I (NADH-ubichinon reduktaza)

fetézce. Jeho velikost v savCich mitochondriich je zhruba 850 kDa a sklada se ze
43 podjednotek. Dale komplex obsahuje molekulu flavinmononukleotidu (FMN) a Sest
az sedm Fe-S center. Komplex ptenasi elektrony z NADH na CoQ (koenzym Q), cozZ je
prvni mobilni pfenase¢ elektront. Elektronovy transport je spojen s translokaci protond

pres vnitini mitochondrialni membranu.
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Komplex II (sukcinat-ubichinon reduktaza)

Jako jediny komlex v systému OXPHOS je pln¢ kédovan pouze jadernou DNA.
Komplex tvoii Etyfi podjednotky, dvé hydrofilni (SDH1, SDH2) a dvé hydrofobni
(SDH3, SDH4), molekulovd hmotnost komplexu je 120 kDa. Nejvétsi podjednotka
komplexu SDHI — 70 kDa obsahuje kovalentné¢ vazany FAD. SDH2 je Fe-S
proteinovou podjednotkou tvofenou ze tfi Fe-S skupin ptenaSejicich elektrony ze
sukcinatu na CoQ.

Komplex III (ubichinol-cytochrom ¢ reduktaza)

Komplex o velikost 480 kDa je tvoten z 11 podjednotek (proteiny Corel, Core2,
cytochrom b, cytochrom c;, Fe-S protein, nizkomolekularni polypeptidy). Elektrony
jsou zde prendSeny z redukovaného CoQ na cytochrom ¢, druhy mobilni pfenaSec.
Komplex translokuje dva protony na kazdy elektron, ktery komplexem projde.

Komplex IV (cytochrom c oxidaza, COX)

Komplex IV je termindlnim enzymovym komplexem dychaciho fetézce, jeho
velikost je 205 kDa. Komplex pifedava elektrony pfindSené redukovanym
cytochromem ¢ na kyslik, ktery je redukovan na vodu. Dochazi zde k transportu H'.
Savéi COX se sklada ze 13 polypeptidovych podjednotek. Podjednotky COX1, COX2
a COX3 jsou kodovany mtDNA, zbyvajici podjednotky koduje ncDNA. Komplex IV
ma tvar ,,Y* a je umistén v membrané transverzalné. Vétsi ¢ast komplexu zasahuje do
mezimembranového prostoru. Hydrofobni podjednotky COX1 a COX2 obsahuji atomy
médi Cup a Cug a hemy a a a;, jez tvofi Ctyfi redoxni centra pro pienos elektronti
(Chung, et al., 1992, Musatov, 1991). Pro spravnou funkci COX je nutnd interakce
podjednotky COX3 s typickym fosfolipidem wvnitini mitochondridlni membrany —
kardiolipinem (Robinson, 1993). Podjednotky COX2 a COX3 interaguji
s transmembranovou doménou COX1, nikoli vSak navzajem mezi sebou.

Komplex V (FoF-ATP-syntaza)

Komplex V je poslednim enzymovym komplexem systému OXPHOS. Komplex
o velikost 670 kDa se sklada ze dvou sektorti: membranoveé vazaného Fg a solubilniho
F,. Segment F, katalyzuje ATP syntézu/hydrolyzu. Fo segment obsahuje protonoforicky
kanal, kterym protony teCou do mitochondriadlni matrix a jejich energie je vyuzivana
k synteze ATP vF; sektoru (Hatefi, 1985). Savéi ATP-syntdza je tvofena
16 podjednotkami, sektor Fo je tvofen z deseti a sektor F; z péti podjednotek

a inhibitorového proteinu IF;. Komplex katalyzuje syntézu ATP, ktera je pohanéna
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elektrochemickym potencidlem gradientu protont vytvarenym komplexy I, III a IV.
Cast ATP pouzije mitochondrie pro svou vlastni potiebu, ale vétsina je transportovana
mimo organelu pomoci adeninnukleotidového pienaseCe pro dalsi bunécné funkce
(Hatefi, 1985, Saraste, 1999).

Nékteré komplexy dychaciho fetézce jsou té€snéji propojeny a tvoii
superkomplexy. Po objeveni superkomplexti v dychacim fetézci bakterii a kvasinek byla
jejich pfitomnost potvrzena i v savéich mitochondriich. Vzajemna interakce byla
ukézéna nejen mezi komplexy I a III, a IIl a IV, ale také mezi komplexy I a IV

(Schagger and Pfeiffer, 2000).

Mezimembranovy

JADP + 3P,

Matrix
3 ATP

Obr. 3.2: Dychaci Fetézec.
Upraveno podle http://www.aw-bc.com/mathews/ch15/fil5p15.gif

3.2 BIOGENEZE MITOCHONDRII{

Mitochondrialni biogeneze je vysledkem vzajemné fizené kooperace jaderného
a mitochondrialniho genomu (Contamine and Picard, 2000). Jaderny genom koduje
vétSinu mitochondridlnich proteinli, coZz zahrnuje né&které podjednotky respiracniho
fetézce a vSechny proteiny nutné pro replikaci, transkripci a translaci mtDNA. Kromé
toho je zde tada transkripCnich faktort, které ovliviiuji expresi jaderné¢ kddovanych
mitochondrialnich proteint.

Mitochondrialni preproteiny vzniklé v cytoplazmé jsou transportovany na misto

uréeni, kde nabyvaji finalni konformace. Transportu se ucastni soubor Hsp proteinil a
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specifickych  prenaSecti pfes vnéj$i a vnitini mitochondridlni  membranu.

Mitochondridlni proteiny rozdélujeme podle funkce na proteiny strukturni,
proteiny ucastnici se biogeneze, sestavovani, transportu a proteiny proteosyntetického
aparatu. Pfiblizn€ 1000 proteinti s mitochondrialni funkci se podili na Sirokém spektru
biochemickych drah (Mootha, et al., 2003, Thorburn, 2004). Mutace v jednom z téchto
genil nemusi ovlivnit vlastni mitochondrialni biogenezi, ale na Grovni celého organizmu
mize byt pfi¢innou vazného onemocnéni. (Scheffler, 2000).

Funkci a vlastni regulaci mitochondridlnich procesti ovliviiuje fada faktort.
Casovy faktor piedstavuje funkéni mitochondridlni zmény objevujici se v pribéhu
starnuti organizmu. Rozdilné energetické naroky zohlednuje tkanovy faktor. Mezi tkané
s nejvyssimi energetickymi néroky patfi mozek, sval a jatra. Rozdilnd energeticka
potieba rtiznych tkani a proces starnuti ovliviiuje slozité regula¢ni mechanismy, stupeii
biogeneze a zanik mitochondrie. To se odrazi i v rizné expresi gend, kterd je disledkem
starnuti, typu tkdn€ 1 moZnych negativnich zmén, napf. mutaci, se kterymi se musi
organizmus vyrovnat.

Funkéni omezeni ¢i dysfunkce mitochondrii je vysledkem fady faktor a zmén.
Mutace genu muze vyvolat nefunkénost pfislusného proteinu. Jeho tloha pak musi byt
kompenzovdna zvySenou expresi jinych genl, vyvolavajici reakci celého
biogenetického aparatu. Zmény mizZeme pozorovat bud’ jednotlivé pomoci QRT-PCR,
northern blotu nebo globalné, napt. metodami DNA c¢ipu. DNA ¢ipy mohou nést tisice
sond, a tim ndm umozni studovat miru exprese Sirokého spektra geni a zaroven
sledovat jejich vzijemné interakce v ramci bunky. Celkové technologie DNA cCipt

umozni 1épe porozumét energetickému metabolizmu a fungovani mitochondrii.

3.2.1 Mitochondrialni genom

Mitochondrialni DNA byla objevena v Sedesatych letech minulého stoleti.
Soucasné byly popsany komplexy dychaciho fetézce, mobilni prenasece a ATP-syntaza.
V roce 1981 byla kompletn¢ osekvenovana savéi mtDNA.

Mitochondridlni genom savcii je tvofen dvouvldknou kruhovou molekulou DNA
(mtDNA), kterd ma u Cloveéka velikost 16 569 bp (viz Obr. 3.3). Vldkna mtDNA jsou
oznacovana jako lehky a tézky fetézec podle vznaSivé hustoty v gradientu cesium

chloridu. Nekodujici sekvence predstavuje méné nez 1/10 délky a z toho je naprosta
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vétsina lokalizovana do oblasti D-loop (D smycky). Velikost D-loop je ~ 900 bp. Mensi
¢asti nekodujici sekvence je oblast replikacniho pocatku lehkého fetézce (30 bp).

Mitochondridlni genom koduje 37 genl, ztoho 22 tRNA, 2 rRNA a 13
strukturnich proteinti. Asi 77 % kodujici sekvence nese informaci pro proteiny, 14 %
pro rRNA a 9 % pro tRNA. Vsechny geny kddujici strukturni proteiny kéduji proteiny
oxidac¢ni fosforylace. Jednd se o 7 z 39 podjednotek komplexu I, 1 z 10 podjednotek
komplexu III, 3 ze 13 podjednotek komplexu IV a 2 z 16 podjednotek komplexu V (viz
Tab. 3.1).

Komplex Gen

L ND1 - ND6, ND4L
1. CYTB

Iv. COX1, COX2, COX3
V. ATP6-a, ATP8-A6L

Tab. 3.1: Geny mtDNA kédujici strukturni proteiny oxidac¢ni fosforylace.

Informace je mezi oba fetézce rozdélena nerovnomérné. Tézky fetézec nese

informaci pro vétSinu strukturnich genti i RNA, lehky fetézec koduje jen 8 tRNA
a jednu podjednotku dychaciho fetézce z komplexu I.
Mitochondridlni genom je uspofddan velmi usporné. Nekodujici sekvence jsou
minimalizovany a nachazime zde i prekryvy koédujicich sekvenci. K ptrekryvim dochazi
sttidanim lehkého a tézkého fetézce v kddovani, nebo posunem ctecich ramct.
(Larsson, et al., 1994, Poulton, et al., 1994). Piikladem je bicistronni transkript
podjednotek mitochondridlni ATP-syntdzy (a, A6L) (Anderson, et al., 1981).

Kazdd bunka je vybavena ur€itym mnozstvim mitochondrii a kazda
mitochondrie obsahuje n¢kolik kopii mtDNA. Béznd somaticka buiika tak obsahuje
1 - 5 x 10 kopii mtDNA na butiku, ale poget mtDNA je v riznych lidskych buiikach
rozdilny. Pohybuje se v rozmezi 10 - 10* (Chen, et al., 1995, Lightowlers, et al., 1997,
Piko and Taylor, 1987). Molekuly mtDNA neplavou volné¢ v matrix, ale tvoii malé
shluky (nukleoidy) né€kolika kopii, které se pfichytavaji k vnitini membrané (Yaffe,
1999).
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Obr. 3.3: Savéi mitochondrialni genom. Upraveno podle (Lodish, 2000).

3.2.2 Kooperace mezi ncDNA a mtDNA

Komplexy OXPHOS jsou multipodjednotkové a tvofi je proteiny kodované

jadernou i mitochondridlni DNA. Biogeneze téchto komplext je komplikovana praveé

diky nutné souhte dvou genomil, jaderného a mitochondridlniho. Piikladem miize byt

mitochondrialni ATPéza, kterd je tvofena z 16 podjednotek, z toho 2 kdéduje mtDNA

a zbylych 14 ncDNA. Nezbytna je proto spravna koordinace exprese podjednotek tak,

aby vznikly funkéni komplexy. To vSak nevyluCuje, aby byly nckteré geny

transkribovany s vyss$i intenzitou, nez je tieba. Zde se pak uplatiluje slozity systém

post-transkripénich regulaci, které se tykaji jak jednotlivych mRNA, tak de-novo
vytvofenych proteinli (Andersson, et al., 2000, Goldberg, 1992, Tvrdik, et al., 1992).

Byly objeveny dv¢ skupiny transkripénich regulatort, které hraji dalezitou tlohu

v mitochondrialni biogenezi. Prvni skupinou jsou transkripéni faktory, které ptimo nebo
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nepfimo ovliviiuji expresi a funkci dychaciho fetézce (NRF-1, NRF-2, Spl, YYI).
Druhou, nedavno objevenou, skupinou jsou transkripcni koaktivatory, které se nevazi na
DNA, ale na transkripéni faktory ¢i jiné koaktivatory, a tim reguluji genovou expresi
(PGC-1a, PGC-1B, PRC). Nové poznatky podporuji zavér, ze mitochondrialni
biogeneze je zavisla na souhfe téchto dvou skupin jadernych faktorti (Scarpulla, 2002).
NRF-1 (nuclear respiratory factor 1)

NRF-1 a NRF-2 hraji dilezitou roli v jaderné-mitochondridlni komunikaci.
NRF-1 se vdze do GC-bohatych promotorovych sekvenci n€kolika genli, mezi nimiz
jsou i geny OXPHOS, faktory regulujici replikaci a transkripci mtDNA a gen pro 12S
mitoribozomalni protein. Plsobi pii aktivaci exprese genl zabezpecujicich bunécny rust
a zisk energie.

NRF-1 spojuje regulaci jaderné kodovanych mitochondridlnich proteind
s mitochondrialni transkripci, nebot’ reguluje expresi genu pro TFAM (mitochondrialni
transkripcni faktor A) (Virbasius and Scarpulla, 1994).

NRF-2 (nuclear respiratory factor 2)

NRF-2 je slozen z péti podjednotek (a, Bi, B2, 71, 72). K DNA se vaze pouze
podjednotka o (Scarpulla, 2002). Vazebnd mista pro NRF-2 obsahuji GGAA motiv,
ktery je charakteristicky pro transkripéni faktory s ETS-doménou (Carter, et al., 1992,
Virbasius and Scarpulla, 1991). Vazba NRF-2 na ctyfi opakujici se ETS-domény
aktivuje expresi gentll pro podjednotky cytochrom c oxidazy (COXVDb) (Virbasius, et al.,
1993).

Sp1 (stimulating proteinl)

Spl miZe pisobit jako pozitivni 1 jako negativni regula¢ni element u genil
kédujicich proteiny OXPHOS (Zaid, et al., 1999). Represivni piisobeni Spl je napi. u
promotoru pro B podjednotku ATP-syntazy (Zaid, et al., 1999), naopak jako pozitivni
regulator piisobi u promotort pro geny cytochrom ¢ oxidazy (Grossman and Lomax,
1997, Lenka, et al., 1998). Sp1 je tvofen ze tfi motivil ,,zinc-finger*.

YY1 (yin yang 1)

YY1 je dalSim faktorem se schopnosti pozitivni i negativni regulace transkripce.
Ptikladem jeho pozitivni regulace je gen SURF1. Stejné jako NRF-1 je exprimovan jiz
v ¢asné embryogenezi (Scarpulla, 2002).
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PGC-1a (peroxisome proliferator-activeted receptor-gama coactivator 1 alpha)

PGC-1a je soucasti malé rodiny transkripcnich koaktivatort, ktera zahrnuje

blizké homology PGC-1B a PRC (PGC-1 related coactivator) (Glass and Rosenfeld,
2000). U celé skupiny nachazime velkou miru homologie v N a C termindlni ¢ésti
proteinu. Zvlastnosti této skupiny je ptitomnost transkripcni aktivaéni domény a
soucasn¢ i RNA vazebné domény na jedné molekule (Puigserver and Spiegelman,
2003).
Nedavné studie prokdzaly zasadni Glohu PGC-1a v regulaci mitochondrialni biogeneze
a termogeneze (Puigserver and Spiegelman, 2003). V hnédé tukové tkani souvisi vysoka
hladina exprese PGC-1a s termogenni funkci a v kosternim svalu pozorujeme indukci
mitochondrialni biogeneze vyvolanou expresi PGC-la. Zvyseni exprese PGC-la je
zpisobena chladem nebo adrenergnimi stimuly. Pisobenim PGC-la je vyvolana
exprese NRF-1, NRF-2 a MTFA. Fyzické interakce mezi NRF-1 a PGC-1a stimuluje
transkripcni aktivitu.

