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ANOTACE

Diplomové prace se zabyva sledovanim genové exprese N-acetyltransferdz v HK-2
bunkach. Teoretickd c¢ast se vénuje popisu biotransformace xenobiotik se zamétfenim
na vybrané enzymy. Duraz byl kladen hlavné na N-acetyltransferazy. V zavéru se teoreticka
¢ast zabyvala bunécnou linii HK-2 a popisem polymerdzové fetézové reakce se zaméienim
na PCR v redlném case a s reverzni transkripci.

Experimentalni Cast je zaméfena na sledovani genové exprese N-acetyltransferaz
indukovanou acetaminofenem a cisplatinou v adherentni bunécné linii ledvinnych proximéalnich
tubult HK-2. Genova exprese byla sledovana metodou RT-PCR. Za timto tUcelem byly
navrzeny oligonukleotidy pro geny N-acetyltranserdz a referencéni geny. Nasledné byly

optimalizovany podminky pro jejich pouziti pro metodu RT-PCR.

KLICOVA SLOVA

N-acetyltransferaza, genova exprese, RT-PCR, biotransformace, cisplatina, acetaminofen,

adherentni buné¢na linie



ANNOTATION

This thesis deals with the monitoring of gene expression of Nacetyltransferases in HK-2
cells. The theoretical part is devoted to the description of the biotransformation of xenobiotics
with a focus on selected enzymes. The emphasis was mainly on N-acetyltransferases.
In conclusion, the theoretical part dealt with the HK-2 cell line and the description
of polymerase chain reaction with a focus on real-time PCR and reverse transcription.

The experimental part focuses on monitoring gene expression of N-acetyltransferases
induced by acetaminophen and cisplatin in the HK-2 adherent proximal renal tubule
cell line. Gene  expression was monitored by RT-PCR. For this purpose,
oligonucleotides for N-acetyltransferase genes and reference genes were designed.

Subsequently, the conditions for their use for RT-PCR were optimized.
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N-acetyltransferase, gene expression, RT-PCR, biotransformation, cisplatin, acetaminophen,

adherent cell line
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Q-aact delta-delta Ct metoda (delta-delta Ct method)
Acetyl CoA acetylkoenzym A (acetyl-coenzyme A)
APAP acetaminofen (acetaminophen)
APAP-GSH konjugat acetaminofen-glutathion (acetaminophen-glutathione)
AT adenino-thyminovy komplementarni par (adenin-thymine pair)
cDNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina
(complementary DNA)
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COX cyklooxygenaza (cyklooxygenase)
Ct prahova hodnota cyklu (cycle of treshold)
CoA koenzym A (coenzyme A)
CYP cytochromy P450 (cytochrome P450)
DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
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Uvod

UvoD

Lidsky organismus piijima celou fadu cizich latek, které je nutné z téla odstranit. Tento
proces probihd v jatrech a nazyva se biotransformace. Jedna se o sled na sebe vzajemné
navazujicich reakci katalyzovanych rtiznymi enzymy. Mezi tyto enzymy fadime napiiklad
skupinu  N-acetyltransferdz, jejichz funkci je pienos acetylové skupiny v ramci
biotransformacni faze II. Uplatiiuji se pii biotransformaci heterocyklickych a aromatickych
amint.

N-acetyltransferazy se podili na biotransformaci 1éCiv jako jsou napf. acetaminofen
a cisplatina. Acetaminofen, t€Z zndmy pod ndzvem paracetamol, je z hlediska 1écby bolesti
a febrilie jednim znejuzivanéjSich 1€kt na svété. Cisplatina patii mezi vyznamna
chemoterapeutika a je pouzivana pro lécbu pacienti s riiznymi typy rakovin. Pro spravné
vyuziti téchto 1é¢iv v klinické praxi a zamezeni jejich mozné cytotoxicity je nutné znat procesy
souvisejici s metabolismem téchto 1é¢iv v organismu a naslednym vyloucenim.

Pro testovani cytotoxicity in vitro se vyuziva riznych bunéénych modell jako jsou
napf. ledvinné bun&cné linie HEK293, JTC-12 nebo HK-2. Pravé HK-2 buniky jsou diky svému
puvodu z lidskych ledvin Casto uplatiiovany pro studium a testovani nefrotoxicity. S jejich

vyuzitim se setkdvame zejména pfi testovani nefrotoxicity acetaminofenu nebo cisplatiny.
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Teoreticka cast

1 TEORETICKA CAST

1.1 Biotransformace

Biotransformace neboli metabolickd pfeména je proces transformujici chemické latky
v organismu prostfednictvim enzymatickych reakci. Tento d¢j se odehrava pievazné v jatrech,
kde se nachazi potiebné enzymy. Hlavnim ucelem biotransformace je chemicka modifikace
obtizn¢ eliminovatelnych latek, tzv. xenobiotik, na jejich hydrofilnéjsi formu. Tato hydrofilni
forma je poté Iépe rozpustna ve vodé a miize byt jednoduse vyloucena z organismu moci ¢i zluci
(Rourke a Sinal, 2014). Zaroven se vlivem téchto reakci méni i fyzikalné chemické vlastnosti
dané latky (Klaassen, 2007).

Takto usnadnéna eliminace dané slouceniny vede ke zkraceni jejiho biologického
polocasu, ¢imZ se snizuje jeji potencialni toxicita. Jako ptiklad je mozné uvést paracetamol,
jehoz hodnota clearance je 12 mL/min, ale jeho produkt biotransformace je eliminovan
ledvinami rychlosti 170 mL/min. Ojedin¢le se vlivem metabolismu snizuje schopnost
rozpustnosti ve vod¢, coz ma za nasledek omezeni procesu vylouceni. Naptiklad se jedna
o sulfonamidy nachazejici se v moci, které prochazeji acetylaci. Snizend rozpustnost
sulfonamid miiZe zptisobit tvorbu krystalii v rendlnich tubulech a néslednou nekrézu (Timbrell
a Marrs, 2011).

Prosttednictvim biotransformace slou€enin je modifikovan i jejich biologicky potencial.
Nicméné vétSinou tato metabolickd pfemeéna konéi vznikem wuzitenych produkth
(Soucek, 2011). Z klinického hlediska mohou mit na biotransformaci vliv dalsi faktory, jako
jsou pohlavi, vék, 1€ky, patologicke stavy, genetika ¢i nutrini stav pacienta. Naptiklad exprese
a aktivita cytochromu P450 jakoZzto jednoho z hlavnich katalyzatorti faze I biotransformace,
muze byt rozdilnd v prenatdlnim obdobi, novorozenecké nebo dospélé fazi Zivota.
Studie Harris et al. (1995) a Phang-Lyn a Llerena (2023) poukazaly na vysSi aktivitu
cytochromu P450 u zen nez u muzi. Aktivita ostatnich systému ucastnicich se metabolismu
1é¢iv mize byt naopak vyssi u muzii nez u zen.

DalSim faktorem ovliviiujicim biotransformaci je nutrini stav pacienta. Zdrava strava
s optimalnim zastoupenim vSech makrozivin poskytuje potiebné mnozstvi bilkovin ve srovnani
se stravou s deficitnim pfijmem bilkovin. Shodné je to 1 u esencidlnich kovt ¢i mineralt, jako je
naptiklad vapnik, zinek nebo méd’, které jsou nezbytné pro spravnou funkci enzymatické

aktivity v bunice. Problém by mohl nastat u pacientli s onemocnénim jater, pfi kterém dochézi
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k poskozeni hepatocytl. Takovym piikladem je cirhdza, u které jsou jaterni buiiky nahrazovany

vazivovou tkani a diky tomu jatra nejsou schopna vykonéavat metabolické procesy.

1.1.1 Xenobiotika

Xenobiotika jsou télu cizi chemické latky, které se fyziologicky v lidském organismu
nevyskytuji, a proto je organismus nedokaze rozeznat jako své vlastni. Nazev xenobiotikum
vychézi z feckého slova xenos, coz v ptekladu znamena cizi, a ze slova bios, znamenajici zivot.
Opakem xenobiotik jsou eobiotika, tedy latky organismu vlastni naptiklad mineraly, vitaminy,
ziviny a dalsi. Organismus ke svému fungovani xenobiotika nepotiebuje, nedokaze je vyuzit
ani jako zdroj energie, ani neslouzi pro jeho spravny vyvoj. Xenobiotikim jsme nevyhnutelné
a neustale vystavovani béhem kazdodenniho Zivota. Takovymi latkami se zdroven mohou stat
1 ty, které se bézné¢ vyskytuji a do organismu jsou pfijimany v nadmérnych koncentracich
(Soucek, 2011; Skalova et al., 2017; Sudhakaran et al., 2017). Za svij zivot jsou lidé dle odhadt
vystaveni asi jednomu az tfem miliontim xenobiotik (Patterson et al., 2010). Do této skupiny
jsou zahrnuty nejen pfirodni, ale i umélé chemikalie jako jsou 1é¢iva, primyslové vyrabéné
chemikalie, znecistujici latky, drogy, pesticidy, alkaloidy, produkty vzniklé ve vatenych
potravindch pyrolyzou, plisiiové ¢i rostlinné toxiny a vedlejsi rostlinné metabolity. Té€lo s nimi
muze ptijit do styku i imysIné, a to naptiklad pii podani 1ékti. V ptipadé, Ze nedochazi k jejich
biotransformaci, mohou se v téle hromadit a nasledné se tak stat potencialné Skodlivymi.
Negativni vliv miiZze nastat také v ptipadé¢, kdy Iéky plisobi v téle nepfiijatelné dlouhou dobu

(Klaassen, 2007; Sudhakaran et al., 2017).

1.1.2 Vstup xenobiotik do organismu a bunék

Xenobiotika pfijme ¢lovek do téla ze vzduchu, potravy, pitné vody, Zivotnim stylem
¢i uzivanim 1ék. Hromadéni téchto latek v buiikach ¢i tkanich miZe vést ke vzniku riznych
patologickych stavii, proto je nutné je z téla odstranit. Aby je bylo mozné snadno vyloucit,
dochazi k tadé procest detoxikace, diky nim jsou xenobiotika transformovéana na polarné;si
a méng toxické produkty (Patterson et al., 2010).