Kontrolu nad transkripci jadernych gend pro mitochondridlni proteiny
zabezpeCuji cis elementy. Mezi cis elementy hrajici roli v regulaci transkripce genti
OXPHOS patii napt. OXBOX, REBOX, Mtl, Mt3 a Mt4. Jejich regula¢ni schopnosti se
vzajemne lisi dle zastoupeni v genomu, sily ¢inku nebo tkanové specifity.

OXBOX, REBOX

Jsou regulacni sekvence popsané u genii pro ANT (Adenine Nucleotide
Translocator) a B podjednotu ATPazy (Chung, et al., 1992, Li, et al., 1990). Jsou
funkéné odlisné, ale sekvencné ¢astecné podobné. OXBOX puisobi tkanoveé specificky
ve svalech, REBOX je pfitomen ve vSech bunéénych typech.

Mtl, Mt3, Mt4 (methalothionein 1, 3, 4)

Mtl, 3, 4 jsou dalSimi cis-regulacnimi elementy. Byly nalezeny u enzymu
OXPHOS (Suzuki, et al., 1990). U podjednotek o a B ATPazy byly popsany jako
nezbytné pro maximalni miru exprese (Pierce, et al., 1992, Suzuki, et al., 1990, Tomura,
et al., 1990).

Transkripce mtDNA je podobna transkripci bakteridlni DNA a je pod jadernou
kontrolou, které¢ se ucastni piimo nebo zprosttedkované fada regulacnich faktorti. DNA
polymeraza je jaderné¢ kodovana, stejné jako transkripéni faktory, které zname tfi,
TFAM (mtTFA, mitochondridlni transkripni faktor A), nedavno objevené¢ TFBIM
(mitochondridlni transkripéni faktor B1), TFB2M (mitochondrialni transkripéni faktor
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B2) (Falkenberg, et al., 2002, McCulloch, et al., 2002) a mTERF (mitochondridlni
transkripcni terminacni faktor).

Jadern¢ kédovany TFAM je klicovy pro koordinaci obou genetickych systémil,
atim i pro mitochondridlni biogenezi. Gen TFAM tvoii sedm exonll a Sest intronl
(Larsson, et al., 1997) a jeho exprese je pod kontrolu NRF-1 a NRF-2 (Escriva, et al.,
1999). TFAM je dulezity k aktivaci transkripce mtDNA a k tvorbé RNA primert
nutnych k replikace mtDNA (Choi, et al., 2004). TFAM je DNA vazebny 25 kDa velky
protein, ktery je transkripnim aktivatorem na tézkém i lehkém fetézci mtDNA (Fisher
and Clayton, 1988). Bézné je navazano ~ 900 molekul TFAM na jednu molekulu
mtDNA (Alam, et al., 2003). Polymeraza a TFAM zahajuje syntézu RNA ze tii riznych
promotord, které jsou lokalizovany do oblasti D-loop. Dva promotory jsou pro tézky
fetézec (H1, H2) a jeden pro lehky fetézec (L). Pfepisem tak vznikaji tfi polycistrony,
které jsou rozStépeny endo a exonukledzami, napf. RNazou P. Vzniknou tak
maturované rRNA, tRNA a mRNA. Promotor H2 je zodpovédny za syntézu dvou
rRNA, 12S a 16S.

TFBIM a TFB2M jsou silné¢ sekvenéné homologni s bakterialni rRNA
methyltransferazou. V pfitomnosti TFAM a RNA polymerdzy mohou oba faktory,
TFB1M i TFB2M, ovlivnit promotorové specifickou iniciaci transkripce (Falkenberg, et
al., 2002).

mTERF je tvofen ze dvou hlavnich domén a tfi motivii leucinového zipu.
Motivy leucinového zipu tvofi intramolekularni trojvlaknou strukturu ,,coiled coil®.
K vazb¢ na mtDNA je nutna ptitomnost vSech péti ¢asti. Studie ukazuji, ze k terminaci
transkripce je vedle mTERF je$té nutnd Gicast dal$i komponenty (Fernandez-Silva, et al.,
1997). Afinita mTERF k mtDNA je vyrazné zeslabena zdménou A — G uprostied
vazebné sekvence (Hess, et al., 1991, Chomyn, et al., 1992).

3.2.3 Transport proteinu

Jadern¢ koédované mitochondridlni proteiny jsou syntetizovany v cytozolu jako
preproteiny, které maji bud’ interni signalni sekvenci, nebo typickou N-koncovou
signalni sekvenci. N-koncovéa sekvence je nazyvana ,,Mitochondrial Targeting Peptide*
(mTP) (Mihara, 2000). Sekvence mTP je bohata na arginin, alanin a serin (Bannai, et

al., 2002). Negativné nabitych AMK, jako je kyselina asparagova a glutamova, je mén¢
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(von Heijne, et al.,, 1989). Je slozend z 20 - 80 AMK a miZze vytvaiet helix
s amfipatickymi vlatnostmi. V matrix je sekvence zpravidla odstranéna matrixovou
peptiddzou. Transportované proteiny jsou Vv nesbaleném stavu pfenaSeny do
mitochondrie pomoci tii translokaz. Jedna se nachazi ve vnéjsi membrané a zbylé dvé
ve vnitini. Po dokonceni pfenosu a odstépeni signalni sekvence protein zaujme finalni
podobu.

Translokazu vnéj$i mitochondridlni membrany slozenou celkem z osmi proteinil
nazyvame TOM (Translocase of the Outher Membrane). Je tvofena z péru a nékolika
receptort, které vazi bud’ preproteiny s presekvenci (Tom20-Tom22) nebo preproteiny s
internimi signalnimi sekvencemi (Tom70-Tom37). Por (GIP-General Import Pore) ma
velikost ~ 400 kDa a je tvofen hlavnim proteinem Tom40. Tom5 je nejmensi z Tom
proteinl a je spojeny s Tom40. Plni funkci mediatoru mezi proteinovymi receptory a
porem. Stabilitu celého poru zajistuje Tom6 a Tom7 (Honlinger, et al., 1996).

Vnitini mitochondridlni membrana obsahuje dvé odlisné translokazy oznacované
TIM (Translocase of the Inner Membrane). Tim22 pifenaSi hydrofobni proteiny
s kryptickou  signdlni sekvenci pfimo do vnitini membrany s vyuZitim
elektrochemického potencidlu (Hofmann, et al., 2002). Komplex Tim23 zabezpecuje
transport pro proteiny s presekvenci a vyzaduje energii elektrochemického potencialu
1 pfitomnost ATP v matrix (Hofmann, et al., 2002). K fungovani komplexu Tim23 je
nutny produkt genu DDP1 (Deafness Dystonia Peptide 1). DDP1 patii do rodiny malych
TIM proteint spole¢né s TIM13, na ktery se vaze. Tyto proteiny se ucastni predevsim
predavani prekurzoru mezi TIM a TOM translokazami. Tim44 v komplexu s mtHsp70
zajiStuje transport preproteinii do matrix. Maturovany protein vaze chaperon HSP60 a
jeho co-chaperonin cpnl0, které umozni proteinu zaujmout finalni konformaci (Hood,
et al., 2003).

Oba komplexy TOM a TIM jsou lokalizovany do mist, kde se vné&jsi a vnitini
membrany mitochondrie téméf dotykaji, coZ usnadnuje pfenos preproteint z jednoho
komplexu na druhy (Schwaiger, et al., 1987). Tato mista vzajemného kontaktu
nazyvame ,,Contact sites* (Hackenbrock, 1968) a jejich rozméry jsou pfiblizn¢ 20 nm
(Reichert and Neupert, 2002).

V mitochondriich dochazi také k pfenosu proteinli zmatrix do wvnitini
mitochondridlni membrany. Jaderné¢ kodovand translokdza Oxal zajistuje pienos

mitochondrialng i jadern¢ kodovanych proteinti do vnitini mitochondrialni membrany
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(He and Fox, 1997, Hell, et al., 2001). C-koncovd a helikalni doména proteinu je
orientovana do matrix (Herrmann, et al., 1997), kde umoznuje vazbu na mitochondridlni
ribozomy. Vzijemna interakce mezi translatnim aparitem a membranové vazanou
translokdzou umoziuje kotranslacni transport vznikajicich proteinii (Szyrach, et al.,
2003). Translokéza Oxal je homooligomer slozeny ze ¢tyi podjednotek Oxal (43 kDa).
Cely komplex ma velikost 170 — 180 kDa (Nargang, et al., 2002). Delece C-koncové
domény znemoznuje interakci Oxal sribozomy. Nasledné dochazi k akumulaci
produktli mitochondridlni translace v matrix, coz zplsobuje absenci nékterych
komplexti dychaciho fetézce ve vnitini mitochondrialni membrané (Szyrach, et al.,
2003).

Biogeneze proteinti vnitini mitochondridlni membrany se Uc€astni také kontrolni
proteolyticky systém. Evolu¢né silné¢ konzervovany systém je tvoifen ze dvou
prohibitinovych proteinit (Phbl, Phb2), dvou AAA protedz (mAAA, iAAA) a z ABC
transportéru (Arnold and Langer, 2002).

Prohibitiny pfedstavuji novy typ membranové vazanych chaperont. Zabezpecu;ji
rychlou vazbu na nové syntetizované proteiny, a tak je ochrani pied degradaci AAA
proteazami. Delece genii pro oba prohibitiny zpisobi okamzitou degradaci nové
nasyntetizovanych proteinli protedzou mAAA. Naopak jejich zvySend exprese zabrani
degradaci Spatné sloZenych proteinli (Nijtmans, et al., 2000). Dale bylo ukéazano, Ze
exprese prohibitin je zvySena v pfipad¢ disbalance mezi expresi jaderného a
mitochodnrialniho geonomu, coz souvisi i s jejich funkci regulatoru AAA proteazovych
komplext (Artal-Sanz, et al., 2003).

Rodina protedz AAA (ATPases Associated with a number of cellular Activities)
(Neuwald, et al., 1999, Vale, 2000) zabezpecuje degradaci proteinii v eubakteriich,
chloroplastech a mitochondriich (Langer, 2000). AAA proteazy tvoii komplex velky
priblizn¢ 1000 kDa, ale nevime nic o jeho struktufe ani o stechiometrii jeho
podjednotek. Protedza mAAA je sloZzena ze dvou podjednotek a svou katalytickou ¢ast
ma lokalizovanou do matrix. Druhd protedza iAAA tvoii pravdépodobné homooligomer
a je tvorena jednim transmembranovym usekem. Jeji katalyticka ¢ast je orientovana do
mezimembranového prostoru.

Proteiny urcené k degradaci jsou nejdiive Stépeny mAAA protedzou v matrix,

nasledn¢ jsou pieneseny pomoci ABC transportéru na proteazu iAAA. Peptidy
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z mezimembranového prostoru piechazeji pres vnéjsi membranu pasivni diftzi. Difiize

probiha bud’ pies poriny, nebo pifes TOM (Langer, et al., 2001).

3.3 MITOCHONDRIALNI ONEMOCNENI

Mutaéni rychlost mtDNA je mnohondsobné vysSi neZ u ncDNA. Je to diky
bezprostifednimu plisobeni volnych radikdlti vznikajicich v respiraénim fetézci,
nepfitomnosti efektivnich DNA opravnych mechanismii a absenci ochrannych DNA
vazebnych proteintl, jako jsou histony. Mitochondrialni onemocnéni jsou heterogenni
skupinou poruch postihujici hlavné energeticky metabolizmus. Jsou zplsobovany
poruchami jaderné¢ho ¢i mitochondridlniho genomu nebo vnéjSimi faktory. Postihuji
tkan¢ v rizné mite, pfedevSim v zdvislosti na jejich narocich na energii a schopnosti
tvorby ATP mimo oxidacni fosforylaci. S defekty v oxidacni fosforylaci mohou
souviset 1 rizné degenerativni procesy. Aplikace této hypotézy poskytla nové pochopeni
znacn¢ rozsahlych klinickych problémi jako jsou ischemicka choroba srde¢ni, pozdni
propuknuti diabetu, Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba a starnuti (Wallace,
1992).

U onemocnéni vazanych na poruchy mitochondridlniho genomu je tfeba vzit
v tvahu odliSnou mitochondridlni genetiku. V bufice se nachdzi mnoho kopii mtDNA,
proto se mitochondridlni genetika fidi zakony populacni genetiky. Naopak jaderny
geneticky systém, ktery obsahuje diploidni sadu chromozomi, se fidi genetikou
mendelovskou. Pokud dojde k mutaci v mtDNA, muze se mutace rozsitit do vSech kopii
mtDNA a tento stav nazyvame homoplazmie. V piipad¢, Ze bude buiika soucasné
obsahovat mutované a normdlni kopie mtDNA, je ve stavu heteroplazmie.
Heteroplazmie se vyjadiuje procentem mutovaného genotypu a az do urcité prahové
hodnoty se na genotypu neprojevi. Prahovd hodnota je pro jednotlivé respiracni
komplexy 1 pro riizné tkan¢ odliSna vzhledem k jejich narokiim na energii. Nejcastéji
postizenymi tkanémi jsou kosterni svalstvo, myokard, centralni nervova soustava a jatra

(Lightowlers, et al., 1997, Rossignol, et al., 2003).

3.3.1 Poruchy mtDNA

Mezi poskozeni mitochondridlniho genomu patii bodové mutace a prestavby

genomu, jako jsou delece a inzerce. Bodovych mutaci bylo popsano uz vice nez 190
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(http://www.mitomap.org). Byly zjistény v rRNA, tRNA 1 strukturnich genech a jsou

nejcastéj$i  pri¢inou mitochondrialnich onemocnéni. VétSina mitochondrialnich
onemocnéni vyvolanych mutaci mtDNA se dédi maternaln€, deplece a nékteré delece
mtDNA maji dédicnost mendelovskou.

Mirng€jsi mitochondridlni mutace mohou byt homoplazmické, zatimco t¢zké

poskozeni OXPHOS systému jsou vétSinou vyvolany heteroplazmickymi mutacemi,
nebot” homoplazmie by byla neslucitelna se Zivotem (Houstek, 2000). Heteroplazmie se
vyviji rizné podle toho, zda jde o bodovou mutaci nebo deleci. Zatimco bodové mutace
se dédi vyhradn¢ maternalné, delece jsou vétSinou sporadické, nebo v nékterych
piipadech autozomalné¢ dédicné. Mitochondridlni onemocnéni popisované jako jeden
syndrom miliZe mit riznou genetickou podstatu a také jeden typ mutace mize mit velmi
odlisny klinicky pribéh a manifestaci. Lepsi klasifikace by byla podle genetickych
poruch, coz je nesnadné v praxi. Ve skute¢nosti se proto pouziva smés obou typt déleni
(Houstek, 2000, Smeitink, et al., 2001).
Mutace mtDNA (viz Obr. 3.4) postihuji pouze OXPHOS, tedy jednotlivé komplexy
dychaciho fetézce. Tato onemocnéni jsou velmi zdvazna piedev§im proto, ze vyrazné
naruSuji energeticky metabolismus organizmu. Jednotlivd onemocnéni muizeme
roz¢lenit do nékolika skupin (viz Tab. 3.2).