Do téla prochdzi xenobiotika pievazné gastrointestinalni traktem (GIT, gastrointestinal
tract), dychacimi cestami nebo 1 kiZi. Lipofilni xenobiotika se z GIT pfes membrany dostavaji
pomoci samovolné difuze. Xenobiotika strukturné podobna zivinam jsou absorbovana aktivné.
Aerosoly a tékavé organické latky pronikaji dychacimi cestami. Kiazi prostupuji latky,
které jsou hodné lipofilni (Skéalova et al., 2017). Xenobiotika jsou absorbovana a nasledn¢ se

Sifi krevnim feciStém, v transcelularnich tekutinach ¢i tkanovém moku. Rychlost a zptlisob
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distribuce je dan srde¢nim vydejem, prutokem krve, ale i fyzikdln¢ chemickym vlastnostmi
xenobiotik (Chhabra, 1979). Xenobiotikum je distribuovano po celém téle az do cilového mista.

Kone¢nym mistem je organ nebo tkan, kde dochéazi k poskozeni (Klaassen, 2007).

1.1.3 Faze biotransformace

Biotransformace zahrnuje sled riznych reakci a cely proces lze zjednoduSen¢ rozd¢lit
na prvni a druhou fazi. Ty nemusi nutné¢ probihat postupné, ale muze k nim dochazet
1 v opacném potadi (Phang-Lyn a Llerena, 2023). VétSina cizorodych latek se do organismu
dostava prostfednictvim GIT, z n¢hoz jsou dale sméfovany portdlnim krevnim zdsobenim
pfimo do jater, kde se odehrava prevazna cast vSech transformacnich reakci (Timbrell
a Marrs, 2011).

Nékteré enzymy, které jsou nutné pro jednotlivé faze biotransformace, se mohou
vyskytovat i v extrahepatalnich tkanich nebo konkrétnich organech, jako je naptiklad stfevo,
tuk, plice, ledviny nebo kiize. V hepatocytech jsou enzymy lokalizované v endoplazmatickém
retikulu, cytoplazmé nebo mitochondriich. K modifikaénim procesiim dochazi nésledkem
interakce substratu s enzymem (Timbrell a Marrs, 2009; Phang-Lyn a Llerena, 2023). Oproti
enzymim podilejicim se na intermediarnim metabolismu jsou ty, které se zapojuji
do xenobiotickych biotransformacnich reakci, obecné nespecifické a z tohoto diivodu nejsou
vzdy tak efektivni (Timbrell a Marrs, 2011). Faze biotransformace jsou urCeny k deaktivaci
latek, ale zaroven mohou slouZit pro bioaktivaci, kdy dochézi k transformaci z neaktivnich
nebo netoxickych latek na jejich aktivni ¢i toxickou podobu (Phang-Lyn a Llerena, 2023).

V tabulce ¢. 1 jsou klasifikovany hlavni biotransformacni dréhy, které lze rozdélit
na fazi I a fazi 11, a spojit s odpovidajicimi enzymy. Ve fazi I se objevuji procesy jako oxidace,
redukce a hydrolyza. Oxida¢nimi procesy jsou fizeny enzymy jako je cytochrom P450,
monooxygendza  obsahujici  flavin, alkoholdehydrogendza, aldehyddehydrogenaza,
monoaminooxidaza a H»O>-dependentni peroxiddza. Redukéni procesy jsou realizovany
cytochromem P450, NADPH-P450 reduktazou, karbonylreduktdzou. Hydrolyza je
zprostfedkovana enzymy, jako je epoxiddzova hydroléza, karboxyltransferaza/amidéaza. Faze I1
zahrnuje konjugaéni reakce fizené enzymy jako uridindifosfat glukuronosyltransferaza
(UDP-glukuronosyltransferaza, uridine diphosphate glucoronosyltransferase),
sulfotransferaza, glutathion S-transferaza, enzymy podilejici se na biosyntéze kyseliny
merkapturové,  cysteinovy  konjugidt  beta-lyadza/thiomethyldza,  N-acetyltransferaza,

N-methyltransferdza a O-methyltransferdza (McCarthy a Sinal, 2005).
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Tabulka 1: Klasifikace biotransformacnich drah. Upraveno dle (McCarthy a Sinal, 2005).

Klasifikace Vybrané Enzymy

Cytochromy P450

Monooxygenaza obsahujici flavin

Alkoholdehydrogenaza

Oxidace
Aldehyddehydrogenaza

Monoaminooxidaza

Faze 1 H>0;-dependentni peroxidaza

Cytochrom P450

Redukce NADPH-P450 reduktiza

Karbonylreduktéza

Epoxidové hydroléza

Hydrolyza
Karboxylesteraza/amidaza

UDP-glukuronosyltransferaza

Sulfotransferaza

Glutathion S-transferaza

Enzymy podilejici se na biosyntéze kyseliny

Faze 11 Konjugace merkapturové

Cysteinovy konjugat B-lyaza/thiomethylaza

N-acetyltransferaza

N-methyltransferaza

O-methyltransferaza

1.1.3.1 Fazel
Féze I biotransformace zahrnuje oxidacni, redukéni a hydrolytické reakce. Jejich ulohou
je transformace lipofilnich 1é¢iv na polarnéjsi molekuly pfipojenim nebo vystavenim polarnim
funkénim skupinam, jako je aminoskupina nebo hydroxylova funkéni skupina. Ve fazi I jsou
reakce katalyzovany rodinou enzymu cytochromu P450, které jsou v hepatocytech navazany
na membranu umisténou v endoplazmatickém retikulu (Phang-Lyn a Llerena, 2023). Funkéni

skupiny, jez byly pfidané v pribéhu faze I, davaji vznik substratim pro néslednou fazi II
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biotransformace. Vysledkem této faze je vytvofeni mirn€ hydrofilni slouceniny
(Alsanosi et al., 2014; Sudhakaran et al., 2017).

Oxidace je jednou znejrozsifenéjSich a nejpodstatnéjSich reakci v metabolismu
xenobiotik. Tento proces zahrnuje odevzdani elektronu a nasledné piipojeni kysliku
do molekuly. Obvyklym zdrojem kysliku je molekuldrni kyslik (Alsanosi et al., 2014),
ale v urcitych situacich mtize byt kyslik ziskavan z vody. Pfevazna ¢ast organickych sloucenin
podstupuje jednoelektronové nebo dvouelektronové redoxni reakce, ale muze dojit
1 k ¢tytelektronové. Molekularni kyslik je nejbéznéjSim akceptorem piijimanych elektront,
atomuze vést ke dvouelektronové redukci a  vytvofeni  peroxidu  vodiku
nebo ke ctytelektronové redukcei s tvorbou vody (Sudhakaran et al., 2017).

Redukéni reakce casto podstupuji nékteré kovy, napiiklad pétimocny arsen,
a xenobiotika, kterd v sobé maji zahrnutou aldehydovou, ketonovu, sulfoxidovou, disulfidovou,
chinonovou, alkenovou, N-oxidovou, azo- ¢i nitroskupinu. Nékdy je obtizné urcit, zda je reakce
katalyzovana enzymaticky, nebo kni dochazi jinym zplsobem, tedy neenzymaticky
s redukénimi ¢inidly jako jsou redukované formy gluthathionu, flavinadenindinukleotid
(FAD, flavin adenine dinucleotide), flavinmononukleotid (FMN, flavin mononucleotide)
nebo nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADI[P], nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate) (Timbrell a Marrs, 2011; Sudhakaran et al., 2017).

Pti hydrolyze se §tépi esterové nebo amidové vazby, coz vede k vytvoreni karboxylové
kyseliny, a to ptredev§im za ucasti vody. VSeobecné se estery hydrolyzuji daleko rychleji

nez amidy (Rourke a Sinal, 2014; Sudhakaran et al., 2017).

1.1.3.2 Fazell

Ve fazi II biotransformacniho procesu dochazi ke konjugac¢nim reakcim. Pokud
xenobiotika jiZ obsahuji funkéni skupinu, mohou fazi I vynechat a rovnou vstoupit do faze II.
V té¢ dochazi kjejich konjugaci v zavislosti na funkéni skupiné. K ptivodni molekule,
netoxického produktu vzniklému ve fazi I, ¢i k toxickému meziproduktu je pfidana hydrofilni
skupina (Phang-Lyn a Llerena, 2023). Nasledné je nezbytné zvySeni polarity dalsi transformaci.
Hlavnim cilem faze II je vznik ve vodé rozpustnych latek, aby je bylo mozné efektivné vyloucit
ztéla ven. Typ konjugacni reakce je podminén funkéni skupinou biotransformovaného
xenobiotika. Mezi tyto reakce patti glukuronidace, sulfatace, methylace, acetylace, konjugace
s glutathionem a aminokyselinami. Tyto produkty mohou soucasné pisobit jako inhibitory
metabolismu farmakologicky aktivnich latek (Sudhakaran et al.,, 2017; Phang-Lyn
a Llerena, 2023).
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je donorem kyseliny glukuronové. Ta je navazdna na xenobiotikum a celd reakce je
katalyzovana UDP-glukuronosyltransferazou.

Pti sulfataci je k hydroxylové skupiné navdzéana sulfatova ¢ast. Koenzymem reakce je
3’-fosfoadenosin-5"-fosfosulfat a katalyzuji ji cytosolické sulfotransferazy (Timbrell
a Marrs, 2011).

V biotransformaci xenobiotik je methylace méné Casta konjugacni reakce. V porovnani
s ostatnimi reakcemi snizuje jejich rozpustnost ve vod¢ a zaroven chrani jejich funkéni skupinu
pted ostatnimi konjuga¢nimi enzymy. Vyjimkou je nikotin, ktery je ve vodé rozpustny. Enzymy
methylace jsou methyltransferazy a kofaktorem je S-adenosylmethionin (Klaassen, 2007).

Pro xenobiotika s aminoskupinou je acetylace diilezZitou cestou jejich metabolismu.
Prvotné je acetylovan enzym acetyltransferdza a nésledné je acetylova skupina pifenesena
na substrat. Kofaktor enzymu je acetyl CoA (Skalova et al., 2017).

Pii konjugaci s glutathionem jsou dvé aminokyseliny odstranény a nasledné vznika
konjugat cysteinu. Glutathion je tripeptid sloZzeny z cysteinu, glycinu a kyseliny glutamové.
Tento d¢&j je katalyzovan glutathion-S-transferazou a podili se na eliminaci reaktivnich
metabolitt (Klaassen, 2007; Timbrell a Marrs, 2011).

Konjugaéni reakce s aminokyselinami nejprve vyzaduje aktivaci xenobiotika pomoci
koenzymu A (CoA, coenzyme A) za katalyzu acetyl-CoA-synthetdzy. V dal§im kroku dochazi
k reakci aktivovaného xenobiotika s aminokyselinou, kterou jsou pievazné glutamin, glycin,
taurin a jiné. Tento d¢j je katalyzovan pomoci N-acetyltransferazy (Skalova et al., 2017).

U konjugovanych 1é¢iv mize dojit k jejich dalSimu zpracovani jesté predtim, nez jsou
rozpoznany transportéry a nakonec odstranény z bunék. Tento metabolicky déj mize mit
za nasledek vytvoreni reaktivnich a pro lidské télo toxickych metabolitt, tzv. bioaktivaci 1é¢iv.
Specificita bioaktivace je podminéna strukturdlnimi znaky dané slouc¢eniny (Zhao et al., 2021).
V nékterych zdrojich je mozné najit, ze dalsi metabolicky osud konjugatu mize byt oznacovan
jako faze III. Nicméné mezi nékterymi lékafi, a hlavné mezi toxikologickymi pracovniky
je tato terminologie povazovana za zastaralou (Timbrell a Marrs, 2011).

Dale se budu podrobnéji zabyvat vybranymi zastupci enzymil biotransformace,
cytochromy a N-acetyltransferazami. Cytochromy jsou zastupci faze I a N-acetyltransfrazy se

fadi mezi zastupce faze IL.
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1.1.4 Cytochromy P450

Obecné jsou cytochromy intraceluldrni proteiny, které zahrnuji jednu nebo nékolik
hemovych skupin. Tyto hemoproteiny vykazuji katalytickou aktivitu pro uskute¢néni
enzymatickych reakci, pii kterych vyuzivaji hem nebo jiny proteinovy kofaktor. Ucastni se
ptenosu elektronti podilejicich se na biologickych procesech, kdy dochézi ke zméné oxida¢niho
stavu. Piikladem téchto déji je fotosyntéza i dychani. U hemu je zména oxida¢niho stavu
zaloZena na rovnovaze mezi dvojmocnym a trojmocnym zelezem (Mowat a Chapman, 2013).

Na oxidacnich reakcich faze I se nejvice podileji prave lidské cytochromy P450
(CYP, cytochrome P450; EC 1.14.14.1). Ty se zapojuji az do 90 % vSech enzymatickych
pfemén. Cytochromy zprostiedkovany metabolismus 1é€iv preménuji produkty lipofilni
na hydrofilnéj$i. Nepostradatelnou tlohu hraje pii hodnoceni vysledkl 1é€by, pfi které miize
ovliviiovat jeji ucinek, biologickou dostupnost, bezpecnost a také pti zjisStovani piipadné
rezistence na léky pomoci metabolismu v orgénech ¢i v cilovych mistech jejich ptisobeni

(Zhao et al., 2021).

1.1.4.1 Zakladni informace

CYP jsou enzymovy systém vazany na membranu bunky, ktery lze najit zejména
v hladkém endoplazmatickém retikulu. Nékteré formy mohou byt umistény i v dalSich
organelach, jako jsou naptiklad cytochromy c¢ v mitochondriich (Timbrell a Marrs, 2011).
Muzeme je najit u bakterii, archei, eukaryot, hub, zivocichtl i rostlin (Abou-Donia, 2015).
Nejvyssi hladina CYP se u saveli nachdzi v jatrech, ale své zastoupeni maji i v plicich, ledvinach
¢i nadledvinach, mozku, ktizi, pohlavnich organech a dalsich tkanich v organismu. Sviij nazev
tyto barevné proteiny ziskaly zasluhou absorbovani svétla pii vinové délce okolo 450 nm,
kdy dochazi k redukovani hemového Zeleza nejcastéji dithioni¢itanem sodnym a nasledné tvofi
komplex s oxidem uhelnatym. Vyznamnou vlastnosti tohoto enzymového komplexu je
jeho Sirokd substratova specifita. Ta umoznuje fadé chemikalii byt potencidlnimi substraty.
Rizné druhy cytochromii zvladnou pfeménit jeden substrat i na né¢kolik moznych produktt
azéroven miZe metabolizovat tentyZz druh CYP l1é¢ivo na vice produktd (Timbrell
a Marrs, 2011). CYP tvofti rozsdhlou nadrodinu hemovych enzymi tvoticich vice nez 20 000
izoenzymi, které jsou rozpoznany v genomech organismi. Jednd se o membranové vazané

proteiny a jejich molekulova hmotnost ¢ini pfiblizné 65 kDa (Abou-Donia, 2015).
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1.1.4.2 Funkce

CYP jsou slozeny z velkého poctu proteint a jejich hlavni funkci je biotransformace
hydrofobnich xenobiotik, zahrnujici terapeutickd léCiva, primyslové a zemédélské latky,
enviromentalni chemikalie nebo endogenni slouceniny (Abou-Donia, 2015). Patii
mezi monooxygenazy, jez katalyzuji oxidacni reakce, béhem nichz dojde k redukci jednoho
atomu molekularniho kysliku na vodu a souCasn¢ zaclenéni druhého do substratu
(Guangping, 2020). Piedstavuji tedy rozhodujici Ucastniky pifi oxidacnim metabolismu
strukturné raznorodych xenobiotik a to vcetné 1éCiv (Abou-Donia, 2015). Systém CYP
katalyzuje oxidacni reakce jako jsou hydroxylace heterocykld, aromatické nebo alifatické
hydroxylace uhliku, epoxidace, N-, O- a S- dealkylace, N- a S- oxidace, N-hydroxylace,
dehydrogenace, desulfurace, deaminace a §tépeni esterl (Timbrell a Marrs, 2011).

Velky vyznam maji CYP pro lidsky organismus z pohledu zdravi, kdy hraji dilezitou
roli pfi metabolismu 1€¢iv, kde jejich klicovou funkci je rozdilna odpovéd’ jedincii na podavana
farmaka. Odlisnd reakce jednotlivych pacientli je zplsobena riiznou rychlosti jejich
metabolismu na stejny druh 1é€iva. Variabilita v odbouravani souvisi s expresi CYP pfevazné
ve stfevech a jatrech. Exprese a aktivita CYP je spojovéna s vnitinimi substraty a ovliviiovana
muze byt vnéjsimi faktory, jakymi je stravovani, pfedeslé vystaveni dalsim drogdm, uziti tabaku
¢i alkoholu (Zhao et al., 2021).

Mimo biotransformaci 1é¢iv se exprese CYP uplatiiuje v protinadorové terapii. U bun¢k
rakoviny, v nadorech ¢i bunéénych liniich byly CYP detekovany a latky piisobici proti nddorim
byly metabolizovany CYP. ZvySena exprese CYP v buitkach naddoru oslabuje nadorové latky,
které souvisi s rezistenci na 1écbu a néasledné pak se Spatnou progndzou nebo relapsem nadoru.
Snizend exprese CYP naopak omezuje spusténi protinddorovych latek v bunkach nadoru

(Zhao et al., 2021).

1.1.4.3 Nomenklatura cytochromu P450

Enzymovy systém CYP obsahujici hem mé ustanovenou nomenklaturu. Zkratka CYP
je oficidlnim oznacenim superrodiny cytochromu P450, do niz jsou zahrnuty pfisluSnici vSech
biologickych tisi. Po CYP nasleduje znaceni genové rodiny ¢islem, za néj se fadi velké pismeno
charakterizujici podrodinu a jako posledni je druhé ¢&islo pro urceni jednotlivého genu
¢1 izoenzymu. Piikladem je CYP1A1, kdy CYPI je rodina, A podrodina a Cislo 1 zna¢i enzym
(Manikandan a Nagini, 2018; Guangping, 2020). Struktura CYP je sloZena piiblizné z 400
az 500 aminokyselin a v aktivnim mist¢ se nachazi hemovad prostetickd skupina

(Zhao et al., 2021). Dle sekvence proteint bylo mozné rozd¢lit enzymy na 18 rodin, ale jenom
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CYP1, CYP2 a CYP3 se ucastni metabolismu xenobiotik a zaroven tvoii 70 % vSech
cytochromil vyskytujicich se v jatrech. Tyto enzymy ptedstavuji klicovou ulohu pfi stanoveni
intenzity a doby ptisobeni daného 1éku a jeho odstranéni z organismu (Sudhakaran et al., 2017).
Lidské CYP jsou rozmanité a plni riiznorodé funkce. Mimo metabolismu 1é¢iv nékteré rodiny
CYP vykonavaji ulohu naptiklad pfi biosyntéze zluCovych kyselin, steroidl, aktivaci
a deaktivaci vitaminu D nebo pfi metabolismu mastnych kyselin ¢i kyseliny arachidonové.
Izoformy 1, 2 a 3 se podileji na 80 % metabolismi 1é¢iv a kazdy z nich ma své charakteristické
vlastnosti, atak najdou Siroké uplatnéni pfi oxidativnim metabolismu (Zhao et al., 2021).

Izoformy CYP podilejici se na metabolismu 1é¢iv jsou zndzornény na grafu €. 1.