Prvni skupinu tvofi bodové mutace strukturnich gent OXPHOS, zpiisobujici
mitochondridlni myopatie, diabetes mellitus, LHON (Leber's Hereditary Optic
Neuropathy), NARP (Neurogenic muscle weakness, Ataxia, Retinitis Pigmentosa) a
Leightiv syndrom. Déale mohou bodové mutace zasahnout geny tRNA a rRNA, coz ma
za nasledek vznik myopatii, kardiomyopatii, diabetes mellitus nebo encefalopatii,
prikladem jsou syndromy MELAS (Mitochondrial Encephalomyopathy, Lactic Acidosis
and Stroke-like syndrome) a MERRF (Myoclonic Epilepsy and Ragger Red Fibers).

Druhou skupinu tvoii prestavby mtDNA, tedy rozsahlé¢ delece a duplikace,
zpusobujici Pearsoniv syndrom, Woframiv syndrom (Eller, et al., 2001) a KSS
(Kearns-Sayre Syndrome) patfici do skupiny CPEO (Chronic Progressive External
Opthalmoplegia).

Ttetim typem jsou poruchy v replikaci mtDNA, projevujici se velmi nizkym
obsahem mtDNA v buiice, tzv. deplece mtDNA. Maji vétSinou tkanové specificky

charakter. Alpers - Huttenlocher syndrom je zptisoben jadern¢ fizenou depleci mtDNA.
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Podrobnéjsi charakteristiky onemocnéni

LHON (Leber's Hereditary Optic Neuropathy)
Timto onemocnénim jsou postihovani pfedvS§im muzi. Typicky se zacind projevovat
pred tficatym rokem zivota. Charakteristickym projevem je postupnd ztrata zraku, pii
které nejprve dochazi k vypadku stfedu zorného pole, diky atrofii o¢niho nervu
(Wallace, et al., 1988).

MELAS (Mitochondrial Encephalomyopathy, Lactic Acidosis and Stroke-like
syndrome)
Je to nejcastéjsi maternalné dédi¢na mitochondridlni choroba. Projevuje se mozkovou
mrtvici u mladych lidi, typicky do ctyficatého roku véku. DalSimi projevy jsou
encephalopatie (demence, zachvaty), laktézova acidéza a kiece (Shoffner, 1996).

MERRF (Myoclonic Epilepsy and Ragger Red Fibers)
Jadrem klinickych projevi je poskozeni CNS, myoklonie, ataxie a epileptické zachvaty.
V poskozené svalové tkani dochazi k hromadéni mitochondrii v subsarkolematické
oblasti. Dal§imi rysy, které se mohou vyskytovat, jsou demence, hluchota, o¢ni atrofie a
maly vzrist. Histologické vySetfeni ukazuje ptfitomnost ragged-red fibres
(subsarkolemalni nahromadéni zmnozenych mitochondrii) (Wallace, et al., 1988).

NARP (Neurogenic muscle weakness, Ataxia, Retinitis Pigmentosa)
Hlavni projevy tohoto syndromu jsou obsazeny uz v jeho ndzvu. Kromé neuropatie,
ataxie a retinitis pigmentosa se projevuje zpozdénym vyvinem a demenci.

KSS (Kearns-Sayre Syndrome)
Tento syndrom je charakterizovan predevsim poskozenim oka (retinitis pigmentosa),
ataxii, srdec¢ni disritmii, hluchotou a chronickou progresivni externi ophtalmoplegii
(CPEO). CPEO je ,,obrna pohledu nahoru®, pfi které postizeny jedinec musi pii pohledu
nad horizont zaklonit hlavu. Na o¢nim pozadi byva retinis pigmentosa, na EKG
pievodni porucha a v mozkomiSnim moku zvysSena koncentrave bilkovin (Ballinger, et
al., 1992, Ballinger-SW, et al., 1994).

Leightiv syndrom
Tento syndrom zpusobuje tézkou neurodegenerativni poruchu projevujici
se symetrickymi lézemi na bazalnich gangliich (Holt, et al., 1990).

Pearsontiv syndrom
Tento syndrom se projevuje sideroblastickou anémii, neprospivanim a insuficienci

zevné sekretorické funkce pankreatu (Jacobs, et al., 2004).
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Alpers - Huttenlocher syndrom
Klinicky se syndrom projevuje encephalopatii, myoklonickou epilepsii a hepatopatii az

jaternim selhanim (Uusimaa, et al., 2003).
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Obr. 3.4: Lokalizace nejcastéjSich poruch mtDNA.
Upraveno podle http://www.mitomap.org/mitomap/mitomapgenome.pdf.

3.3.2 Poruchy ncDNA

O defektech ncDNA, které postihuji dychaci fetézec, vime zatim mnohem méng,
nez o defektech zptisobenych poruchou mtDNA. Jaderny genom nese informaci pro

vétSinu mitochondridlnich proteint. Velkd ¢ast podjednotek enzymu dychaciho fetézce
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je kodovana jadernou DNA. Potencionalné je zde 70 proteini OXPHOS kdédovanych
ncDNA, které mohou byt mutovany. Kromé¢ téchto OXPHOS proteinli mohou byt
postiZeny 1 proteiny souvisejici se sestavovanim OXPHOS (viz Tab. 3.3). Mimo to je tu
cely systém regulace jaderné genové exprese, jehoz poskozeni miize vést k nejriiznéjSim
defektim na urovni fenotypu. V soucasné dobé se k vylouceni role mtDNA v etiologii
mitochondrialniho onemocnéni pouziva metoda transmitochondrialnich cybrida, kdy je
vytvofena hybridni buiika obsahujici mtDNA pacienta a kontrolni jadernou DNA.
Pokud po zméné jaderné genetické vybavy dojde ke komplementaci defektu, je porucha
jadern¢ vazana.

Mitochondridlni onemocnéni, vznikla defekty ncDNA, 1ze rozd¢€lit do nékolika
skupin podle typu postizenych gent, piipadné druhu vzniklého defektu. Nachézime zde
zhruba Ctyfi hlavni skupiny defektd, poruchy podjednotek OXPHOS, sestavovacich
proteinii, komponent replika¢niho aparatu a dal§ich mitochondridlnich proteind.

Do prvni skupiny patii mutace v genech pro podjednotky komplexi OXPHOS.
Jako prvni byla popsdna u pacienta s Leighovym syndromem, kde se jedna o dysfunkci
komplexu II, kterda byla zplsobena mutaci v genu pro flavoprotein
sukcinatdehydrogenazy (Bourgeron, et al., 1995). Mutace v komplexu I, projevujici se u
pacienta mentalni retardaci, hypotonii a degeneraci bazalnich gangli, byla lokalizovana
do 18 kDa podjednotky (van den Heuvel, et al., 1998). Dal§i mutaci nachazime
vkomplexu I, kde postizeny gen NDUFV1 koéduje 51 kDa protein.
U pacienta byla diagnostikovana leukodystrofie a myoklonalni epilepsie (Schuelke, et
al.,, 1999). V posledni dob¢ byly nalezeny patogenni mutace i v genech dalSich
podjednotek komplexu I. Nalezen byl i selektivni defekt mitochondridlni ATP-syntazy,
zpusobeny  pozménénou  biosyntézou  enzymu. Analyzy mtDNA a
transmitochondridlnich cybridi prokazaly jadernou lokalizaci defektu. Klinickym
projevem je fatalni neonatalni laktdzova acidoza, kardiomegalie a hepatomegalie. Umrti
pacientl nastava kratce po narozeni (Houstek, et al., 1999).

Druhou skupinu tvofi mutace postihujici geny sestavovacich proteinti. U fady
pacientd byla nalezena mutace v genu SURF1, coz je gen pro sestavovaci protein, ktery
je naprosto nezbytny pro spravnou biosyntézu cytochrom c¢ oxidazy (COX). Tento
defekt byl poprvé popsan v roce 1998 u pacienta s Leighovym syndromem (Tiranti, et
al., 1998, Zhu, et al., 1998) a od té¢ doby bylo popsano vice nez 30 riznych mutaci v
SURF1 genu (Coenen, et al., 1999, Teraoka, et al., 1999). DalSim sestavovacim

26



proteinem pro COX je SCO2. Dosud byly popsany dvé patogenni mutace v tomto
proteinu (Papadopoulou, et al., 1999).

Jinou oblasti mitochondridlnich poruch je import proteinii. Protein DDP1 je
nutny k fungovéani translokdzy Tim23. Mutace genu DDP1 zpisobuje Mohr-
Tranebjaergliv syndrom, progresivni neurodegenerativni onemocnéni. Mutace genu
znemozni spravné slozeni proteinu, ¢imz je zeslabena vazba s Timl3 a zhorSena
biogeneze komplexu Tim23 (Hofmann, et al., 2002).

Doposud byly popsany dva pfipady mitochondridlnich encefalomyopatii
zpusobenych nizsi hladinou mtHsp 60, v jednom ptipadé pravdépodobné diky nizké
efektivité translace genu Hsp 60 (Agsteribbe, et al., 1993, Briones, et al., 1997). To je
v souladu s poznatky ziskanymi u kvasinek, které ukdzaly, Ze disrupce vétSiny gent pro
proteiny importniho aparatu jsou letdlni. Lze proto ocekavat pouze relativné mirna

postizeni importniho aparatu, rozhodné ne tplnou dysfunkci kteréhokoliv z kli¢ovych

komponent.
Mutovany gen Biochemické nasledky Genotyp Dédi¢nost
Bodové mtDNA
mutace
strukturni poruchy komplext I, III, IV, V. LHON, DM, MM, onemocnéni maternalni
OXPHOS geny ATPazy
tRNA, rRNA geny porucha syntézy mitoch. MERF, MELAS, MM, DM, MC maternalni
kédovanych proteinti
Piestavby mtDNA
rozsahlé delece a dysfunkce vice OXPHOS KSS, Pearson, PEO sporadicka (jednoduché
duplikace komplext delece), autosomalni
(mnohocetné delece)
Deplece mtDNA nizka aktivita komplext I, II, tkanove specificky autosomalni

v,V

Tab. 3.2: Poruchy mtDNA.

MM - mitochondrialni myopatie

MC - myopatie a kardiomypatie

DM - diabetes mellitus

LHON - Leber's hereditary optic neuropathy

MERRF - myoclonic epilepsy and ragged red fibers

MELAS - mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis and stroke-like syndrome
KSS - Kearn-Sayre syndrome

PEO — Progressive external ophtalmoplegia
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Mutovany gen Biochemické poruchy Genotyp Dédic¢nost

OXPHOS podjednotky

NDUFSS podjednotka porucha komplexu I Leightv syndrom mendelovska
18 kDa podjednota komplexu I porucha komplexu I nespecificky fatalni genotyp mendelovska
51 kDa podjednotka komplexu I porucha komplexu I lerOd}.’StrOﬁe’ myoklondlni mendelovska

epilepsie

Sestavovaci proteiny

mutace SURF1 porucha komplexu IV Leightv syndrom mendelovska
mutace SCO2 porucha komplexu IV Leightv syndrom mendelovska
mutace genu pro ATPazu (ATP12) porucha komplexu V kardiomyopatie, laktatova mendelovska

aciddza

Tab. 3.3: Poruchy ncDNA.

3.4 EXPRESE MITOCHONDRIALNICH GENU ZA FYZIOLOGICKYCH
A PATOLOGICKYCH PODMINEK

Mitochondridlni biogeneze se ucastni az 1000 genl a regulace exprese téchto
genl je nezbytnd. Za fyziologickych ¢i patologickych podminek se biogeneze méni
v zavislosti na  potfebach bunky. Tyto d&je predstavuji vzajemnou vysoce
organizovanou kooperaci mezi genomem mitochondridlnim a jadernym. To souvisi i s
mirou korelace exprese jadernych a mitochondridlnich genti. Snaha objasnit kooperaci
mezi genomy vedla k nalezeni n€kolika transkripcnich faktort, které reguluji expresi
mtDNA a také n¢€kolika jadernych ,,OXPHOS* gent. Neexistuje ale jeden typ faktoru,
ktery by ovlivnil napiiklad vSechny jaderné geny pro podjednotky komplexu I
respiracniho fetézce a ATPazy.

Defekty, zptusobujici omezeni funkce ¢i uplnou dysfunkci mitochondrii, mohou
mit rizné piic¢iny. Hledani pfi¢in mitopatii a sledovani reakci buiikky na dané¢ zmény je
ale dost naro¢né. Jednou z moznych pficin ¢etnych defekti mize byt az desetkrat vyssi
mutacni rychlost mtDNA. Piedpoklada se, Zze pro vznik mutaci je dalezité poSkozeni
mtDNA piedevs§im volnymi kyslikovymi radikaly (ROS — Reactive Oxygen Species).
Ty jsou produkovany v tésné blizkosti mtDNA, v respiranim fetézci vnitini
mitochondralni membrany (Kalous and Drahota, 1996). Kyslikové radikaly poskozuji i
mitochondrialni lipidy a proteiny a dochdzi tak k jejich dysfunkci. To vSe ma za

nasledek sniZenou funkci oxida¢ni fosforylace a nizkou produkci ATP. Mutovana nebo
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jinak poskozena mtDNA snizuje mitochondridlni biogenezi a vede az k permanentni
dysfunkci organely (Shoffner and Wallace, 1995). Pro objasnéni téchto stavi je stézejni
studium exprese vétSiho mnoZzstvi genli za riznych biologickych podminek. Vysledky
takovych studii jsou jiz k dispozici, napi. studie exprese genii béhem ontogeneze, Ci
studie regula¢nich mechanismi. Jaderné regulacni faktory, napt. NRF-1, hraji kli¢ovou
roli v jaderné-mitochondridlnich interakcich (Garesse and Vallejo, 2001, Scarpulla,
2002).

Obdobné piibyva studiji, které se snazi zjistit zmény v expresnich profilech
mitochondrialnich genii u riiznych patologii. Defekty mohou byt ¢ist¢ mitochondrialni,
jako mutace mtDNA ¢i selektivni defekty proteinti respiracniho fetézce. Mezi dalsi
patologie, které ovliviiuji funkci mitochondrii, patfi napf. nddorové procesy a
metabolicky syndrom. Reaven dokdzal existenci metabolického syndromu v roce 1988.
Reaveniv syndrom (také popisovan jako syndrom X) (Nisoli, et al., 2004) predstavuje
poruchu v metabolismu tuki a zplsobuje tak metabolické a kardiovaskularni
komplikace. Dalsi z moznych patologii jsou nadorovd onemocnéni, jejichZ ptiinou
muze byt porucha v signalnich drahéch.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze technologie umoziujici simultalni sledovani
exprese velkého mnozstvi genti je zcela klicova a je dnes zdkladem funk¢ni genomiky.
Umoziuje sledovat zmény exprese gend, napiiklad v patologickych stavech, kde lze
ptedpokladat poruchu jednoho z genit v nukledrni nebo mitochondridlni DNA. Pro
poznani patologickych mechanismt je nezbytné zjistit i reakce ostatnich genti. Funkéni
genomika a fenotypovani predstavuje snahu ptifazovat funkci definovanym gentim, at’
jiZ zndmym nebo neznamym, na zaklad¢ indukce nebo represe jejich exprese v riznych
modelovych situacich. Sledovani genové exprese miize probihat pomoci northen blotu,

QRT PCR, oligonukleotidovych a DNA ¢ipi (mikroarrays, makroarrays). O expresi

genil vypovidaji i dal$i metody, napt. SAGE (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE/).
Vedle vlastni regulace transkripce existuje celd fada naslednych
posttranskripénich dé&ju, na kterych zévisi stabilita, odbourdvéani a transla¢ni uc¢innost

jednotlivych mRNA a to jak jadern¢, tak mitochondridlné¢ kédovanych.