CYP2)2; 3%
CYP2E1; 3%

CYP2D6; 20% CYP3A4/5; 30%

CYP2C19; 7%

CYP1A2;9%
CYP2C9; 13%
CcYP2c8:5% CYP2B6;7%

Graf 1: Izoformy cytochromu podilejici se na metabolismu 1é¢iv. Upraveno dle (Zhao et al., 2021).

Do podrodiny CYP1A patiityp CYP1AL1, ktery je exprimovan pievazné v plicich, a typ
CYP1A2 v jatrech (Conney, 1982; Shimada et al., 1996). Oba zastdvaji ulohu pfi bioaktivaci
karcinogent, a to prevazné u heterocyklickych a aromatickych amind (Conney, 1982). Vétsi
riziko pro vznik rakoviny tlustého stfeva je dle epidemiologickych dikazl spojeno s vysokou
aktivitou CYP1A2. Tento jev se neprokazal u pacientl, u kterych chybéla aktivni
N-acetyltransferdza, nebo u kterych byla zaznamenana nadmérna konzumace grilovaného masa
(Lang et al., 1994; Zhao et al., 2021).

Rodina CYP2 predstavuje nejpocetnéjsi skupinu zcytochromii, kdy se
do biotransformace 1é¢ivych piipravki nejvice zapojuji CYP2D6 a CYP2C9. Ty se lisi
aktivnimi misty, kterd jsou bud’ mal4d, nebo netvoii ani jeden vzajemny piekryv

(Zanger a Schwab, 2013; Zhao et al., 2021).
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Pti vyvijeni 1éCiv a jejich objevovani se nejvice uplatituje podrodina CYP3A a soucasné
se jedna o nejvice zastoupené cytochromy v lidském organismu, jez rozkladaji nad 30 % bézné
uzivanych 1éCiv. Do této skupiny se fadi izoformy CYP3AS a CYP3A4 (Kawakami et al., 2011;
Zhao et al., 2021).

1.1.4.4 Genetické polymorfismy

Genetické polymorfismy neboli vice variant konkrétni formy genu pro gen CYP mohou
byt zodpovédné za interakce 1€kt nebo genetickd onemocnéni zapti¢inénd zménou exprese
genu nebo enzymovou aktivitou (Abou-Donia, 2015). Mimo genetické polymorfismy v genech
CYP mohou i epigenetické zmény nebo enviromentalni faktory mit vliv na interindividuélni
varianty pii odpovédi 1€ki na jejich terapeutickou uc¢innost. Mezi faktory prostiedi patii pohlavi
¢1 vék pacienta, strava, zivotni styl, onemocnéni nebo patofyziologické faktory. Z pohledu
epigenetiky mize mit vliv na fizeni jejich genové exprese methylace deoxyribonukleové
kyseliny (DNA, deoxyribonucleic acid). Cytochromy mohou byt indukovany ¢i inhibovany
aktudlné¢ uzivanymi léCivy a v téle kolujicimi metabolity, coz nasledn¢ mize pusobit
na vysledky 1écby prostiednictvim vzajemného ovliviiovani 1ékli mezi sebou
(Zhao et al., 2021). Pokud je inhibovana ¢innost CYP, tak miiZze byt zpomalen metabolismus
a soucasné 1iclearance aktudln¢ uzivanych 1é¢iv v pfipad¢é, ze podléhaji biotransformaci
ovlivnénou timto cytochromem (Abou-Donia, 2015).

Genova exprese a ¢innost CYP miZe byt odlisnd mezi jedinci a jinymi etnickymi
skupinami. Cetnost jednotlivych alelickych variant v populaci je riizna, a navic k tomu piispiva
1 znacné mnozstvi genetickych polymorfismii pro CYP. Nejvétsi pocet variaci alel bylo
charakterizovano u CYP2D6, ktera ¢itala 63 alel. U CYP2B6 bylo popsédno 28 alel au CYP2A6
22 alel. Nejvice zastoupenou izoformou je CYP2D6. Podili se piiblizné na 25 % metabolickych
dé&ji u klinicky pouzivanych 1éka. Jeho polymorfni diverzita miZze mit vliv asi na polovinu
téchto transformacnich procesti. Bylo prokazéano, Ze existuji dva druhy variant geni CYP.
Jednim z nich je forma, kdy dochazi ke ztratdm funkce. To miize ndsledné pisobit na expresi
a sestith genu pro CYP. Nasledkem je vétsi koncentrace 1éciva v plazmé spojend s jeho
zhorSenou eliminaci. Opacné piisobi druhy typ, kdy je funkce naopak ziskéna, plazmaticka
koncentrace je redukovadna a jejich odstranéni 1é¢iv z organismu zrychleno. Jednotlivé
polymorfismy genu CYP mohou byt odpovédné za plsobeni dané¢ho 1éku a za nebezpeci

nechténych reakci. To je nezbytné pii optimalizaci Iékové terapie (Zhao et al., 2021).
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1.1.5 N-acetyltransferazy

Arylamin N-acetyltransferazy neboli N-acetyltransferazy jsou zastupci enzymi
zapojujicich se do metabolismu xenobiotik. Vyznamné se tak podileji na bioaktivaci ¢i naopak
detoxikaci n¢kolika terapeutickych 1é¢iv a karcinogeniti (Rodrigues-Lima et al., 2011). Enzym
N-acetyltransferaza (NAT, N-acetyltransferase; EC 2.3.1.1) je katalyzator ovliviiujici acetylaci
xenobiotik a pro spravné fungovani potfebuje koenzym, kterym je acetylkoenzym A
(acetyl CoA, acetyl-coenzyme A) (Sudhakaran et al., 2017).

Pfi biotransformaci heterocyklickych a aromatickych aminovych prokarcinogent
dochazi k nejméné dvéma krokiim, aby byla umoznéna preména na jejich reaktivni podobu
za pomoci enzymdu. V prvni fad€ se uplatiiuje ptisobeni CYP1A2 pii N-hydroxylaci. Ve druhém
kroku se pifi O-acetylaci z N-hydroxyarylaminu pisobenim NAT tvoii N-acetoxyarylaminy,
které jsou velmi nestabilni a nasledn¢ to mtze vést az ke genovym mutacim zptsobujicich vznik
nadord. Ovlivnény jsou geny kontrolujici buné¢nou proliferaci. Acetylace predstavuje jednu
z hlavnich drah biotransformace faze II a podili se na eliminaci hydrazind, arylaminl

nebo chemickych karcinogenii (Windmill et al., 2020).

1.1.5.1 Zakladni informace

NAT se nachazi v bunééném cytosolu. Z acetyl CoA piendseji acetylovou skupinu
na substrat, kterym je pravé xenobiotikum (Sim et al., 2008; Rodrigues-Lima et al., 2011).
Pii acetylaci nedochdzi ke zvySeni rozpustnosti substratu ve vod¢. Nedilnou soucasti
pro spravny katalyticky mechanismus jsou esencialni aminokyselinové zbytky cysteinu,
histidinu ¢i kyseliny asparagové, které se nalézaji v aktivnim misté NAT (Guangping, 2020).

V lidském organismu se vyskytuji dvé skupiny NAT a to N-acetyltransferdza 1
(NAT1, N-acetyltransferase 1) a N-acetyltransferdza 2 (NAT2, N-acetyltransferase 2).
Trojrozmérna struktura téchto enzymi je zndzornéna na obrazku €. 1. U c¢lovéka existuje cela
fada polymorfismii NAT1 i NAT2 (Guangping, 2020). Struktura NAT je sloZena z 280-300
aminokyselin dle organismu. Jejich fetézec ma tfi domény: N-termindlni a-helix, B-list,
C-termindlni o/f vicko uloZené nad aktivnim mistem (Sim et al., 2007; Kubiak et al., 2013).
Jednotlivé domény se skladaji z dalSich podslozek zahrnujici fetézce a-helixii a B-skladanych

listd (Wu et al., 2007; Zhou et al., 2013).
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Obrazek 1: Trojrozmérné struktury N-acetyltransferazy 1 (vlevo) a N-acetyltransferazy 2
(vpravo). CT — terminalni karboxylovy konec, NT — terminélni aminovy konec, al-all — a-helixové
fetézce, f1-B15 — fetézce B-skladaného listu. Pfevzato z (Wu et al., 2007).

Tyto dvé formy se od sebe odliSuji rozdilnou distribuci ve tkdnich a jinou expresi
v prubéhu vyvoje ¢loveéka (Rodrigues-Lima et al., 2011). NAT1 se mize vyskytovat v riiznych
tkanich, ale predevsim ho lze nalézt v tlustém stievé (Zhou et al., 2013). NAT2 je vétSinou
lokalizovana ve stfevech ¢i jatrech. Geny pro tyto dva enzymy jsou lokalizovany
na chromozomu 8p22, jak je zndzornéno na obrazku ¢. 2. Jejich 10% rozdil je dan pofadim

aminokyselinové sekvence (Windmill et al., 2020).
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Obrazek 2: Lokalizace genu NAT na chromozomu 8. Umisténi gentl je na chromozomu 8p22
oznaceno ¢erven€. Upraveno dle (Ruiz et al., 2009).
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1.1.5.2 N-acetyltransferaza 1

Jak jiz bylo zminéno vySe, NAT1 a NAT2 se od sebe 1isi rozdilnou distribuci ve tkanich
(Rodrigues-Lima et al., 2011), kdy NAT1 se vyskytuje predevsim v tlustém stfeve). Hlavni
funkci NATT je zprostiedkovani acetylace (Zhou et al., 2013).

Acetylace prostiednictvim NAT1 funguje na principu dvojitého vytésnéni, tzv. ping
pong bi bi. Tento kineticky mechanismus je dvoufazova reakce, kdy v prvnim kroku je
z acetyl CoA piemisténa acetylova skupina na cystein. Ten se nachazi v aktivnim mist¢ NAT1
(Klaassen, 2007; Walker et al., 2009). Dochazi k vytvoreni acetylovaného xenobiotického
meziproduktu. Nasledné je acetylovan substrat za vzniku CoA. Tzv. katalyticka tridda slozena
z cysteinu, histidinu a kyseliny asparagové je struktura napomédhajici pfi pfesunu acetylu
vramci NATI1. Toto uspofadani je zachovano vzdy na stejném misté ve vSech NAT
(Zhou et al., 2013; Guangping, 2020). Vzhledem k mozné karcinogenezi pii aktivaci
aromatickych aminti byla acetylace sledovana v riiznych studiich. U vzniklych derivatd mtze
dochazet k naslednym reakcim, jako je oxidace a k tvorbé znacné reaktivnich pro bunku
toxickych a karcinogennich latek. Déale bylo dokézéno, ze NATI1 se uplatiiuje pti katabolismu
folatii a tvorb€ karcinomd, a proto zacala byt NAT1 pouzivana pfi diagnostice rakoviny prsu
jako nadorovy biomarker (Zhou et al., 2013).

Bylo prokazéano, ze enzym NAT1 miZze byt inhibovan né€kterymi bézné pouzivanymi
protirakovinnymi léky. Pfikladem takovychto 1€kl jsou tamoxifen a lé¢iva pusobici jako
antagonisté estrogennich receptori. Ob& léCiva se uplatiuji pii 1écbé karcinoml prsu
a zpusobuji inhibici NATI1. Jejich utlum mutze byt i ireverzibilni, jako je tomu u vyznamné
chemoterapeutické latky cisplatiny. Ta se vyuzivd pro terapii rtiznych typd rakovin
(Rodrigues-Lima et al., 2011).

Zajem o NAT se projevil ptfi zkoumani acetyl CoA, ktery je podstatnym meziproduktem
metabolismu. V biotransformaci xenobiotik zastdvaji NAT ulohu ve farmakologii, kde se
uplatnuji v pochopeni rozdilné zpiisobilosti jedinci metabolizovat 1é¢iva. Odlisnd metabolicka
schopnost jednotlivcl je dana etnickou pfisluSnosti, kterd mize mit dopad na klinické studie.
Zaroven se vyuziva pro porozuméni nezadoucich vedlejSich uc¢inki 1é¢iv (Sim et al., 2014).
Lidsky gen NAT1 muze ovliviiovat enzymovou aktivitu, protoZze obsahuje funkéni
polymorfismy (Alsanosi et al.,, 2014). Obecné¢ se NATI Ilokusy vyznacuji velkym
polymorfismem. Na obrdzku ¢. 3 se nachdzi gen pro lidsky NATI, ktery je ulozen
na chromozomu 8p22. V horni ¢asti jsou CpG ostlivky identifikované restrikéni digesci pomoci
BssHII (B), Eagl (E) a Kspl (K). Dole oznacuji Sipky vloZeni, nebo odstranéni. X je oznaceni

bodovych mutaci, jenZ maji za nasledek zkraceni genového produktu, nebo vedou k genovému
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produktu se snizenou aktivitou. Hvézdy zna¢i bodové mutace v alele NAT1*10 (Sim et al.,

2000).
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Obrazek 3: Schéma lidského genu NATI. Bv— BssHII, E — Eagl, K — Kspl, X — bodova mutace,
hvézdy — bodové mutace v alele NAT1*10. Sipky znaci odstranéni, nebo vlozeni. Upraveno dle
(Sim et al., 2000).

Pro NATI1 bylo v jejim lokusu popsano 26 alel. Prvni geneticky polymorfismus NAT
byl popsdn u pacientli, kteti byli 1éCeni antituberkulotiky (Rodrigues-Lima et al., 2011).
Jejich odlisna schopnost acetylace 1é¢iv je dédicné podminény znak, ktery mizZe ovliviiovat
kone¢nou 1ékovou odpoveéd (Walker et al., 2009). Jejich polymorfismy mohou mit vliv
na aktivitu enzymu. Jeden typ fenotypu acetyluje pomaleji a druhy naopak rychleji
(Rodrigues-Lima et al., 2011; Alsanosi et al., 2014). Acetylacni fenotypy je mozné rozdélit
do dvou skupin na pomalé a rychlé. V piipadé pomalého acetylatoru jsou toxické metabolity
zadrzeny v jatrech po delsi dobu oproti rychlému acetylatoru. To miize zptsobovat nezadouci
hepatotoxicitu (Zhou et al., 2013; Alsanosi et al., 2014). Tyto fenotypy mohou byt odpoveédné
za nezadouci 1ékové reakce nebo dokonce byt spojeny s n€kterymi onemocnénimi. Takovym
ptikladem je rakovina. Expresi NAT1 mohou ovlivnit i faktory negenetického piivodu. Aktivita
muZe byt sniZena vlivem substratu, léky zpisobenou inhibici ¢i biologickymi oxidanty

(Rodrigues-Lima et al., 2011).
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1.1.5.3 N-acetyltransferaza 2

NAT?2 je lokalizovéana vétSinou ve stfevech ¢i jatrech, protoze se ucastni odbourdvani
1éCiv (Zhou et al., 2013). Z funkcniho hlediska ma lidsky gen NAT2 schopnost zménit
enzymovou aktivitu. To je dano funk¢nimi polymorfismy nachazejicimi se v tomto genu
(Alsanosi et al., 2014).

Acetylace prosttednictvim NAT2 je zaloZzena na stejném principu kinetického
mechanismu jako u NATI1. Nejprve je acetylova skupina acetyl CoA pfesunuta na cystein
a nasledné dochazi k acetylaci substratu. Vzniklym konec¢nym produktem je CoA. Pro lokusy
NAT?2, stejn¢ jako pro lokusy NATI, je charakteristické velké mnozstvi genetickych
polymorfismu. U lokusu NAT?2 bylo identifikovano 53 alel.

Poprvé byl geneticky polymorfismus aktivity NAT popsan u pacienta s tuberkulézou,
ktery byl 1écen antituberkulotikem isoniazidem. Ten byl z organismu eliminovan za pomoci
acetylace a lidského enzymu NAT2. Polymorfni acetylace byla prokdzana i u dalSich
terapeutickych 1€kii jako naptiklad sulfamethazin nebo hydralazin (Rodrigues-Lima
etal., 2011).

Z etnického hlediska se aZ u jedné poloviny populace s pivodem v Evropé a Africe
vyskytuje pomald acetylace. Ta je pfipisovdna genetickym polymorfismim genu NAT2.
Tyto polymorfismy mohou ovlivnit néchylnost jedince ke konkrétnimu typu rakoviny
vyvolanému chemikéaliemi zprimyslu. U téchto lidi je pifi dlouhodobém vystaveni
rakovinotvornych arylaminu zvySena pravdépodobnost rakoviny moc¢ového méchyt, Zaludku
¢i plic (Alsanosi et al., 2014).

Na obrazku €. 4 se nachazi gen pro lidskou NAT2, ktery je uloZen na chromozomu 8p22.
V horni ¢asti jsou CpG ostlivky identifikované restrikéni digesci pomoci BssHII (B), Eagl (E)
a Kspl (K). X je oznaceni bodovych mutaci, jezZ maji za nasledek zkraceni genového produktu
nebo vedou k genovému produktu se sniZenou aktivitou. Vyznacen je i pseudogen D8S21

(Sim et al., 2000).
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Obrazek 4: Schéma lidského genu NAT2. B — BssHII, E — Eagl, K — Kspl, X — bodova mutace,
D8D21 — pseudogen. Upraveno dle (Sim et al., 2000).
1.2 Acetaminofen

Acetaminofen neboli N-acetyl-para-aminofenol (APAP, acetaminophen) a téz znamy
pod nazvem paracetamol, je nejvyuzivanéjSim lécivem po celém svété. Jedna se o volné
prodavané antipyretikum a neopioidni analgetikum prvni volby, které mé Siroké uplatnéni
pii 1écbé téchto projevil u riiznych onemocnéni ¢i stavil. Jeho uzivani neposkozuje GIT, nema
vSak protizanétlivé schopnosti (Ayoub, 2021; Gerriets et al., 2024). Vzorec APAP je znazornén

na obrazku ¢&. 5.
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Obrazek 5: Struktura acetaminofenu. Pievzato z (Athersuch et al., 2018).
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1.2.1 Historie acetaminofenu

Lécivo APAP je metabolickym produktem fenacetinu a acetanilidinu jakozto derivath
anilinu. K objevu acetanilidu doSlo nahodné v osmdesatych letech 19. stoleti, kdy byl
pacientovi s parazity ve stfevech podan misto naftalenu. K jejich zdméné doslo v 1€karné,
ale diky tomu bylo zjisténo, ze zaménény 1€k snizoval vysokou horecku. Lék tak nasel
své uplatnéni v klinickém pouziti pod komercnim nazvem Antifebrin. Po kratké dobé byl
prokazan jeho toxicky ucinek, kdy u jedinci vyvolaval cyanozu zapfi¢inénou
methemoglobinemii. Toto zjisténi vedlo k dal§imu zkoumani latek fenacetinu a APAP,
které m€ly mit toxicitu mensi. Pii klinickém testovani téchto dvou latek dosel Joseph
von Mering k zavéru, ze pro lékafské pouziti byl vhodnéjsi fenacetin. APAP byl
podle Meringova chybného zavéru hodné toxicky. Toto tvrzeni bylo pozdéji z velké casti
vyvraceno. V tu dobu jiz pouzivany fenacetin zacal vykazovat zavazné nezadouci ucinky,
a tak dochazelo k dal$im studiim derivatt anilinu. Studie prokazaly, ze hlavnim produktem
metabolismu derivatl anilinu je APAP a ze pravé on ma analgeticky a antipyreticky Gcinek.
Zaroven bylo prokézéno, Ze vznikajici methemoglobinémii ma za vinu jiny metabolicky
produkt nez APAP. V USA byl APAP poté na trh sléCivy uveden pod nazvem Tylenol
ave Velké Britanii pod oznacenim Panadol (Toussaint et al., 2010; Jozwiak-Bebenista
a Nowak, 2014). V roce 2005 byl objeven novy produkt metabolismu APAP para-aminofenol.
Para-aminofenol je v jatrech vytvofeny a od latky APAP odvozeny metabolit, ktery se miize
dostat azZ do mozku. Déle muze byt konjugovan s kyselinou arachidonovou a dat vznik produktu
N-(4-hydroxyfenyl)-arachidonamidu. Tento metabolit spole¢né s dal§imi latkami umoznuje
APAP ptisobit proti bolesti. V soucasné dob¢ je APAP prvni preferovanou volbou pii lécbé
bolesti nebo horecky vzhledem k bezpe€nosti jeho terapeutickych davek oproti nesteroidnim

c o w

protizanétlivych 1é¢iviim (Ayoub, 2021).