29


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE/

3.5 STUDIUM GENOVE EXPRESE

Spektrum metodickych postupt, které mizeme vyuzivat k diagnostice
genetickych onemocnéni, je pomérn¢ Siroké a zahrnuje fadu metod analyzy DNA
1 RNA, jako jsou napt. komplementacni metody, hledani postizenych geni, jejich
sekvenovani, studium zmén v jejich expresi pomoci northern blotu, kvantitativni
amplifikace cDNA ¢i pomoci DNA cipti. Kazdy ze jmenovanych postupit ma urcitou
vypovédni hodnotu, a proto je vhodné jejich vzajemné propojeni, které ndm poskytne
komplexni informaci.

Pro méfeni exprese genil, tedy stanoveni kolik dané mRNA vznika, se stale vice
osvédcuje metoda RT PCR (RNA—cDNA), ktera je nasledovand kvantifikaci cDNA.
Kvantifikace cDNA muzZe byt bud’ pomoci kvantitativniho PCR, napf. light cycler, nebo
DNA ¢ip. Zatimco v prvém piipad¢ Ize s velkou piesnosti analyzovat expresi jednoho
nebo nékolika gentl, v druhém piipadé je mozné analyzovat soucasné expresi stovek az
tisicti genti 1 kdyz s nizsi citlivosti.

DNA ¢ip se vyuziva pii analyze profil genové exprese a porovnani normalnich
»standartnich® expresnich profila s profily studovanych patologickych stavli. Tento typ
analyz miaze pfinést informace o expresnich profilech charakteristickych pro urcité typy
onemocnéni (Mootha, et al., 2003, Slonim, 2002). Hybridiza¢ni vzor, vznikly
nanesenim zna¢ené cDNA na definované fixované sondy, poskytuje informace o

genoveé expresi.

3.6 DNACIP

3.6.1 Zakladni charakteristika

Analyza expresnich profili poskytuje novy pohled na fyziologické a
patofyziologické procesy ve zdravi a nemoci. Poprvé se technologie DNA ¢ipti objevila
v roce 1991 a prvni komer¢ni €ip byl vytvoten o tfi roky pozdéji.

Existuji dvé zdkladni podoby DNA C¢ipii, makroCipy a mikro¢ipy (DNA
macroarrays, DNA microarrays). Sondy makro€ipli jsou tiStény na nylonovou
membranu, na rozdil od mikro¢ipt, jejichz nosi¢em je zpravidla sklo. Dalsim rozdilem
je radioaktivni znateni makro¢ipii (**P, *°P). Vyhodou makro&ipt je moZnost jejich
opakovaného pouziti, obvykle 3 — 4krat (Jiang, et al., 2001). Makro¢ip umoziuje

sledovat expresi fadové desitek gent, zatimco mikroc€ipy, jimiz se budeme déle zabyvat,
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umoziuji sledovani exprese tisici az desetitisicti genti soucasné. Mikrocipy se pouzivaji
pro kvantitativni ur¢eni miry genové exprese, genotypovani, predikovani funkce gent a
sledovani metabolickych drah.

Zakladnim principem c¢ipii je mechanismus hybridizace. Hybridizace probiha
mezi dvéma systémy, jednim nepohyblivym (vlastni sondy), ktery je uchycen na
pevném podkladu, a druhym pohyblivym, ktery pfedstavuje zkoumany vzorek a je
nandSen na povrch Cipu. Transkripéni aktivita genli mulze byt srovnavéana

v nejriiznéjSich situacich, posuzovéna z nejriznéjsich hledisek a na rozli¢nych trovnich.

3.6.2 Konstrukéni postupy
Standardné jsou pouzivany dva hlavni typy DNA ¢&ipi (DNA microarrays).
Prvnim typem jsou komeréni DNA Cipy zaloZené na in-situ syntéze 25 nukleotidovych

sond, produkované firmami Affymetrix (http://www.affymetrix.com) a Agilent

(http://www.agilent.com). Tento typ umoznuje studium exprese fadové nekolika tisic

genll. Komercni Cipy €asto neumoziiuji vybér genil, které chceme sledovat, ale pouze
pouziti jiz pfipravenych souborl. Dnes je k dispozici celd fada komercnich Cipd,
problémem je jejich velmi vysoka cena. Druhy typ DNA Cipt je zalozen na robotickém
rozmisténi DNA sond na zvoleny nosi¢. Tento typ je produkovan jak komercénimi
firmami, tak jednotlivymi laboratotemi. Casto se objevuji tzv. ,,home made* &ipy, které
si laboratof konstruuje sama a vybira si pouze cilené skupiny gentl.

Pro konstrukci DNA C¢ipi mohou byt vyuzity rizné povrchy jako je sklo,
porcelan, mikrotitracni desticka nebo membrana. Sondy, které jsou roboticky
rozmistény na zvoleny povrch, mohou pochazet ze dvou ruznych zdroji. Sondami
mohou byt bud® PCR produkty, pfipravené z pfislusnych cDNA klond, a nebo
oligonukleotidy. Pouziti PCR produktii je pomérné naro¢né, nebot’ piiprava klonti miize
byt doprovazena cCastymi kontaminacemi. Pokud zvolime komeréné syntetizované
oligonukleotidy, je nutné spravné navrzeni délky a sekvenci oligonukleotidi. Sekvence
oligonukleotidu musi spliiovat poZadovana kritéria, jako je napt. vzdalenost od 3’ konce
a teplota tani.

Pii vybéru gent pro Cip je nezbytné mezi studované geny zafadit jesté n€kolik
kontrolnich vzorki, jako jsou kotvy, negativni a pozitivni kontroly a vzorky obsahujici
pouze roztok pro tisk. Kontrolni geny umozni vytvorit urCity design experimentu,

nezbytny pro normalizaci a zpracovani dat. Fluorescenéné naznacené oligonukleotidy
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tvoti kotvy, které sviti 1 v pfipad¢€, Ze neni na Cip hybridizovana zadna DNA. Negativni
kontrolu piedstavuje soubor exogennich genti, tedy gent nevyskytujicich se ve
studovaném organizmu. Pozitivni kontrolou jsou ,,housekeeping® geny, které maji stale
stejnou expresi ve sledovanych materialech (Eisenberg and Levanon, 2003).

Naslednou fazi piipravy ¢ipu je strojové natisténi pripravenych sond na zvoleny
povrch v ndm znadmém uspofadani a jejich fixace. Sondy jsou nanaSeny pomoci
specidlné vyvinutych jehel. Jehly musi spliiovat pfisna kritéria, aby prvni i posledni
teCka méla stejné rozmery, nedoslo k vynechani natisknuti tecky a aby jehla nabirala
vzdy co nejmensi mnozstvi zdsobniho roztoku a minimalizovaly se tak ztraty pouzivané

sondy.

Priprava cDNA sond Priprava Cipu

AL

Obr. 3.5: Schema prace s DNA ¢ipem.
Upraveno podle http://www.accessexcellence.org/AB/GG/microarray_technology.gif

3.6.3 Vyuziti ¢ipu - hybridizace a analyza dat

Pro hybridizaci na Cipu potiebujeme fluorescencné znacenou cDNA. Pro jeji
ziskani jsou klicové nasledujici kroky: izolace intaktni RNA, dobfe provedena reverzni
transkripce a nasledné naznaceni vzniklé cDNA fluorescen¢nimi barvami (viz Obr. 3.5).

Pro hybridizaci na DNA ¢ip vyuZivame vzdy dva vzorky, jeden kontrolni, pochézejici
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ze standardni RNA a jeden zkoumany, ktery se standardem porovnavame. Pro oznaceni
téchto dvou vzorkl pouzijeme dvé rtizné fluorescencni barvy, coz nésledné umozni
sledovat pomér fluorescence. Ptiprava vorkl probihd oddélené a po jejim dokonceni
jsou obé cDNA spojeny. Po ptfidani hybridiza¢niho roztoku smés naneseme na povrch
¢ipu, kde probiha za stalé teploty hybridizace k natisténym sonddm. Hybridiza¢ni
experiment je zakoncen skenovanim skla a ulozenim ziskaného obrazu ve form¢ TIFF
souboru. Tato ¢ast predstavuje pfiblizné 40% experimentu.

Dals8i a mnohem naro¢néjsi ¢ast spociva ve vyhodnoceni vzniklého hybridiza¢niho
vzoru pomoci pocitacové techniky a v analyze ziskanych dat. Analyzuji se vzajemné
barevné kombinace fluorescencnich barev a jejich intenzita. Vysledkem je informace,

zda k expresi dan¢ho genu dochézi, poptipad¢ jak je jeho exprese silna.
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4. MATERIAL A METODY

4.1 MATERIAL

4.1.1 Chemikalie

V ptehledu nejsou zahrnuty nejbéznéjsi pouzivané analyticky Cisté chemikalie

ziskané od dodavatelti Lachema, Sigma a Fluka.

acetylované BSA

agardza

aminoallyl-dUTP (aa-dUTP)

betain

bovinni sérum albuminu (BSA)

citrat sodny

dCTP-Cy3, dCTP-Cy5
dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO,)

hydrogenfosfore¢nan sodny (Na,HPO, 12H,0)

dichlorethan (DCE)

DMSO

DNéza I buffer

DNaéza |

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
dodecylsulfat sodny (SDS)

dUTP

ethanol

ethylendiamintetraacetat sodny (EDTA)
ethidiumbromid

fenol

fetal calf serum

ficoll

formamid, FA

gentamycin

glycerol

human Cot-1DNA (concentration and time)
hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCOs3)
hydroxid sodny (NaOH)
hydroxylamin

chlorid draselny (KCI)

chlorid hotecnaty (MgCl,)
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Fluka, Svycarsko

Serva, Némecko

Molecular Probes, USA

Sigma, USA
Sigma, USA
Fluka, Svycarsko
Enzo, NEN, USA
Lachema, CR
Lachema, CR
Aldrich, USA
Sigma, USA
TaKaRa, Japonsko
TaKaRa, Japonsko
Larova, Némecko
Sigma, USA

Larova, Némecko

Reidel-deHaén, Némecko

Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Fluka, Svycarsko
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Invitrogen, USA
Penta, USA
Fluka, Svycarsko
Sigma, USA
Lachema, CR
Promega, USA



chlorid sodny (NaCl)
chloroform
ImProm-11"™
izoamylalkohol

izopropanol

Fluka, gvycarsko, Lachema, CR

Sigma, USA
Promega, USA
Sigma, USA
Sigma, USA

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethan sulfonova kyselina (HEPES) Sigma, USA

N-methylimidazol
N-methylpyrolidinon
octan sodny

oligo dT s.deg (primer)
peroxid vodiku (H,0,)
poly-L-lyzin (0,1% roztok)
polyvinylpyrrolidon
RNAlater

succinimidyl ester Alexa fluor dyes (546, 647)
sukcinanhydrid
SuperScript 1T

ToRNAzol

TRIzol

tRNA kvasinkova

trypsin

ULS reak¢ni smés

4.1.2 Roztoky

Denhardiiv roztok
2% ficoll
2% polyvinylpyrrolidon
2% acetylovany BSA
TBE pufr

0,89 mM Tris
0,89 mM kyselina borita
0,02 mM EDTA

TE pufr

10 mM Tris HCI
1 mM EDTA
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Aldrich, USA

Aldrich, USA

Sigma, USA

Generi Biotech, CR
Lachema, CR

Sigma, USA

Fluka, Svycarsko
Ambion, USA
Molecular Probes, USA
Sigma, USA
Invitrogen, USA
GeneAge Technologies, CR
GibcoBRL, UK

Sigma, USA

Sigma, USA

Molecular Probes, USA



PBS pufr

140 mM NaCl

5,4 mM KCl

8 mM Na,HPO,.12 H,0,

1,4 mM KH,PO,, pH 7,2
SSC

3M NaCl

0,3M citrat sodny

4.1.3 Kity

Microcon YM - 30 Centrifugal Filter Unit, MILLIPORE, USA
QIAGEN RNeasy (mini, midi)

QIAGEN QIAquick™ PCR Purification Kit

The universal Linkage System (ULS™), Molecular Probes, USA

4.1.4 Biologicky material

Vzhledem k vysokym ndrokim na mnozstvi RNA byl k praci pouzit takovy biologicky
materidl, ktery Ize ziskat v pomérné velkém mnozstvi.
- kontrolni fibroblasty (F1 - F3)
- placenta (P1 - P3)
- bunécéna line 293 (L1)
- smé&s bunéénych linii - HeLa G (adenokarcinom délozniho ¢ipku)
- ECV 304 (endotelidlni bunky)
- 293 (ledvinné embryonalni burky)
- U 937 (histiocyty)
- JURKAT (lymphom)
- A 301 (lidské T — lymfocyty)

4.1.5 Pristroje

Autoklav: SANYO LaboAutoclave 2420
Centrifugy: Laboratory Centrifuges, Sigma, USA; Hettlich Zentrifugen, UNIVERSAL
16R
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Elektroforézy: Electrophoresis Power Suply — Model 250EX, Gibco BRL, UK
Fotograficky piistroj: Olympus C - 2000 Z

Laminarni box: Lamin Air Holten

Lednice a mrazaky: Bio — Freezer, Forma Scientific; Ultra Low Temperature Freezer,
New Brunswick Scientific

Pipety: Gilson, Francie

Robotické zafizeni pro tisk: GeneSurfer, GeneAge Technologies, CR

Skener: GTLS IV, Genomic Solutions, USA

Termostaty: Microwave oven RANGE KOR - 61A5, Daewoo

Ttepacka: Orbital shaker, MyLab™, BioSan

Vahy: OHAUS Scout ™

Vortex: Vortex-Genie 2

Vyrobnik ledu: BREMA

4.1.6 Pocitacové vybaveni a programy pro ¢ipové technologie

Apache HTTP Server Project:
http://httpd.apache.org

PHP (Hypertext preprocessor):
http://www.php.net
MySQL

http://mysgl.com
OligoPicker:

http://pga.mgh.harvard.edu/oligopicker/

*R- project (The R Project for statistical computing):

http://www.r-project.org/

*Spot (Software for Analysis of Microarray Images):

http://experimental.act.cmis.csiro.au/Spot/index.php

(* pouzito diplomantem)

4.1.7 Databaze

*BASE (BioArray Software Environment) (Saal, et al., 2002):
http://lethe.img.cas.cz/; http://base.thep.lu.se/
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*Blast (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul, et al., 1990):
http://www.ncbi.nih.gov/genome/seq/HsBlast.html

*David (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) (Dennis, et
al., 2003):

http://david.niaid.nih.gov/david/
Ensembl (Hubbard, et al., 2002):

http://www.ensembl.org

*GeneOntology (Ashburner and Lewis, 2002):

http://www.geneontology.org/

*LocusLink (Maglott, et al., 2000):

http://www.ncbi.nih.gov/LocusLink/
Mitochondrial Proteome 2 (Andreoli, et al., 2004):

http://ihg.gsf.de/mitop2/start.jsp
Mitomap (Kogelnik, et al., 1996):

http://www.mitomap.org/

MitoProteome Database (Cotter, et al., 2004):

http://www.mitoproteome.org/html/database.html

*NCBI (National Center for Biotechnology Information) (Woodsmall and Benson,
1993):
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) (Velculescu, et al., 1995):
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE

(* pouzito diplomantem)

4.2 METODY

4.2.1 Priprava nosic¢i

K piipravé poly-L-lyzinovych skel byl pouzit 10 M roztok NaOH. Skla byla
umisténa do stojanku, oplachnuta vodou, ponotena do pfipraveného roztoku a umisténa
na 6 hodin na tfepacku. Nasledn¢ byla skla 30 sekund oplachovana destilovanou vodou
a ponofena do vanic¢ky s MilliQ. Zde byla skla ponechdna pfes noc, aby se roztok

hydroxidu diikladné odstranil.
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Z vodni 1dzn€ byla skla vyjmuta, osusena, ponofena do roztoku poly-L-lyzinu,
ktery byl pfipraven spojenim 285 ml MilliQ, 35 ml PBS (bez Ca’" a Mg”") a 30 ml
0,1% w/v poly-L-lyzinu.