1.2.2 Mechanismus ptisobeni
Lécivo APAP inhibuje drahy cyklooxygenazy (COX, cyklooxygenase), ale konkrétni

mechanismus jeho plisobeni neni zndm. Piestoze 1é¢ivu APAP chybi uc€inky proti zanétu, byva

rrrrr
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¢1 zmirnéni teploty. APAP ma schopnost inhibice cesty COX v centralnim nervovém systému,

nezvladne vsak potlacit tuto drahu v perifernich tkdnich (Gerriets et al., 2024). Na centralni
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a COX-2 (Rouzer a Marnett, 2009). APAP se nevaze na aktivni misto COX, ale pravdépodobné
jeho mechanismus plsobi skrze inhibice COX-3, kterd je sestfihovou variantou COX-1
(Gerriets et al., 2024). Mechanismus analgetického a antipyretického ptasobeni APAP neni
dosud zcela vysvétlen. Pii bakteridlni ¢i virové infekci dochdzi k zadnétlivé odpovédi organismu,
ktery nasledné uvoliuje signalni molekuly jako jsou interleukin-1p, interleukin-6 anebo tumor
nekrotizujici faktor-o (TNF-a, tumor necrosis factor o). V disledku toho lidské télo reaguje
febrilii (Ayoub, 2021). Predpoklada se, Ze antipyretické a analgetické vlastnosti 1é¢iva APAP
jsou vyvolany prostiednictvim jeho plisobeni na omezeni aktivity drah COX, coz dale vede
k inhibici tvorby prostaglandinu v centrdlnim nervovém systému. V ném ziroven muze
dochazet ke stimulaci descendentnich serotonergnich drah, které pravdépodobné mohou byt
odpovédné za jeho analgeticky ucinek (Gerriets et al., 2024).

COX se jako katalyzatory ucastni syntézy prostaglandinu z jejich prekurzorové kyseliny
arachidonové a dalSich latek ucastnicich se zanétu, bolesti, febrilie, agregace trombocytl
nebo produkce hlenu v GIT (Toussaint et al., 2010). Toto jejich plisobeni je jeden z ditvodi,
prostaglandin-endoperoxid syntazy 1 (Ptgs-1, prostaglandin-endoperoxide synthase 1) je
ulozena geneticka informace COX-1, jenz je pfepisovana do relativné stabilni messengerové
RNA (mRNA, messenger ribonucleic acid). VSechny tkané, ve kterych miiZzeme najit COX-1,
ji jsou schopny exprimovat a distribuovat. COX-1 dava vznik prostaglandinim nezbytnym
pro hemostdzu, cytoprotekci zaludku a obecné pro udrzeni homeostdzy. Ve srovnani s tim se
prostaglandiny syntetizované za katalyzy COX-2 ¢astni naptiklad tvorby nadort, zanétlivych
reakci a obecné pii patologickych stavech, protoZe k aktivaci genu prostaglandin-endoperoxid
syntazy 2 (Ptgs-2, prostaglandin-endoperoxide synthase 2) pro COX-2 je zapotiebi
k proliferacnich nebo zanétlivych podnéti. Vzhledem k tomu, Ze jeho gen obsahuje nestabilni
sekvence, tak je jeho mRNA modifikovana. To dalo popud k vytvofeni inhibitord COX,
které¢ by pusobily proti zanétlim, ale zaroven neovlivituji nezddoucimi ucinky jako nesteroidni
protizanétlivé 1éky (Rouzer a Marnett, 2009).

Bylo prokézano, ze acetaminofen pisobi jako inhibitor NAT2. Jeho inhibi¢ni G¢inek

ovliviiuje acetylaci, coz muze vést k vyznamnym lékovym interakcim (Park et al., 2023).
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1.2.3 Metabolismus

Po poziti 1é¢iva APAP dochazi k jeho vstiebavani v tenkém stievé pasivni difuzi.
Vzhledem k tomu, Ze je rozpustny v lipidech, tak mlize prochazet skrz membrany bunék
a hematoencefalickou bariéru (Ayoub, 2021). Prostupuje do celého organismu mimo tukovou
tkan. Podstatna ¢ast vzniklych metaboliti APAP je eliminovana moci, kterou se do 24 hodin
vylouci nad 90 % terapeutické davky (Gerriets et al., 2024).

Odbouravani APAP probiha v jatrech, kde asi 60 % APAP podléhd glukoronidaci
a okolo 30 % prochazi sulfataci. Vytvotené konjugaty jsou ve vodé rozpustné a nasledné jsou
ptes ledviny odstraniovany moci. Ptiblizné 5 % 1é¢iva APAP je metabolizovano mikrosomalnim
systémem enzymil CYP a konkrétné se oxida¢nich reakci ti€astni CYP1A2 a hlavné CYP2E].
Vznikéd reaktivni metabolicky meziprodukt N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI,
N-acetyl-p-benzoquinone imine), ktery reaguje s glutathionem a tvoifi se acetaminofenovy
a glutathionovy konjugat (APAP-GSH, acetaminophen-glutathione). Ten je prvotné
eliminovan zluci a k dalsi degradaci dochézi v ledvinach. Kone¢né produkty biotransformace
léciva APAP kyselina merkapturovd a konjugat cysteinu jsou vylouceny moci ven z téla
(Mazer a Perrone, 2008; McGill a Jaeschke, 2013; Gerriets et al.,, 2024). Schéma
biotransformacnich cest odbouravani APAP je zndzornéno na obrazku €. 6.

Za fyziologickych podminek je detoxikace NAPQI spojena s glutathionem a déle je
NAPQI vyloucen Zlu¢i a moci. Nasledkem malnutrice nebo vysokého mnoZstvi latky APAP
v organismu muzZe ale dochdzet k pfedavkovani pacientdl (Moriarty a Carroll, 2016;
Ramachandran a Jaeschke, 2017). Pokud jsou cesty odbouravani ptesycené, tak se vytvari
nadbytek NAPQI. Ten nasledné¢ okamzité podléha konjugaci s gluthationem ¢i sulfatem. Pokud
jsou jejich jaterni zasoby vycCerpany, tak dochazi k navyseni koncentrace NAPQI. NAPQI je
proto oxidovan CYP (Mazer a Perrone, 2008; Gerriets et al., 2024). Tento toxicky produkt
metabolismu APAP je zodpovédny za poSkozeni azZ odumieni bunék, coZ vyvolava selhani jater
nebo vaznou poruchu ledvin (Seth, 2019). Hepatotoxicita zplisobena APAP je castéjsi
nez nefrotoxicita. V ptipad¢ pfedavkovani se miize stat, Ze dojde k akutnimu renélnimu selhani
zapiic¢inéného hepatoxicitou (Vrbova et al., 2016b). V disledku toho je narusena homeostaza
v téle a prostfednictvim aktivovanych kaspaz a enzymy lyzozom je zah4jena naprogramovana
smrt bun€k, tzv. apoptdza. Diky tomu je tkan nekroticka, coz vede az k orgdnové dysfunkci
(Mazer a Perrone, 2008). Cesty biotransformace APAP se znac¢né lisi s vékem. Novorozenci
odbouravaji APAP pievazné pies konjugaty se sulfatem, protoZe vyvoj a spravné fungovani
glukoronidacni cesty nastava okolo druhého roku zivota. Se vzriistajicim vékem a u dospélych

je tomu naopak a prevazuje glukoronidace nad sulfataci (Moriarty a Carroll, 2016).
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Obrazek 6: Biotransformac¢ni drahy acetaminofenu. CYP2E1 — cytochrom 2E1;
GST — glutathion S-transferaza; NAPQI — N-acetyl-p-benzochinonimin; SULT — sulfotransferaza,
UGT - UDP-glukoronosyltransferaza. Upraveno dle (Hodis, 2015).

1.2.4 Farmaceutické uc¢inky a davkovani
Vzhledem k tomu, ze APAP pilisobi v centrdlnim nervovém systému, pouziva se
pii 1écbé raznych druhii naléhavych bolesti u dospélych. Jeho analgetické ucinky se uplatiuji
pii bolesti hlavy, zad, zubl, u menstrua¢nich a osteoartritickych bolesti a dale také
u onemocnéni pohybového aparatu nebo pfi bolestech po prodélané operaci. Na periferiich
inhibovana syntéza prostaglandinu nesouvisi s analgetickym pisobenim [é¢iva APAP

(Ayoub, 2021).
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V klinické mediciné miize byt toto 1éCivo aplikovano intravenézné¢ pomoci infuzi,
rektalné v podobé Cipkil, a to hlavné pro détské pacienty. Nejdostupnéjsi forma je oralni
naptiklad ve form¢ tablet, Sumivych tablet, kapsli nebo sirupti (Gerriets et al., 2024).