V poly-L-lyzinu byla skla ponechéna na tfepace 45 minut, poté vyndana,
kratce osuSena a ponofena do MilliQ. Nasledovalo osuSeni centrifugaci pii 200 g
2 minuty. Na zavér byla skla suSena 2 hodiny pii teploté 50°C. Skla byla skladovana
minimalné 14 dni, nez byla pouzita k tisku (Bowtel, 2003).

4.2.2 Navrzeni sekvenci a priprava oligonukleotidi

Prvni set obsahujici 192 genii byl navrzen rucné¢ pomoci programu Oligo6
s kritérii minimalni vzdalenosti od 3' konce, teplotou tani kolem 80 - 90°C a s eliminaci
tvorby sekundarnich stuktur. Specifita oligonukleotidi byla testovana proti lidskému

genomu v databdzi NCBI  (http://www.ncbi.nih.gov/genome/seq/HsBlast.html).

Oligonukleotidy byly ptfipraveny komeréné (Generi Biotech). Rozsifeny set, obsahujici
jiz 1670 gend, byl navrzen automaticky pomoci programu OligoPicker

(http://pga.mgh.harvard.edu/oligopicker/). Nasledovala ru¢ni kontrola, aby se zachytily

vSechny sestfihové varianty a vyloucily pseudogeny. Oligonukleotidy byly

syntetizovany komercéné (Illumina).

4.2.3 Tisk, fixace sond, blokovani pozadi

Tisk byl provadén robotickym zafizenim GeneSurfer (GeneAge Technologies),
které se sklada z n€kolika Casti. Zdrojem sond je Sest mikrotitracnich desticek (jedna po
96 jamkach), odkud jsou sondy nasledné tisknuty na skla. Skla jsou upevnéna na Ctyfi
palety, kde kazda nese patnact skel. Maximalni pocet skel je Sedesat. K dalSimu
vybaveni patii sonikaéni stanice pro oplach, stanice pro suseni jehel a pohyblivé rameno
nesouci jehly pro tisk.

Povrchem pro tisk byla klasickd podlozni skla (76x26 mm). Sondy byly ptred
tiskem rozpustény v roztoku 3% DMSO a 1,5 M betainu a po natisténi byly zafixovany
pomoci UV crosslingu - 2x 400 mJ/cm”® a zape&eny 2 hodiny pti 80°C. Na zavér byla
skla dikladné dvakrat omyta v 0,1 % SDS pii 42°C a dvakrat v MilliQ. Lazen byla

umisténa na tfepacku vzdy na 1 minutu.
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Po imobilizaci byly zbylé aktivni amino- skupiny blokovany sukcinanhydridem
v ptitomnosti N-metylimidazolu (Diehl, et al., 2001), aby se zamezilo vzniku
nespecifickych vazeb béhem hybridizace. Nasledovalo oplachnuti roztokem cistého
dichlorethanu a denaturace 2 minuty horkou vodou. Posledni oplachnuti bylo provedeno

96% ethanolem.

4.2.4 Izolace RNA

Samotné izolaci RNA z fibroblasti piedchdzela jejich kultivace. Kozni
fibroblasty byly péstovany v médiu D-MEM (Dulbecco’s modified Eagle's medium),
které obsahovalo 10% fetdlni hovézi sérum, gentamycin 2 mg/100 ml; 20 mM HEPES
pH 7.5; 0,2% NaHCO; pii teploté 37°C a 5% CO, ve vzduchu. Buiiky byly sklizeny
roztokem 0,05% trypsinu a 0,02% EDTA v PBS a nésledn¢ promyvéany v PBS (NaCl
140 mM; KCl 5,4 mM; Na,HPO,.12 H,0O 8 mM; KH,PO,; 1,4 mM, pH 7,2).

Pti 1zolaci RNA byl k peleté¢ buné¢k (50 — 100 mg mokré vahy bun€k) ptidan
1 ml ToRNAzolu a vzorek byl dikladné zhomogenizovan. Homogenat byl ponechan
5 minut pii laboratorni teploté. V ptfipad¢ izolace ztkani byl vzorek 10 minut
centrifugovan pti 12 000 g. Poté bylo ke vzorku ptfidano 0,2 ml chloroformu
(1/5 objemu ToRNAzolu), dikladn¢ zvortexovdno a ponechdno 2 — 3 minuty pii
laboratorni teploté. Dalsi centrifugace probihala 15 minut pfi 12 000 g a teploté 4 °C.
Vodni faze byla pfenesena do nové zkumavky. K vodni fazi bylo pfidéno 0,5 ml
izopropanolu, coz odpovida polovicnimu mnozstvi TORNAzolu a ponechdno 10 minut
pfi laboratorni teploté, poté 15 minut centrifugovano pii 12 000 g, 4 °C. Nésledné byl
odsat supernatant a k pelet¢ RNA byl pfiddan 1 ml 75% ethanolu a po dikladném
zvortexovani probihala centrifugace pfi 9 000 g 5 minut, 4 °C. Tyto kroky byly
opakovany 3x pro omyti RNA. Po poslednim omyti byl (opatrn€) odsat ethanol a vzorek
byl vysusen. Neni vhodné RNA vysusit uplné, snizuje to jeji rozpustnost. Na zavér byla
RNA rozpousténa v 30 pl MilliQ. Protokol upraven podle (Chomczynski and Sacchi,
1987) Kvalita a kvantita RNA byla kontrolovdna spektrofotometricky a elektroforeticky

na agar6zovém gelu.
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4.2.5 Znaceni cDNA

Pfimé znaceni:

Toto znaceni spoc¢ivd v inkorporaci modifikovanych oligonukleotidi véazajicich
fluorescencni barvu v pribehu reverzni transkripce (Cy3-dCTP, Cy5-dCTP; NEN).

Reakéni smés o objemu 14 pl obsahovala 40 - 50 pg totdlni RNA, 2 pg oligo
dT ;3-deg primeru. Smés byla zahtata na 70°C po dobu 10 minut a nésledn¢ ochlazena
2 minuty na ledu. Déle bylo do reakce pfidano 14 pl Mastermixu, ktery obsahoval
I1x FSB (First strand buffer); 3 mM MgCl,; 0,66 mM dATP, dGTP, dTTP a 0,33 mM
dCTP; 0,066 mM dCTP-Cy5 nebo dCTP-Cys3.

Reakce byla inkubovana 2 minuty pii 65°C a 3 minuty pifi 42°C. Poté byly
pridany 2 pl reverzni transkriptazy ImProm-II"™. Po uplynuti 60 minut inkubace pfi
42°C byl piidan znovu 1 pl enzymu. Reakce probihala dalSich 60 minut. Nasledujicim
krokem byla degradace zbylé RNA, kterd spocivala v pfidani 1 ul 0,5 M EDTA, 4 pl
1 M NaOH a 5 pl MilliQ. Inkubace trvala 15 minut za teploty 65°C. Cela reakce byla
ukoncena ptidanim 40 pul 1 M HEPES. Precisténi cDNA bylo provedeno za pouziti kitu
QIAGEN QIAquick™ PCR Purification Kit (Qiagen).

Cista cDNA byla zakoncentrovana na kolonkach Microcon YM-30. Ziskanych
60 ul cDNA bylo dikladné promichano pipetovanim s 390 pl MilliQ, naneseno na
kolonku a centrifugovano pii 14 000 g 8 minut. Membrana byla omyta 450 ul MilliQ
a centrifugovéna pii 14 000 g 8 minut. Pro druhé omyti byla pouzita prehybridiza¢ni
smes 400 ul MilliQ, 20 pg lidské Cot-1, 20 pg polyA a 20 pg kvasinkové RNA. Po
naneseni na kolonku byla smés centrifugovéna pti 14 000 g 8 minut. Nasledn¢ byla
cela kolonka pfenesena do nové zkumavky a obracena dnem vzhiiru. Takto byla 5 minut

centrifugovana pii 3 000 g.

Neprimé znaceni:

1) Neenzymaticki metoda The Universal Linkage Systém (ULS™) je zaloZena na

komplexu barvy s platinou vazanou na N7 guaninu (ULISIS, Molecular Probes).
Reakéni smés o objemu 15 pl obsahovala 40-50 pg totdlni RNA, 2 ug oligo

dT ;g-deg primeru. Smés byla zahtata na 70°C po dobu 10 minut a nasledné ochlazena

2 minuty na ledu. Déle bylo do reakce ptiddno 13 pl Mastermixu, ktery obsahoval

1x FSB (First strand buffer); 3 mM MgCly; 0,5 mM dNTPs.
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Reakce byla inkubovana 2 minuty pii 65°C a 3 minuty pii 42°C. Pak byly
pridany 2 pl reverzni transkriptazy ImProm-II"™. Po uplynuti 60 minut inkubace pii
42°C byl ptidan znovu 1 pl enzymu. Reakce probihala dal§ich 60 minut. Nasledujicim
krokem byla degradace zbylé RNA, ktera spoc¢ivala v pfidani 1 ul 0,5 M EDTA, 4 nul
1 M NaOH a 5 pl MilliQ. Inkubace trvala 15 minut za teploty 65°C. Cela reakce byla
ukoncena piidanim 40 ul 1 M HEPES. K pfecisténi cDNA byl pouzit kit QIAquick
(Qiagen).

Cista cDNA byla koncentrovana na kolonkach Microcon YM-30. Ziskanych
60 ul cDNA bylo dikladné promichano jemnym pipetovanim s 390 ul MilliQ, naneseno
na kolonku a 8 minut centrifugovano pii 14 000 g. Membréna byla omyta 450 pl
MilliQ, centrifugovana 5 minut pii 14 000 g. Tento krok byl jesté¢ jednou zopakovan.
Nasledné byla celd kolonka pfenesena do nové zkumavky a obracena dnem vzhiru.
Takto byla 5 minut centrifugovana pti 3 000 g.

Ptipravend cDNA byla denaturovdna zahtatim na teplotu 95°C po dobu 5 minut.
Po pfidani ,,ULS reak¢ni smési“ byl vzorek inkubovan pii 80°C 15 minut (ULYSIS
Nucleic Acid Labeling Kits, Molecular Probes). Nasledovalo odstranéni zbytka ,,ULS
reakéni smési®, ke kterému byl pouzit kit QIAquick (Qiagen).

Cista cDNA byla zakoncentrovana na kolonkach Microcon YM-30. Ziskana
cDNA bylo diikladné promichéna pipetovanim s 400 ul MilliQ, nanesena na kolonku
a centrifugovana pii 14 000g 8 minut. Membrana byla omyta 450 ul MilliQ
a centrifugovana pii 14 000 g 8 minut. Pro druhé omyti byla pouzita prehybridizacni
smés 400 pl MilliQ, 20 pg lidské Cot-1, 20 pg polyA a 20 ug kvasinkové RNA. Po
naneseni na kolonku byla smés centrifugovana pti 14 000 g 8 minut. Nasledné byla
celéd kolonka ptenesena do nové zkumavky a obracena dnem vzhtru. Takto byla 5 minut

centrifugovéna pii 3 000 g.

2) Druhou pouzitou metodou byla inkorporace aminoallyl-modifikovaného dUTP pfi
RT a smichani modifikované cDNA s rozpusSténou barvou (Alexa dyes, Molecular
Probes).

Reakéni smés o objemu 15 pl obsahovala 40-50 pg totdlni RNA, 2 ug oligo
dT ;3-deg primeru. Smés byla zahtata na 70°C po dobu 10 minut a nasledné¢ ochlazena

2 minuty na ledu. Déle bylo do reakce ptfiddno 13 ul Mastermixu, ktery obsahoval
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Ix FSB (First strand buffer); 3 mM MgCl,; 0,5 mM dATP, dCTP, dGTP; 0,15 mM
dTTP a 0,3 mM aa-dUTP.

Reakce probihala 2 minuty pfi 65°C a 3 minuty pii 42°C a poté byly pfidany
2 pl reverzni transkriptazy ImProm-II"™. Po uplynuti 60 minut inkubace pii 42°C byl
pfidan znovu 1 pl enzymu. Reakce probihala dal§ich 60 minut. Nésledujicim krokem
byla degradace zbylé RNA, ktera spocivala v pfidani 1 pl 0,5 M EDTA, 4 ul
1 M NaOH a 5 pl MilliQ. Inkubace trvala 15 minut za teploty 65°C. Cela reakce byla
ukoncena pfidanim 40 ul 1 M HEPES. K piecisténi cDNA byl pouzit kit QIAquick
(Qiagen).

Cista cDNA byla koncentrovana na kolonkdch Microcon YM-30. Ziskanych
60 ul cDNA bylo dikladné promichano jemnym pipetovanim s 390 pl MilliQ, naneseno
na kolonku a centrifugovano pii 14 000 g 8 minut. Membréna byla omyta 450 pl MilliQ
a centrifugovana pfi 14 000 g 5 minut. Tento krok byl jesté¢ jednou zopakovan.
Nasledné byla celd kolonka pienesena do nové zkumavky, obracena dnem vzhiru
a centrifugovana pti 3 000 g 5 minut.

Precisténd cDNA (8 pl) byla inkubovana 30 minut pfi pokojové teploté s 3 ul
2,5% roztoku NaHCOs;. Dale byly ke vzorku ptidany 120 pug fluorescencni barvy Alexa
546 nebo Alexa 647 (Molecular Probes). Smés byla ponechéna pti pokojové teploté
ve tm¢ po dobu 90 minut a kazdych 30 minut byla promichéna. Reakce byla zastavena
pfidanim 4,5 pl 4 M hydroxylaminu, se kterym byla smés ve tmé pti pokojové teplote
inkubovana 15 minut.

K ptecisténi byly pouzity kolonky Microcon YM-30. Naznacenad cDNA byla
spojena s 400 pl MilliQ a promichana jemnym pipetovanim. Smés byla nanesena na
kolonku a centrifugovana pti 14 000 g 8 minut. Membrana byla omyta 450 pl MilliQ a
centrifugovéna pti 14 000 g 8 minut. Pro druhé omyti byla pouzita prehybridizacni
smés 400 pul MilliQ, 20 pg lidské Cot-1, 20 ug polyA a 20 pg kvasinkové RNA. Po
naneseni na kolonku byla smés centrifugovana pti 14 000 g 8 minut. Nasledn¢ byla
celé kolonka ptenesena do nové zkumavky a obracena dnem vzhtru. Takto byla 5 minut
centrifugovéna pii 3 000 g. Kvalita znacené cDNA byla kontrolovéana elektroforeticky

na agar6zovém gelu.
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4.2.6 Hybridizace

Hybridizace vzorkli byla provadéna podle standartnich postupit pod krycim
mikroskopickym sklem v 50% formamidu 16 hodin pii 42°C (Bowtel, 2003).

Oddé¢lené pripravené a naznacené vzorky byly spojeny a smichany s hybridizacnim
roztokem, ktery obsahoval 50% FA; 5x SSC; 0,1% SDS a 5x Denhard.

Takto ptipraveny hybridiza¢ni roztok byl spojen se vzorky a ponechan 3 minuty
na horké lazni, aby doslo k rozvolnéni struktur cDNA. Poté byl vzorek nanesen na
povrch skla snatiSténymi sondami a piikryt klasickym krycim sklem. Piipraveny
systém byl uloZen do komiirky s roztokem 3x SSC, ktery zabezpecil konstantni vlhkost.
Staticka hybridizace probihala 16 hodin v termostatu pfi teploté 42°C.

Po 16 hodinach byla hybridizace ukoncena a bylo provedeno postupné omyti
skel ¢tyfmi riznymi omyvacimi roztoky.

Prvni roztok (0,5x SSC + 0,01% SDS) byl vytemperovan na hybridiza¢ni teplotu a skla
v ném byla tfepana 1 minutu.

Ve druhém roztoku (0,5x SSC) pokojové teploty byla skla tfepana 3 minuty.

Ttetim roztokem (0,1x SSC) pokojové teploty byla skla omyvana tfikrat. Jednou byla
skla tfepana 3 minuty a dvakrat pouze 1 minutu.

Do ctvrtého roztoku (0,01x SSC) pokojové teploty byla skla jen pfenesena a nasledné

osuSena centrifugaci 1,5 minuty pti 100 g.

4.2.7 Ziskani a analyza dat — statistika

Sucha skla byla skenovdna na dostupném laserovém skeneru GTLS IV
(Genomic Solutions), ktery ma kapacitu 24 skel. Skenovani probihalo pies dva filtry pfi
vlnovych délkach 565 nm Cy3 a 695 nm CyS5. Pfistoj je ovladan pomoci softwaru
GeneTAC GT LS (Genomic Solution). Ziskany obraz (scan image) byl uloZen ve formé
16-bitového TIFF souboru, ktery je kompatibilni s voln¢ dostupnymi nebo komerénimi
vyhodnocovacimi programy. Technologie ¢ipti poskytuje ,,zdrojova data™ ve formé
obrazii, které je nutné nasledn¢ analyzovat.

Analyza obrazu spocivala v pfevedeni grafického formatu do datového souboru.
Tento krok byl provadén softwarovym pfiloZenim miizky na obraz. Zvolen byl takovy
typ miizky, jejiz krouzky se tvarové ptizpusobily kazdé sledované tecce. Identifikace
spoti a extrakce kvantitativnich dat byla provedena programem ,,Spot: Software for

Analysis of Microarray Images® (http://experimental.act.cmis.csiro.au/Spot/index.php).
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Program lze implementovat do statistického programu R-project (http:/www.r-
project.org/). Software pfifadi kazdému bodu jeho intenzitu a pomoci néckolika
algoritmi se ziskaji primérné relativni intenzity fluorescence v obou kanélech.

Po ziskani intenzit jednotlivych fluoroforti nasledovala normalizace, ke které byl
pouzit R-project. Normalizace byla provadéna pomoci LOWES funkce (Yang, et al.,
2002). K filtrovani dat jsme pouzili kritérium ,,signal k Sumu®, neboli signal/noise (s/n).
Signal/noise udava, kolikrat je ziskany signal silnéjsi oproti pozadi. Hodnotu s/n jsme

vypocitali podle vzorce:

Median signalu - Median pozadi

s/n=
Smérodatna odchylka pozadi

4.2.8 Uchovani dat - BioArray Software Environment (BASE)

K uchovani a zpracovani dat byla pouZzita databdze BASE (BioArray Software
Environment) (http://lethe.img.cas.cz; http://base.thep.lu.se/) (Saal, et al., 2002), ktera je

na pracovisti vyuzivana i pro dalsi ¢ipové projekty a experimenty.
BASE poskytuje propojenou sit’ pro ukladani a analyzu dat ziskanych ¢ipovym
experimentem. Systém byl vyvinut vprogramu GNU/Linux a jazyce PHP

(http://www.php.net). Data jsou ulozena v rela¢ni databazi MySQL (http://mysqgl.com)

a komunikaci s uzivatelem zajistuje Apache webserver (http://httpd.apache.org). BASE

je navrZena tak, aby byla snadno instalovatelna v jakékoliv laboratofi a soucasn¢ byla
kompatibilni s riznymi datovymi formaty a s mnoha typy experimentii. Analyza dat je
zde usporadana hierarchicky a poskytuje Siroké spektrum vizualizace dat, jako je napf.
Scatterplot, MA plot, histogramy nebo data ve form& 3D. Nepostradatelnou soucasti
analyzy cipovych dat je bioinformatika. Databdze BASE spliiuje vSechny parametry
pozadované protokolem MIAME (Minimal Information About a Microarray

Experiment) (Brazma, et al., 2001) http://www.mged.org/Workgroups/MIAME/miame
software.html).
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5. VYSLEDKY

Zavedeni nové technologie a konstrukce mitochondridlniho ¢ipu predstavovalo
soubor na sebe navazujicich dil¢ich krokii, z nichz kazdy musel byt optimalizovan.
Jednotlivé metody konstrukce ¢ipu a jejich postupné Upravy jsou popsany

chronologicky.

5.1 OPTIMALIZACE POUZITYCH METOD

5.1.1 Vybér geni

Geny byly vybirany z dostupnych databazi (viz kapitola 4.1.7). Prvni vybér genti

byl proveden z datab4zi zamétenych na mitochondrialni geny http://www.mitomap.org/.

Nésledné¢ jsme vyuzili databdze obecné http://www.ncbi.nih.gov/LocusLink/,

http://www.ensembl.org. Seznamy genti ziskané z jednotlivych databazi byly

porovnany, vzajemn¢ doplnény a zkontrolovany pomoci ,,Gene Ontology*

http://www.geneontology.org/. Ziskali jsme tak soubor cca 1000 doposud zndmych

proteinii s mitochondrialni funkci kdédovanych ncDNA nebo mtDNA.

Pro vytvofeni prvniho ¢ipu byly vybrany geny kédované mitochondridlni DNA.
Déle byly vybrany jaderné kédované geny, které jsou nezbytné ke spravné funkci
oxidacné¢ fosforylaéniho systému mitochondrie, a budou tak s vysokou
pravdépodobnosti siln¢ exprimovany. Mezi né patii geny pro strukturni a sestavovaci
proteiny a dale geny pro transkripcni a regulacni faktory, nezbytné ke koordinaci obou
genomu. Prvni soubor tvotilo 192 genii a 64 kontrol.

Po odzkouseni prvniho ¢ipu jsme pfistoupili k jeho rozsifeni nejenom o geny se
znamou funkci, ale 1 o geny, které kdduji proteiny s pravdépodobnou mitochondridlni
lokalizaci. Novy soubor byl rozsiten o 800 ,,mito* genil a celkové obsahoval 992 gent.
Protoze spolupracujeme i s dal$imi pracovnimi skupinami, pfipojili jsme k souboru
mitochondrialnich genti 1 soubor onkogenii a apoptotickych genii. Posledni podoba setu

ptedstavuje 1670 genil, z toho 48 housekeeping gend.

5.1.2 Navrzeni sekvenci a priprava oligonukleotidi

Prvnim krokem pro konstrukei ¢ipu byla volba vhodnych sond, které budou na
povrch skla tiStény. Nabizeji se dvé varianty. Prvni je tisk PCR produkttl, tedy celé
cDNA a druha tisk oligonukleotidli. Nejprve jsme vyzkouseli ptipravu PCR produki.
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Béhem prace se objevila fada problémt, jako Casté kontaminace a nepiesnost klond.
Proto jsme piistoupili k druhé varianté, kterd spocivala ve vyuziti nami navrzenych
a komeréné nasyntetizovanych oligonukleotidi. Prvni set, obsahujici 192
oligonukleotidd, byl navrzen ru¢né pomoci programu Oligo6. Tento zplisob navrzeni je
mozny jen u malého poc¢tu gend. Proto byl druhy, rozsifeny set, tvofeny 1670 geny,
navrzen automaticky pomoci programu OligoPicker

(http://pga.mgh.harvard.edu/oligopicker/). Po automatickém navrzeni byla provedena

kontrola, pfi niZ jsme se snazili zajistit specifitu navrzenych sekvenci. Naro¢né bylo

zejména navrzeni unikatnich sekvenci v ramci rodin genti ¢i sestfihovych variant.

5.1.3 1Izolace RNA

K izolaci RNA jsme vyzkouSeli c¢tyfi postupy. Ukdzalo se, Ze metoda
Chomczynskeho dava dobré vysledky, ale je ¢asové velmi naroc¢nd. Kity Qiagen
RNeasy (mini, midi) umoznuji sice piipravit RNA vysoké kvality, ale s velkymi
ztratami.

Metoda izolace RNA vyuzivajici lyza¢ni roztok TRIzol (Gibco BRL) poskytuje
kvalitni RNA, ale roztok je vzhledem k velké spotieb¢ piili§ drahy. Proto jsme tuto
metodu vyzkousSeli s cenové dostupnéj$im lyzaénim roztokem ToRNAzol (GeneAge
Technologies) a provedli srovnavaci analyzu izolace RNA s pouzitim obou roztokl
(Obr. 5.1). Izolace lyza¢nim roztokem ToRNAzol je 10x levnéjsi nez izolace pomoci
TRIzolu. Analyza potvrdila kvalitativni 1 kvantitativni shodu pfipravené RNA. Z 1 mg
tkdn¢ jsme ziskali 1 pg RNA. Pro naSe ucely, kdy je potfeba ziskat velké vytézky
vysoce kvalitni RNA, je vhodnéjsi vyuziti izolace pomoci lyza¢niho roztoku

ToRNAzol.
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100bp APst 1 2

1% agarézovy gel

Obr. 5.1: RNA izolovana z kontrolnich fibroblasti pomoci ToORNAzolu a TRIzolu. V draze 1 je RNA
izolaovand ToORNAzolem a v draze 2 TRIzolem. V drahach jsou vzdy naneseny 2 pg totalni RNA
rozpusténé v MilliQ.

5.1.4 Znaceni cDNA

Vyzkouseli jsme celkem tfi zplisoby znaceni cDNA, jeden pfimy a dva nepfimé.
U pfimého znaceni dochézi pfi RT k inkorporaci nukleotidl s navazanou fluorescencni
znackou. Navazana znacka vyrazné zvétsuje velikost nukleotidu. Reverzni transkriptdza
proto piednostné zarazuje nukleotidy mensi, tedy neznaené. Pouzivani tohoto znaceni
bylo drah¢ a nedavalo uspokojivé vysledky (Obr. 5.2), proto jsme zkouSeli dalsi
zpisoby znaceni.

Neptimé znaceni pomoci ULYSIS (viz kapitola 4.2.5) se ukazalo vysoce Uc€inné,
ale velmi drahé¢ (Obr. 5.3). Pomoci znaceni Ulysis jsme ziskali kvalitngjsi signal

a mohlo byt detegovano vice gent, které spliiovaly kritérium s/n > 3.

Obr. 5.2: Piimé znaceni pomoci dCTP-Cy3, dCTP-CyS5.
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Obr. 5.3: Nepiimé znaceni pomoci Ulysis.

K druhému neptimému zplisobu znaceni jsme pouzili fluorescencni barvy Alexa.
Pii reverzni transkripci jsou vyuzivany modifikované nukleotidy, které reverzni
tarnskriptaza zafazuje bez problémti. Nasleduje znaceni, pfi kterém se fluorescencni
barva vaze na funk¢ni skupinu aminoallyl modifikovaného dUTP. Tento zptisob se jevi
jako dobry, pfestoze nedosahuje takovych kvalit jako ,,ULYSIS“. Jeho vyhodou je
podstatné nizs§i cena, a proto jsme zvolili kompromis mezi cenou a kvalitou

a pouzivame fluorescencni barvy Alexa.

5.1.5 Hybridizace

Zkouseli jsme dynamickou a statickou hybridizaci znacené cDNA se sondami na
povrchu Cipu. Pii dynamické hybridizaci bylo sklo upevnéno k rotujicimu valci a roztok
byl michan pfidanymi jemnymi sklenénymi kuli¢kami, poptipad¢ bublinou v roztoku.
Dvé podlozni skla byla spojena pomoci adhezivniho materidlu tak, aby komtirka dobie
tésnila. V misté spojeni skel bylo vyrazné zvysené pozadi, které se nedafilo omytim
odstranit. Proto jsme pfistoupili ke statické hybridizaci, kdy spolu podlozni a kryci sklo
drzelo na zakladé¢ kapilarniho efektu a nevznikaly potize s lokalné zvySenym pozadim.
Aby nedochézelo k vysychani vzorku, umistili jsme skla do komiirky s 3% SSC. Jiné
vyrazné rozdily mezi obéma typy hybridizace jsme nenalezli. V soucasné dobé proto

pouzivame hybridizaci statickou.

5.2 MITO-CIP VERZE 1

Set obsahoval 192 genli a 64 kontrol (Ptiloha 8.1). Oligonukleotidy jsme navrhli
pomoci programu Oligo6, nasyntetizovany byly firmou Generi-Biotech. Pro prvni
testovani byla pouzita RNA pfipravend ze smési bunécnych linii, ktera byla zbavena

DNA pomoci DNazy 1. RNA byla presrazena pomoci chloridu sodného. Pozd¢ji byl
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tento krok vynechan, nebot’ byl zdrojem velkych ztrat RNA. Pouzito bylo piimé znaceni
a dynamicky typ hybridizace (Obr. 5.4). K analyze dat byl pouzit GeneTAC Integrator

4.0 (Genomic Solutions).

Obr. 5.4: Cip 192 genii a 64 kontrol. Experiment self-to-self hybridizace, RNA izolovana z fibroblasti,
cDNA znacena ptimo.

Abychom prokézali funk¢nost navrzeného cipu, provadéli jsme nésledujici
pilotni experimenty. Prvnim byla self-to-self hybridizace, pii které proti sobé
hybridizuje stejny vzorek cDNA naznaceny dvéma riznymi fluorescenénimi barvami.
Normalizované hodnoty signalti by mély byt shodné. Nejvice bodi by mélo lezet na
diagonale nebo v jeji tésné blizkosti. Tento predpoklad, jak ukazuje obrazek 5.5, se

potvrdil.

log;R

Obr. 5.5: Self-to-self experiment.

Dal8im grafickym zndzornénim téZe informace je pouziti tzv. MA plotl, kde
M = log; (R/G) a A = % log, (R.G). Vyhodou téchto grafii je pro lidské oko snazsi
sledovani bodu lezicich nad ¢i pod vodorovnou ¢arou, nez sledovani téhoz na diagonale.
Ze smérodatné odchylky jsme ur¢ili interval, ve kterém by mély body lezet. Zhodnoceni
experimentl self-to-self provedenych na rizném biologickém materidle (placenta, linie

293, fibroblasty) a jejich primér je vidét na Obr. 5.6.
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Obr. 5.6: Grafické znazornéni exprimentu self-to-self pomoci MA ploti. Uvedeny jsou jednotlivé
experimenty a na zaveér jejich prameér (P1 — P3 placenta, L1 linie 293, F1 — F3 fibroblasty).
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Déle byl proveden experiment ,,dye swap®, pomoci kterého jsme chtéli ovéfit,
zda ziskana data zpracovavame spravné. Experiment predstavuje dvé hybridizace
provedené¢ za shodnych podminek, ale v druhé hybridizaci jsou pouzité cDNA
naznaceny fluorescen¢nimi barvami opacné. Po normalizaci jsme ptredpokladali shodné
poméry intenzit signali v obou experimentech. Nas§ predpoklad se potvrdil s vyjimkou
dvou piipadi tvoticich vyrazné piky, coz ukazuje obrazek 5.7.