Dospéla osoba muze uzit dle potieby peroralné az dvé tablety v jedné davce, interval
mezi ddvkami musi byt nejmén¢ 4 hodiny. Jedna tableta obsahuje 500 mg APAP. Za 24 hodin
je to tedy maximalné 8 tablet, coz ¢ini nejvyssi denni davku 4 g. V ptipad¢ dlouhodobého
podavani, vice nez 10 dnti, je mozno uzit pouze 5 tablet denné¢, tedy 2,5 g APAP. U d¢éti je
davkovani vazano na télesnou hmotnost, tzn. ze se podava 15 mg/kg kazdych 6 hodin,
a to az do maximalni denni davky 60 mg/kg. Jako chemicka latka uzivana ve farmakologii je
na trhu bud’ samostatn¢, anebo coby soucast dalSich analgetickych latek obsahujici naptiklad
kofein, aspirin ¢i jina opioidni 1é¢iva plsobici proti bolesti (Ayoub, 2021; Agrawal a Khazaeni,
2024). Vstiebavani acetaminofenu ze zazivaciho traktu je rychlé, 1é€ebnd hladina, kdy dochazi
k ulevé od potizi se dostavuje piiblizné¢ po 30 minutach a vrcholi cca za 2 hodiny. Dojde-li
k predavkovani dochazi k maximalni koncentraci za 4 hodiny (Agrawal a Khazaeni, 2024).

Pfi nedavné pandemii COVID-19 byl APAP pouZivan Castéji nez jina volné dostupna
analgetika jako napft. ibuprofen. Ibuprofen byl docasné vytazen kviili mozné kontraindikaci
jako je zhorseni celkového stavu, utlumeni imunitniho systému nebo by mohl pfispét k rozvoji
zapalu plic (Ayoub, 2021).

V USA a Spojeném kralovstvi bylo zaznamenano vice nez 20 000 ptipadl predavkovani
lécivem APAP za rok. V celosvétovém méfitku se fadi jako pticina nutnosti transplantace jater

na druh¢é misto (Vrbova et al., 2016b; Agrawal a Khazaeni, 2024).

1.3 Cisplatina

Cisplatina (CisPt, cisplatin) je protinadorové 1é¢ivo pouzivané pii chemoterapii
apouzivda se vonkologii pfi 1é¢bé rakoviny vajecnikii, varlat, mocového méchyfte,
nemalobunécéného 1 malobunééného zhoubného nadoru plic, ale 1 zdrode¢nych bunék a u celé
fady dalSich nadort. Pfi radioterapii se vyuziva jako radiosenzibilizator (Dasari a Tchounwou,
2014; Kwok et al., 2017). Struktura CisPt je zndzornéna na obrazku €. 7. Z chemického hlediska
se jedna o komplex tézkych kovi, kde je v centru celé slouCeniny obsaZzen atom platiny.
V pozici cis je pak platina a na ni jsou navdzané¢ dvé aminoskupiny a dva chloridové ionty.
Biochemickou vlastnosti, kterou se CisPt vyznacuje, je inhibice syntézy DNA a souasné
preruseni jejiho fetézce prostiednictvim vybudovani vnitrovldknovych a mezivlaknovych

transverzalnich vazeb ve struktute DNA (Kwok et al., 2017).
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Jednd se o 1€k splatinou prvni generace, ktery je v Iékarské praxi vyuzivan
jako terapeutikum prvni volby s pfiznivym inhibi¢nim dopadem na solidni nadory. Nadory
prenastavuji metabolické procesy probihajici v buiice, aby se podpofiilo rakovinné bujeni.
Pteprogramovani téchto metabolickych déji ma vliv na navozenou smrt CisPt u nddorovych
bunck. Zaroven to miize ovlivnit 1 rezistenci nddorovych bunék vici smrti vyvolané CisPt.
Ty predstavuji dal$i mozny cil pro vyvoj novych potencialnich strategii, jak se vyhnout vzniklé
CisPt rezistenci a teda selhani terapie rakoviny (Wang et al., 2021).

CisPt se pouziva jako protirakovinny 1€k pfi 1écb¢ riznych druhii rakovin. Jednim z nich
je 1 rakovina prsu. Ve studii od Ragunathan et al. (2009) poukézali na to, Ze by NAT1 mohla
mit vyznam v progresi této rakoviny, protoze dochdzi k jeji expresi. NATI jakozto enzym

acetylace v biotransformaci se stala cilem chemoterapeutického 1éku CisPt.

Cl Ilm,, .‘\\\\NH

CI/ \NH

Obrazek 7: Schéma cisplatiny. Pfevzato z (Dasari a Tchounwou, 2014).

1.3.1 Historie cisplatiny

Poprvé byla CisPt uméle vytvotfena v roce 1844, ale jeji struktura byla popsana
az o padesat let pozdéji. Pozornost si ziskala v 60. letech 20. stoleti, kdy byl objeven jeji
inhibujici vliv na délici buiiky bakterie Escherichia coli. V&dci uvaZzovali, zda by nemohla byt
pouzita na 1écbu rakoviny, a tak se zacalo uvazovat o mozném potenciadlu aplikovani jinych
vzécenych kovi, jako je paladium nebo sloudenin platiny v tomto oboru. Utadem pro kontrolu
potravin a 16¢iv byla CisPt schvalena v roce 1987 pro onkologickou 1é¢bu. Slo tak o prvni
slouceninu s obsahem platiny. Pouziti CisPt jako chemoterapeutika se stalo velmi efektivnim
a zastava tak vyznamnou ulohu pro l1é¢bu karcinomt. V klinickém pouziti naSla uplatnéni
pro terapii rakoviny jakoZto nova strategie v kombinaci s ostatnimu protinadorovymi 1éCivy,
aby se zamezilo moznym nezddoucim vedlejSim ucinkiim ¢i potenciadlnim rezistencim na léky
(Dasari a Tchounwou, 2014, Wang et al., 2021). CisPt je z organismu odstraiiovdna pievazné
moci a v malé mife i Zlu¢i. Biologicky poloc¢as na pocatku je 20-30 min a koncovy polocas je

az 24 hod (Gold a Raja, 2024).
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1.3.2 Mechanismus ptsobeni

Mechanismus pusobeni CisPt je zaloZzen na principu, kdy dochéazi k zasitovani
s purinovymi bazemi DNA guaninem a adeninem. CisPt zarovenl mize narusit opravné procesy
probihajici v DNA, coz vede k jejimu poSkozeni, a tak je u rakovinnych bun¢k navozena jejich
apoptédza (Dasari a Tchounwou, 2014).

Po vstupu do cytoplazmy bunék je CisPt aktivovana substituci chloridovych skupin
za molekulu vody. Nasledn¢ je navazana na DNA na pozici N7 na purinovych bazich. Dochazi
k tvorbé 1,2- wvnitrovldknovych pfiénych vazeb a pfipadné v mensi mife ke vzniku
mezivlaknovych vazeb. To muze vést u rakovinnych bunék k poSkozeni ve struktuie DNA
a zamezeni dalSiho déleni bunék prostfednictvim zasahu do procest replikace a transkripce.
To miize nakonec sméfovat k navozeni bunécné smrti, konkrétné k apoptoze (Tchounwou
etal., 2021; Wang et al., 2021).

Latky, které mohou pfivodit poSkozeni DNA, se vyznacuji niz8i toxicitou u bunck
nepodléhajicich proliferaci. Navzdory tomu ale CisPt poskozuje buiiky proximalnich tubuld.
Dle rGznych studii a vyzkumil k poSkozeni dochézi vlivem zanétlivych reakci, apoptézou
nebo oxida¢nim stresem. CisPt je vychytavana bunikami ledviny, které jsou organem, jenz ma
na starost jeji eliminaci. V ledvinach se hromadi vic nez v jinych orgéanech a jeji koncentrace
v bunikach proximalnich tubulii je az Skrat vétSi nez v séru, coz se podili na vzniklé
nefrotoxicité vyvolané CisPt (Yao et al., 2007). Efektivnost CisPt se uplatiiuje pifi 1écbé rychle
se zvetSujicich zhoubnych nadort, protoZe je mozné se zaméfit na buniky prochézejici rychlou
proliferaci. Jeji prospesnost tak klesa u nadort rostoucich pomalu (Gold a Raja, 2024).

Buriky v téle udrzuji za fyziologickych podminek rovnovahu mezi hladinou reaktivnich
forem kysliku (ROS, reactive oxygen species) a procesy, které maji na starost
jejich vychytavani a eliminaci. V pfipad¢, kdy je tato rovnovdha naruSena a dochazi
k jejich nerovnovaze ve prospéch ROS, dochazi v buiice ke vzniku tzv. oxidacniho stresu
(Dasari a Tchounwou, 2014). ROS maji negativni vliv na bunécéné slozky, jako jsou lipidy,
DNA nebo proteiny tim, Ze je oxidacné posSkozuji. Nadorové buinky podléhaji vétsSimu
oxida¢nimu stresu a tvoii se nadmérné mnozstvi ROS neZ u bun¢k zdravych. Jedna se o velmi
dalezity mechanismus, ktery se i€astni na cisplatinové toxicit€¢. ROS zptisobuji propustnost
vnéj§i membrany v mitochondriich, podileji se na poSkozeni DNA a apoptoze (Dasari
a Tchounwou, 2014; Wang et al., 2021). Nadorové buniky maji zrychleny metabolismus
a pro snazsi proliferaci pottebuji zvySené koncentrace ROS, které maji vliv na signalni proteiny

podilejici se na bunééném déleni (Tchounwou et al., 2021).
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1.3.3 Nezadouci ucinky

I ptesto, ze CisPt nasla své uplatnéni pii 1é¢bé rakoviny, tak mé i fadu nezadoucich
systému proti infekcim, rizné alergické reakce, potize s GIT, hemoragie nebo ztrata sluchu.
CisPt pfichazi o svij ucinek v dasledku odolnosti nddorovych bun¢k na podavané Iéky,
a to miize vést k selhani chemoterapie a nasledné k progresi rakoviny (Dasari a Tchounwou,
2014; Wang et al., 2021).