Dosazenim relativné shodnych vysledki pii opakovani kazdého experimentu

jsme potvrdili reprodukovatelnost vytvoireného systému.

—— 1,=(RI/G)

3,5

— 1,=(G2R2)

2,5

Poméry intenzit

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76 81 86 91 96 101 106 111 116 121 126 131 136 141 146 151 156 161
Geny

Obr. 5.7: Experiment dye swap

oranzova kiivka 1= (R1/Gl) cy5 (R1) cy3(Gl)
modra kiivka rn=(G2/R2) cy3(G2) cy5(R2)
I =1
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5.3 HODNOCENI KVALITY SIGNALU

5.3.1 Ziskané tirovné signalu

Soubor vybranych genti byl rozdélen na zaklad¢ kritéria ,,signal k Sumu® (s/n)
do tfi skupin. Do prvni byly zatazeny geny kodované mtDNA, jejichz signal dosahoval
oproti zbyvajicim geniim o n€kolik fad vyssi hodnoty. Tyto hodnoty jsou disledkem
velkého mnozstvi mitochondrii v bufice a vysokého poctu transkripénich kopii mtDNA.
Druha skupina, dosahujici také uspokojivé hodnoty signalu, obsahuje jaderné kédované
geny, které hraji dulezitou tlohu v mitochondridlnim metabolismu. Posledni soubor
tvoti geny, které¢ maji nizké hodnoty signalu.

K hodnoceni signalu jsme pouzili histogramy, které umozni snadné sledovani
rozlozeni (frekvence) hodnot s/n. Porovnavali jsme signdl ¢erveného a zelen¢ho kandlu
v sedmi experimentech self-to-self v rizném biologickém materidlu, viz Obr. 5.8
a Priloha 8.3, ktera uvadi hodnoty s/n pro soubor 185 gent. Za kvalitni je povazovan
signal, kde je s/n > 3 v obou kandlech. Signal v zeleném kandlu dosahoval niZSich
hodnot, coz snizilo pocet genli pouzitelnych pro dal§i analyzy. Hodnoty s/n pro
komplexy OXPHOS s jejich podjednotkami kodovanymi jadernou nebo

mitochondrialni DNA jsou uvedeny v tabulce 5.1.
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Obr. 5.8: RozloZeni hodnot s/n v riznych biologickych vzorcich znazornéné histogramem. Uvedeny
jsou hodnoty s/n v ¢erveném (R) a zeleném (G) kanalu. (P1 — P3 placenta, L1 linie bun¢k 293, F1 — F3
fibroblasty)
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5.3.2 Detekce exprese genii v modelovych buiikach a tkanich

Pomoci mito-Cipu jsme srovnavali hodnoty exprese jednotlivych gent detekci
cervené a zelené fluorescence u rtiznych biologickych materidlii (placenta, linie bunék
293, kontrolni fibroblasty). K porovnani byla zvolena normalizace centrovanim
»centering”. Od kazdého meéfeni byla odectena primérnd hodnota experimentu
a vydé¢lena smérodatnou odchylkou. Pro vypocet byly dosazeny hodnoty ve formé
logoR/G (logaritmicky pomér signalu obou barev). Takto bylo normalizovano 185 genti
v sedmi experimentech self-to-self. Tabulka 5.2 srovnava hodnoty genové exprese na
ptikladu 20 gent. Pokud je hodnota poméru blizkd nule, je detekce Cervené i zelené
znaCené¢ cDNA stejna. Hodnoty veétSi nez nula ukazuji zvySeny signal cervené
fluorescence, naopak zaporné hodnoty znamenaji zvySeny signal zelené a snizeny signal
cervené fluorescence.

Pfi n€kolikandsobném opakovani experimentu by si mély hodnoty log,R/G
odpovidat. Ze ziskanych dat jsou ale vidét jisté vykyvy. To jen dokazuje dulezitost
dlouhodobé optimalizace ¢ipové technologie a nutnost standardizace jednotlivych krokl
ptipravy. Jsme si védomi toho, ze Uplné totoznych vysledkli nelze dosahnout nikdy,
nebot’ pracujeme s biologickym materidlem, ktery pfedstavuje jistou vnitini
rozmanitost. Roli hraje také lidsky faktor pii pfipravé Cipu. Tyto a dalS$i mozné vlivy,
odrazejici se na kvalité dat, se snazi odstranit normalizace, kterd je nezbytnou soucésti

celé technologie.
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placenta linie 293 fibroblasty

LocusLink symbol genu log,R/G  10g,R/G  log,R/G log,R/IG log,R/G log,R/G log,R/G
mtDNA 4509 MTATP8 -0.05 0.56 -0.11 0.33 -0.04 0.77 1.01
4512 MTCO1 0.24 0.11 -0.05 0.32 0.83 0.60 0.50
4514 MTCO3 0.05 0.12 0.04 0.24 -0.26 -0.24 -0.19
4519 MTCYB 0.39 0.89 043 -0.07 0.07 -0.30 -0.04
4536 MTND2 -0.46 -0.06 -0.27 0.38 0.25 0.40 0.27
4537 MTND3 0.65 0.07 0.09 0.02 0.50 0.34 -0.08
4538 MTND4 -0.54 -0.02 -0.31 -0.40 0.21 -0.15 -0.47
4539 MTND4L -0.14 0.71 0.04 0.33 0.21 0.24 0.14
4540 MTND5 0.04 0.70 0.20 0.34 0.31 0.89 0.34
4541 MTND6 0.56 0.38 0.23 0.07 0.22 -0.09 0.64
ncDNA 498 ATP5A1 -0.62 -0.86 -0.52 0.52 -0.11 0.00 0.16
506 ATP5B -0.56 -0.61 -0.66 0.39 0.33 0.90 -0.32
64756 ATPAF1 -0.82 0.34 -0.30 0.30 -1.02 0.85 0.59
91647 ATPAF2 0.09 -0.40 -0.91 -0.05 -0.90 0.01 0.19
2819 GPD1 0.03 0.50 -0.09 0.21 0.08 -0.01 0.19
2820 GPD2 -0.09 0.20 -0.27 -0.02 0.32 0.06 0.31
6667 SP1 -0.24 -0.81 -0.58 0.17 0.35 0.34 -0.36
6834 SURF1 0.03 -0.02 -0.05 0.24 -1.85 0.17 0.61
7019 TFAM 0.25 0.04 -0.25 0.06 0.09 0.10 0.71
51106 TFB1M 0.93 0.45 -0.60 0.14 -0.68 -0.16 0.32

Tab. 5.2: Hodnoty exprese u vybranych gend. Tabulka srovnava genovou expresi vybranych gent
v placenté, bunécné linii 293 a v kontrolnich fibroblastech. Pro kazdy gen je uvedeno ¢islo LocusLink
(NCBI), symbol genu a normalizované hodnoty log,R/G ve tfech rtiznych biologickych materialech.
V piipadé placenty a fibroblasti je uveden stejny experiment ve tiech opakovani.

5.3.3 Skener - vyhodnocovani

Dale byla porovnana kvalita (pfesnost, citlivost) dvou skenert. Testovaci Cip
jsme skenovali na skeneru GTSL IV (Genomic Solutions, USA) a na skeneru GenePix
Personal 4100A (Axon Instruments, USA). Ziskali jsme tak od kazdého skeneru obraz
(image) ve form¢ TIFF souboru. Kvalita obrazu byla na prvni pohled srovnatelna (Obr.

5.9 a 5.10), ale jejich dalsi analyza jiz rozdily vykazovala.

Obr. 5.9: Cip 280 genii - skenovan na skeneru GTSL IV.
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Obr. 5.10: Cip 280 genii - skenovan na skeneru GenePix Peronal 4100A.

Obrazy byly nasledné¢ vyhodnoceny pomoci sofwarového pfilozeni dvou typl
miizek. Jednim typem byla miizka s adaptivnimy krouzky a druhym miizka, jejiz
krouzky se tvarové ptizplsobi sledované te¢ce. K porovnani citlivosti skeneru i typu
vyhodnocovaci mtizky bylo pouzito kritérium s/n > 3. Srovnani ukézalo, Ze nejlepSich
vysledki bylo dosazeno pouzitim skeneru GenePix Personal 4100A a tvarové
ptizpisobivé miizky. Citlivost skeneru GenePix Personal 4100A je zhruba ctytikrat
vyssi, nez skeneru GTSL IV, coz dokumentuje Obr. 5.11 a Ptiloha 8.4. Obrazek 5.12

srovnava frekvence hodnot s/n v ¢erveném a zeleném kanalu u obou skeneru.
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Obr. 5.11: Srovnani citlivosti riznych skeneri. K porovnani kvality signalu bylo pouzito kritérium
s/n > 3. Na ose x jsou uvedeny zkratky genii a na ose y jsou dosazené hodnoty s/n. Oranzova ktivka
predstavuje hodnoty ziskané skenerem GTSL IV (pouzivany v nasi laboratofi), modra k¥ivka je tvofena
hodnotami, které poskytl skener GenePix Peronal 4100A.
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Obr. 5.12: RozloZeni hodnot s/n u skeneri GTSL IV a GenePix Personal 4100A pomoci histogramii.
Uvedeny jsou hodnoty s/n v ¢erveném (R) a zeleném (G) kanalu.
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Pouzitim kritéria s/n se soubor 185 genti v pfipad¢ skeneru GTSL IV zuzil na 29,
u skeneru GenePix Personal 4100A na 103 gent (viz Tab. 5.3). PocCet genii spliujicich

tato kritéria zachycuje obrazek 5.13.

GTSL IV GenePix Personal 4100A

Wee
K
i
v

M
M
&

Obr. 5.13: Porovnani MA ploti skeneru GTSL IV a GenePix Personal 4100A.
M = log, (R/G), A =1/2 log, (R.G)

GTSL IV GenePix Personal 4100A Celkovy pocet
smR >3 smG>3 sm R >3 sm G >3 gentl
Adaptivni krouzek 29 genti 42 genti 107 genti 103 gentl 185
Pfizptisobivy tvar krouzku 65 genil 40 genti 113 gent 99 gent 185

Mrw

Tab. 5.3: RozliSovaci schopnost ruznych skeneri a pi‘esnost vyhodnocovaci mrizky.
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5.4 MITO-CIP VERZE 2

Pro druhou verzi ¢ipu jsme k prvnimu mito-Cipu (192 genl) ptidali 96
zkuSebnich oligonukleotidli a vytvofili soubor obsahujici 288 genii a 64 kontrol (Obr.
5.14). 96 oligonukleotidi (Ptiloha 8.2) slouzilo k ovéfeni jak kvality automatického
zpuisobu navrzeni (OligoPicker), tak 1 kvality jiného dodavatele (Illumina).

K testovani byla pouzita RNA izolovand zplacenty, cDNA byly znacena
nepiimym zplsobem barvami Alexa 546 (analog Cy3) a Alexa 647 (analog Cy5)
(Molecular Probes). Byl pouzit staticky zptisob hybridizace.

Obr. 5.14: Cip 288 genii a 64 kontrol. Experiment self-to-self hybridizace, RNA izolovana z placenty,
cDNA znacena nepiimo — Alexa dyes.

Kvalitu navrzenych a nasyntetizovanych oligonukleotidi od rtznych
dodavatelskych firem jsme sledovali pomoci experimentu ,,self-to-self*“. Vysledky jsme

shrnuli v tabulce 5.4.
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Gen Symbol R G R/IG

G-B acyl-Coenzyme A dehydrogenase ACADM 7092 6635 1,07
oligo GCCCAACCGCCTCTTCCCGCCCCGCCCCATCCCGCCCACG

lllu  acyl-Coenzyme A dehydrogenase ACADM 6085 5920 1,03
oligo GACTGTTGGTCTCTAGGTAGCCTTTGGTCTATTGTACACA

G-B solute carrier family SLC25A6 6063 6590 0,92
oligo CGGCCGGCGCGACCTCCCTCTGCTTCGTGTACCCGCTGGA

lllu  solute carrier family SLC25A6 7462 7467 1
0ligo  AACCATCGGCAGCCGATTCCGTGTCTTGATCACGGGGTGG

G-B ATP5C1 - gama ATP5B 8425 7302 1,15
oligo TTGTCCTCTGTACTTGTCTCTCTCCTTGCCCCTAACCCAA

lllu  ATP5C1 - gama ATP5B 6648 7035 0,94
oligo TTGTCCTCTGTACTTGTCTCTCTCCTTGCCCCTAACCCAA

G-B ATP5E - epsilon ATPS5E 6920 7423 0,93
oligo TTGTCCTCTGTACTTGTCTCTCTCCTTGCCCCTAACCCAA

lllu  ATP5E - epsilon ATP5E 6181 6128 1,01
oligo TTGTCCTCTGTACTTGTCTCTCTCCTTGCCCCTAACCCAA

lllu  ATP5E - epsilon ATP5E 6173 6409 0,96

0ligo  CCGAAGAGGCCGTGACGCTGGACATGTTGGACCTGGGGGC

Tab. 5.4: Kvalitativni srovnani ruzné navrZenych oligonukleotidii a riiznych dodavatelskych firem.
Pro kazdy gen v tabulce je uvedena hodnota signalu obou barev a jejich pomér. Ke vzijemnému
kvalitativnimu porovnani zptisobll navrzeni a nasyntetizovani oligonukleotidii jsme pouzili pomér R/G.
Dodavatelské firmy G-B - Generi Biotech, Illu - [llumina.

Oligonukleotidy navrzené obéma zplsoby (Oligo6, OligoPicker) dosahovaly
stejnych funkénich kvalit. Kvalita nasyntetizovanych oligonukleotidii firmou Generi
Biotech a Illumina byla také shodna. Na zaklad¢ provedenych experimentl a jejich
srovnani jsme pfistoupili ke konstrukci mito-Cipu verze 3. Pro dodani zbyvajicich
oligonukleotidl jsme zvolili firmu Illumina, ktera prokéazala stejnou kvalitu jako Generi

Biotech, ale byla levng;jsi.

5.5 MITO-CIP VERZE 3

Soubor obsahuje 1670 lidskych geni, z toho je 48 housekeeping genii. Seznam
genit soucasného oligonukleotidového mitochondrialniho ¢ipu je uveden v databazi

BASE http://lethe.img.cas.cz/. Jako negativni kontroly jsou voleny geny od

nepiibuzného organizmu s organizmem sledovanym. V nasSe ptipad¢ bylo zvoleno pét
genl Arabidopsis thaliana, nevykazujicich homologii se savéimi geny.

V soucasné dob¢ je kompletni soubor oligonukleotidii pfipraven a probiha jeho
testovani. K experimentim ,,self-to-self* je pouzivana RNA izolovana z placenty, po
reverzni transkripci je cDNA znacena nepiimou metodou barvami Alexa dyes (Obr.

5.15).
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Obr. 5.15: Cip tvoFi 1848 genii a kontrol. Experimen self-to-self hybridizace, RNA izolovana
z placenty, cDNA znacend nepfimo — Alexa dyes.
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6. DISKUSE

6.1 TECHNOLOGIE DNA CIPU

Cipova technologie je jednim z modernich genomickych p¥istupti umozitujicich
paralelni detekci a kvantifikaci nukleovych kyselin. Jedna se o dynamicky se rozvijejici
ptistup poskytujici vysokou vykonnost DNA diagnostiky. Miniaturizace, automatizace a
relativni rychlost pfipravy €ipu je jednou z vyhod technologie. To potvrzuje i nartst
poctu studii vyuzivajicich tuto technologii. Zatimco v roce 1996 bylo publikovano
pouze pét Clanku zabyvajicich se problematikou ¢ipii, v roce 2003 to bylo uz 3700
publikaci (Koizumi, 2004). Pokud dnes v databazi PubMad zaddme klicové slovo
»microarrays* ziskame jiz 5945 odkaz.

Technologie DNA ¢ipt piedstavuje komplex metod a technik, jejichz zvladnuti,
optimalizace a standardizace je pro kvalitu konecného vysledku zasadni. Technologie se
celosvétové rychle vyviji a vétSina metodickych postupli je pfedmétem patentové
ochrany, nebo neni otevien¢ publikovana. Zavadéni v literatufe popsanych protokolt je
podle nasich zkusenosti a podle zkusenosti fady pracovist’ obtizné. Proto bylo cilem této
prace zavedeni vlastni technologie DNA ¢ipl a optimalizace pouzivanych metod.

Predpokladem pro uspéSnou konstrukci DNA ¢ipli je jednak dostupnost
a piiprava pozadované¢ho poctu sond v dostate¢né Cistoté, koncentraci a mnoZzstvi
a dale moznost jejich presného prostorového rozmisténi a efektivni imobilizace na
povrchu ¢ipu. Analytické vyuziti ¢ipu spociva v jeho spravném designu a spravném
navrzeni vlastnich experimentd. To vyZaduje ziskani dostate¢ného mnozstvi cDNA
z izolované RNA, jejiho vhodného fluorescenéniho naznaceni, optimalni specifickou
hybridizaci, citlivou detekci hybridizacnich signalii a provedeni dalsi bioinformatické
analyzy. Vzhledem k finan¢ni néroCnosti vSech téchto krokii je tfeba redukovat
optimalizaci a opakovani experimentii potvrzujicich reprodukovatelnost metody na
minimum. Pro ziskani nejlepSich vysledkli musi byt pouZity biologicky materidl striktné
kontrolovan a experimenty musi byt peclivé navrzeny (Koizumi, 2004). Také nase prace
smétovala k hledani levnéjsich postupt pii zachovani maximalni kvality.

Cipy jsou dnes vyuzivany predev§im v primarnim vyzkumu, ale stale ast&ji se

uplatiiuji 1 v diagnostice celé fady geneticky podminénych onemocnéni. Zatimco
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primarni vyzkum upiednostituje spise celogenomové Cipy, diagnostika Casto vyuziva
pouze specificky soubor gent tykajici se studované problematiky. Standardné jsou dnes
pouzivany komerc¢ni €ipy nabizejici velké soubory genti. Vzhledem k jejich vysoké cené
se ale stale Castéji stava stiedem pozornosti, zvlasté menSich pracovist, vyvoj vlastni

technologie Cipti, umoziujici pfipravit ¢ip pouze s vybranymi geny.

6.2 NAVRZENi A KONSTRUKCE MITO-CIPU

V nasem piipadé byl Cip primarné konstruovan k diagnostickym ucelim se
zaméfenim na problematiku sledujici diferencidlni genovou expresi mitochondrialné
a nuklearné¢ kddovanych gent systému oxidacni fosforylace u pacientii s poruchami
OXPHOS. Komeréni Cipy piinaseji fadu zasadnich informaci, ale z hlediska studia
mitochondridlnich geni nemohou byt plné vyuzity. Jejich informacni hodnota je
nadbyte¢nd, nebot’ mitochondridlni geny pfedstavuji pouze 3 % vSech gend na
komerénim celogenomovém Ccipu. Pro dlouhodobé studie zaméiené vyhradné na
sledovani exprese mitochondridlnich genli, se zd4d byt vyhodné&jsi varianta Cipu
obsahujiciho pouze soubor genti s mitochondrialni funkci, kterych je, jak uvadi Scharfe
(Scharfe, et al., 2000), v souCasnosti znamo piiblizné 1000. Genetické a proteomické
studie nejsou jednotné v poctu uvadénych gent s mitochondridlni funkci. N&které
uvadeji 600 — 700 zndmych mitochondridlnich proteinti (Da Cruz, et al., 2003, Ozawa,
et al., 2003, Westermann and Neupert, 2003), jiné napi. Lopez a Rabilloud (Lopez, et
al., 2000, Rabilloud, et al., 1998) uvad¢ji, Ze mitochondrie obsahuje az 1200 proteind.
Dalsi vypocetni analyzy predpokladaji dokonce 4000 lidskych mitochondridlnich
proteinii. Celkovée lze fici, ze 5 — 10 % sav¢ich genid kdduje proteiny s mitochondrialni

funkci (Thorburn, 2004). Obdobné informace ziskame i z vefejnych databazi, napiiklad

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/). Zde po zadéani slova ,mitoch*“ ziskdme
1077 odkazii na geny s mitochondridlni funkci nebo na geny s mitochondrii kooperujici.

Protoze je technologie Cipli finan¢né€ velmi naro¢nd, bylo nasim cile vyuzivat
takové metody, které budou vykazovat vysokou kvalitu, ale budou i cenové dostupné.
Prvnim krokem na$i prace byl vybér genl s mitochondrialni funkci, které¢ bude Cip
obsahovat. Zaméfili jsme se nejprve na konstrukci malého Cipu, ktery obsahoval 192

genl nutnych pro fungovani mitochondrie a na ném jsme technologii zavadeéli.
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Dalsim krokem bylo stanoveni optimalni délky oligonukleotidl (sond), urcenych
pro tisk na povrch skla. Existuje vice nazorti na optimalni délku oligonukleotidi,
tedy zda volit 40, 50, 60, 70- mery. Vhodnou délku oligonukleotidi fesi ve své praci
napt. van Dam (van Dam and Quake, 2002) a Kane (Kane, et al., 2000), ktery pracoval
s 50- mery. S délkou klesa citlivost, naopak roste specifita, ale i cena. Jako optimalni
z hlediska sezitivity a ceny byly zvoleny pro piipravu oligonukleotidovych cipa
5'-aminomodifikované¢ 40- mery, coz je ve shod¢ s publikovanymi daty Relogia
(Relogio, et al., 2002). Nasledovalo testovani zptsobu izolace RNA, znaceni cDNA a

zjistovani efektivnosti odlisnych typt hybridizace.

6.3 IZOLACE RNA A PRIPRAVA cDNA

K izolaci RNA jsme vyzkouseli Ctyfi postupy a vzajemné je porovnali z hlediska
casové naroc¢nosti, kvality a kvantity pfipravené RNA. Na zaklad¢ tohoto srovnani jsme
zvolili izolaci RNA lyzacnim roztokem ToRNAzol, ktery poskytnul dobré vytézky
kvalitni RNA. Nasledna optimalizace zna¢eni cDNA piedstavovala postupné pouZiti
a porovnani jednoho typu piimého a dvou typd nepfimého znaceni. Pii hodnoceni
jednotlivych metod jsme byli nuceni piihlédnout k jejich cenové dostupnosti. Na
zakladé tohoto hodnoceni jsme zvolili cenové pfijatelnou metodu nepiimého znaceni
(Alexa dyes), kterd prokéazala uspokojivé vysledky. Pouzivani dynamické hybridizace
sebou pfineslo i problémy s lokdln¢ zvySenym pozadim na Cipu. Proto jsme od jejiho
uzivani ustoupili a vsouCasné dobé vyuzivame hybridizaci statickou. Kazdy ze
zminénych postupti bylo nutné optimalizovat tak, aby jejich vzdjemné propojeni

poskytlo maximalni pfesnost experimentu.

6.4 DETEKCE HYBRIDIZACNICH SIGNALU A VYHODNOCENI DAT

Reprodukovatelnost systému jsme ovéfovali pilotnimi experimenty, které
ukazaly opakovan¢ nizké hodnoty exprese nékterych gend. Otazkou zlstava, zda je to
jen jejich fyziologickou funkci, kterd vysokou expresi nevyzaduje, nebo zda nizké
hodnoty exprese nejsou zpiisobeny technickou chybou. Existuji rtizné pticiny. Jednou
muze byt chybné navrzeni oligonukleotidii zplisobujici vznik sekundarnich struktur,

které znemozni vazbu s hybridizujici cDNA. Dalsi vysvétleni 1ze hledat v citlivosti
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skeneru. Skener bud’ métil vysoky signal 1 pozadi, nebo pozadi bylo odfiltrovano spolu
se signalem. V obou pfipadech byl vzijemny pomér stejny, ale nizky. Zachyceni
maximalniho signdlu a minimalizovani pozadi je dulezitou vlastnosti skeneru. Proto
byla provedena srovnavaci analyza dvou skenerii, kterd prokazala Ctyfikrat nizsi
citlivost nami pouzivaného skeneru (GTSL IV) oproti skeneru GenePix Personal 4100A
z jiného pracovisté. Doposud zpracovana data mohou byt proto zatizena chybou,

Néslednym krokem analyzy je pfevedeni obrazu (grafického formatu) do formy
datového souboru, k cemuz slouzi softwarové pfiloZzeni miizky. Chyby odvislé
od nepfesnosti miizek se mohou dale prohloubit pfi vyhodnocovani. Mtizky existuji
v n€kolika formatech (fixni krouzky, adaptivni krouzky a tvarové adaptivni krouzky).
Spravné vyhodnoceni signalu vyzaduje volbu vhodné miizky. Pokud zvolime format
fixnich krouzkd, zvySujeme riziko, ze hodnoty signalu budou zkresleny pozadim.
Adaptivni krouzky, které se velikosti piesné ptizplisobi velikosti tecky, sice zvysi
kvalitu ziskanych dat, ale stale hrozi nebezpeci faleSného signalu. Jako nejvhodnéjsi se
uvadi format miizky s adaptivnim tvarem krouzkii. Krouzky se ptizptisobi presnému
tvaru tecky a nebezpeci zkreslenych vysledki je tak minimalni. Experimentalnim
srovnanim miizek jsme dospéli k zavéru, ze nejpiesnéjsi je miizka s adaptivnim tvarem
krouzki, coz také potvrdily tidaje z literarnich pramenii (Adams, 1994).

Analyza ¢ipovych dat je odvislad od cile experimentu a tomu je nutno ptizpisobit
zpracovani dat. Analyza zahrnuje normalizaci, ktera je nutnou a nepostradatelnou
soucasti Cipovych experiment. Cilem normalizace je minimalizovat systematické
chyby v méfeni genové exprese dvou hybridizujicich vzorki cDNA tak, aby bylo
mozné co nejjednodussi sledovani jejich biologickych rozdila (Yang, et al., 2002).
Rozdily v signalech jsou zptsobeny rtuznymi faktory. Patii sem fyzikalni vlastnosti
fluorescencnich barev jako je teplotni a svételna citlivost, poloCas rozpadu a efektivita
jejich inkorporace do cDNA. Nutné je zminit variabilitu hybridizace a nastaveni
skeneru. Vztah mezi kanaly fluoroford neni linedrni, proto je vhodné k normalizaci
¢ipovych experimentd vyuzit nelinearni regresi.

Normalizovand data jsou ndasledné filtrovana pomoci kritérii vhodnych pro
pfislusny experiment. Jednim z nich je ,,signal k Sumu* (s/n), pomoci kterého vytadime

z dalSich analyz nekvalitni data, jez by mohla byt zdrojem velkého procenta chyb. Dle
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literarnich zdroji je za kvalitni povazovan s/n > 3, proto jsme i my toto kritérium
pouzili.

Pomoci citlivéjsiho skeneru jsme ziskali 110 gent spliujicich kritérium s/n > 3,
coz by mohlo potvrzovat sprdvné navrzeni oligonukleotidii. Teprve dalSi experimenty
a srovnani s hodnotami exprese ziskanymi jinymi metodami mohou ukézat, do jaké
miry si tyto vysledky vzdjemné odpovidaji. Otazkou je, zda vSechny geny s vysokym
s/n jsou opravdu exprimovany ve vysoké Urovni, nebo zda je v nékterych ptipadech
vysoké s/n disledkem nespecifické reakce. Naopak nizké signdly u dalSich genii jeste
nemuseji znamenat chybné navrzeni oligonukleotidd, ale pouze ukazuji na fyziologicky
malé mnozstvi transkriptu v bunce. Naptiklad mnozstvi mRNA u ATPAF1 a ATPAF2
je dle QRT PCR o 1 — 2 tady niz$i nez u podjednotek o a B ATP-syntazy (Pickova,
2003). Jak je vidét z méfeni pomoci citlivéjSiho skeneru v Priloze 8.4, hodnota s/n u
ATPAF2 je vyrazné nizsi nez hodnoty pro Fia a Fif3, zatimco hodnoty ATPAF1 jsou
shodné. Proto nemiiZzeme vysoké ani nizké hodnoty signalu brat za definitivni, ale
teprve dalsi studie a srovnani s literarnimi udaji a vysledkem northern blotu a QRT PCR

umozni prokazat kvalitu a funk¢nost Cipu.

6.5 ROZSIRENE FORMY MITO-CIPU

Po tspésném odzkouseni celé technologie na souboru 192 gend, jsme pfistoupili
k jeho rozsifeni o dalSich 800 gent s mitochondridlni funkci, nebot’ bychom se chtéli
v budoucnu vénovat vedle diagnostiky i shlukové analyze (clustering) genli se zatim
nezndmou funkci. Funkci genu lze odhadovat podle podobnosti exprese
(koexprese/koregulace) sjiz funkéné¢ zndmym genem. Tim je predikovana funkce
neznamého proteinu a jeho ucast v ptislusné metabolické draze (Mootha, et al., 2003).

Problematikou se zabyva ftada praci, které lze nalézt na http://www.nslij-

genetics.org/microarray/ Bibliography on Microarray Data Analysis.

Cipové technologie vyzaduji velké mnozstvi dat na vstupu (informace
o sondach, zplsobu piipravy jednotlivych serii a typta Ciptli, informace o analyzovaném
biologickém materidlu a jeho uchovani, zplsobech izolace RNA, zplsobech
fluorescen¢niho znaceni, podminkach hybridizace a parametrech skenovéani) i na

vystupu (intenzity fluorescence v prostoru jednotlivych sond). Jednd se zhruba o 2000
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dat na jeden experiment. Soucasné je také nutné propojit nékolik softwarovych systémd,
jako jsou databaze, aplikace pro klastrovani a vizualizaci dat, vefejné databaze
obsahujici zdkladni informace ¢i odkazy na sledované geny a komer¢ni laboratorni
systtm LIMS (Laboratory Information Management Systéme). Proto byl vytvoien
systém BASE (BioArray Software Environmen) (Saal, et al., 2002), ktery vSechny tyto
slozky propojuje. Vynikajici vlastnosti BASE jsou diivodem, pro¢ ji také vyuzivame

k uchovani a zpracovani experimentélnich dat.
Zavérem lze shrnout, Zze se podafilo zavést technolodii DNA cipti a vytvorit

mitochondrialni oligonukleotidovy Cip, prestoze jeho rutinni vyuzivani k diagnostickym

ucelim bude vyzadovat jesté velké usili.
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7. ZAVER

. Byl vytvofen a otestovan mitochondridlni oligonukleotidovy €ip obsahujici 192
genu uréeny pro sledovani exprese mitochondridlné a jaderné kodovanych gent
souvisejicich s mitochondrialni funkci.

. Byla provedena optimalizace dil¢ich krokli (metod) ptipravy cipu, jako je
navrhovani a pfiprava sond, uprava povrchu skel, izolace RNA, zna¢eni cDNA
a hybridizace.

. Pilotni experimenty vyuzivajici rtizny biologicky material potvrdily funkcénost
a reprodukovatelnost vytvorené¢ho systému.

. Po Gspésném odzkouSeni prvni verze mito-Cipu se podafilo Cip rozsifit na

soucasnych 1670 genu.
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