Zpusobena nefrotoxicita limituje mnozstvi pouzité davky a az u 20 % pacientll, kterym
je ve vysoké mife CisPt podavéana, dochdzi k t¢zkému naruseni spravné funkce ledvin. V téch se
CisPt akumuluje castéji neZ na jinych mistech v téle, a pravé jeji nerovnovazné hromadéni
v ledvinné tkani pfispiva k nefrotoxicité. Na mechanismu vzniku nefrotoxicity zpisobené CisPt
se podili vice faktorti, mezi které patii oxidacni stres, zanét, apoptoza a fibrogeneze. Nizsi
koncentrace CisPt indukuji apoptéozu pomoci drah zavislych na kaspdzach-9 a naopak jeji
vysoké koncentrace navozuji nekrézu bunék proximalnich tubulii. Fibrotickd tkan se tvofi
peritubularné a soucasné dochézi k infiltraci lymfocyt a makrofagi (Yao et al., 2007).

Pro poskozeni nebo dysfunkci ledvin vyvolané CisPt neexistuje Zadna specialni 1é¢ba.
V ramci prevence je lé¢enym pacientiim standardné podavan fyziologicky roztok s elektrolyty,
aby dochazelo k jejich intenzivni hydrataci, ¢imz se snizuje riziko nefrotoxicity. Zaroven
zvySeni objemu diky fyziologickému nebo hypertonickému roztoku umozituje zrychlit
odvadéni CisPt ven zorganismu. Pfitom nedochazi ke zméné akumulace CisPt v buiice,
ale k navozeni bunécného stresu, ktery upravuje jeji senzibilitu na CisPt. Ta obtizn¢ pronika
k DNA, bunky proximalnich tubuld jsou odolngjsi k apoptdéze a u nefrotoxinli ovliviiuje
jejich metabolickou pfeménu. Soucasné jim jsou dopliiovany hladiny drasliku a hoic¢iku
pro zachovani spravné funkce ledvin, protoZe pii lécbé CisPt mohou pacienti trpét nezadoucimi
gastrointestindlni problémy (Yao et al., 2007).

Vyzkum se zaméfil na hleddni moZnosti, jak obejit nezadouci ucinky CisPt
prostfednictvim aplikace jejich analogli, které se vyznacuji niz$i toxicitou, nebo na pouZiti
kombinované 1é€by s dal§imi protirakovinnymi 1é€ivy ¢i vyuZiti nanotechnologii (Tchounwou

etal., 2021).
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1.4 Lidské proximalni tubularni buiiky HK-2

Ledviny jsou organ, ktery se vyznamné podili na vyluCovani, ¢imz kontroluje
extracelularni prostfedi a soucasné udrzuje homeostdzu. Pro léky se stava cilovym mistem
jejich toxicity, kdy velice Casto vlivem jejich ptsobeni dochazi k poskozeni ledvin. Renalni
poskozeni je spojeno s nartistem mortality a morbidity pacient. Z tohoto divodu dochazi
k selhani preklinickych studii pro vyvoj IéCiv (Qiu et al., 2018).

S ohledem na zvySenou potiebu testovani nefrotoxicity na lidskych bunkach se
vyuzivaji primarn¢ bunky proximalnich tubulG lidskych ledvin. Aby nedochazelo
ke komplikacim ve vyzkumu s pouzitim celych organti ¢i zvirat, byly vytvofeny nékteré
bunécné linie jako napft. lidskych proximdalnich tubularnich buitkach (HK-2, Human Kidney-2)
(Ryan et al., 1994; Vrbova et al., 2016a). Mimo HK-2 buiiky se pro testovani nefrotoxicity
mohou pouzivat i jiné modely bunéénych linii, jako je naptiklad bunécna linie praseci ledviny
(LLC-PK1, pig kidney cell line), bunécna linie lidské embryondlni ledviny (HEK293, Human
Embryonic Kidney cell line) nebo bunécna linie opici ledviny (JTC-12, monkey kidney cell line).
Hlavni rozdil mezi témito liniemi je pfedevs$im v jejich odlisném ptivodu (Vrbové et al., 2016a).

Bunéénd linie HK-2 je imortalizovand, tzn. Ze dojde k znesmrtelnéni bunck
(Handl et al., 2020). Linie byla vyvinuta piisobenim rekombinantniho retroviru lidského
papilomaviru 16 (HPV 16, human papillomavirus 16), ktery obsahuje gen E6/E7, na primarni
kulturu proximalnich tubuldrnich bun€k z kiry bézné lidské ledviny zdravého dospélého
¢loveéka. Tyto geny usmériuji replikacni proces DNA a bunééné mnoZeni. Vyhoda bunécné
linie je, Ze si builky zachovavaji stejné fyziologické 1 chemické vlastnosti, jako maji
fyziologické renalni buiiky a nejsou ovlivnény dé&ji probihajicimi v organismu. Diky témto
vlastnostem se zacaly pouzivat jako zékladni nastroj pro testovani in vitro (Ryan et al., 1994;
Vrbova et al., 2016a). A pravé toto testovani vychazi ze zakladnich bunécénych procest, jako je
jejich rlst, metabolismus a smrt (Qiu et al., 2018). O téchto faktorech nas mlze informovat
pocet pasazi. Zaroven bylo prokdzano, ze pocet pasazi miize mit vliv na reakci bun€k na toxiny

(Handl et al., 2020).
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Prave jako in vitro model byva bunécna linie HK-2 vyuzivana pro studium nefrotoxicity
zpisobenou fadou sloucenin. Mezi tyto slouceniny patii nefrotoxiny nebo 1é¢iva napiiklad
APAP, CisPt, tetracyklin, gentamicin, vankomycin, chlorid kademnaty a dalsi

(Qiu et al., 2018). Buné&¢nou linii HK-2 je mozné vidét na obrazku €. 8.

Obrazek 8: HK-2 buiiky. Fazovy kontrast, zvétseni 200x, méfitko = 50 um.

1.5 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova teté¢zova reakce (PCR, Polymerase Chain Reaction) je pralomova
laboratorni metoda molekularni biologie, ktera byla vynalezena v polovin€ 80. let 20. stoleti.
V soucasné dobé je to jedna znejcennéjSich a nejvyuzivanéjSich laboratornich technik.
Uplatnuje se v ptipadech, kdy je nutné zmnozit dané iseky DNA. Metoda PCR tedy jako prvni
dala moznost pro specifickou detekci a tvorbu velkého mnozstvi DNA. Predpoklada se,
ze metoda PCR bude hojné vyuzivana v laboratorni diagnostice 1 do budoucna
(Zhu et al., 2020). Tento zptisob je hojné pouZivan nejen ve zdravotnictvi k diagnostice nemoci
pomoci detekce patogent, ale i v dalSich oborech ke klonovani ¢i sekvenaci gend. Pomoci této
techniky Ize vytvofrit az miliardy kopii urcitého segmentu DNA, které mohou slouzit
pro nasledné analyzy (Green a Sambrook, 2019; Waters a Shapter, 2014). Pti provadéni PCR
je nutné, aby byla pfitomna templatova DNA, primery, nukleotidy a DNA polymeraza.

Metodu PCR je mozné provadét s pouzitim vychozi DNA raznych typt tkani
nebo organismt, dale z periferni krve, slin, vlast, kize a mikroorganismt. Pro vytvoteni
dostate¢ného poctu kopii k analyze bézné pouzivanymi laboratornimi metodami staci stopové
mnozstvi DNA. Proto je PCR pokladana za vysoce citlivou (Garibyan a Avashia, 2013). Prib¢h

celého testovani metodou PCR je provadén automaticky pomoci ptistroje zvaného termocykler,
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ve kterém dochazi k teplotnimu cyklovani. Pribéh PCR je oproti jinym metodam rychly,
vysledek mtize byt znam béhem nékolika malo hodin (NHGRI, 2020).

PCR uplatituje pfirozené bunécné procesy, které jsou vyuzity pii replikaci nového
fetézce DNA. Umoznuje amplifikaci neboli zmnozeni urcité sekvence DNA, a tak dochazi
v kratkém case k vytvoreni milioni kopii (Artika et al., 2022). Syntéza nového vlakna DNA je
zprostiedkovana enzymem DNA polymerazou, jenz ptifazuje volné nukleotidy, kterymi jsou
dusikaté baze adenin, guanin, thymin a cytosin. Vychozim bodem, kde zac¢ina pracovat DNA
polymeraza, jsou primery, kratké¢ fragmenty DNA o definované délce nukleotidl, které se
vazou na komplementarni mista templatu a oznacuji tak pocatek celé reakce
(Garibyan a Avashia, 2013; NHGRI, 2023b).

Metoda PCR ma velkou fadu ptednosti, jako je jednoduchost provedeni postupu
s rychlym ziskem vysledki, citlivost, vytvofeni velkého poctu kopii pro dalsi analyzu
jako sekvenovani nebo klonovani. Kvantitavni PCR (qPCR, quantitative PCR) ma stejné
vyhody, a navic dochazi ke kvantifikovani nasyntetizovaného produktu, a tak se uplatiuje
pti zkoumani modifikace hladin exprese genii u nadorti, mikroorganismi a u patologickych
stavll. Nevyhodami metody je pfiliSna citlivost, kterd je nachylnd na kontaminaci vzork,
a to plati i pro stopové mnozstvi DNA, nasledkem mohou byt chybné a zavad¢jici vysledky.
DNA polymeraza miize myln¢ zatradit do sekvence nukleotidy dle komplementarity. Pro navrh
primert jsou potieba predesla sekvenacni data a zaroven nasedat nespecificky na cilovou DNA

(Garibyan a Avashia, 2013).

1.5.1 Historie PCR

Proces replikace jednovlaknovych DNA  (ssDNA, single-stranded DNA)
z templatového vlakna za pomoci DNA polymerazy a syntetickych primeri byl poprvé popsan
v 70. letech 20. stoleti. O objev metody PCR v soufasné podobé se zaslouzZil americky
biochemik Kary Banks Mullis v roce 1983. V roce 1993 ziskal Kary Mullis za své zéasluhy
Nobelovu cenu za chemii (Maheaswari et al., 2016; Cheriyedath, 2023). To zptisobilo rozvoj
v oblasti molekularni biologie s pouZzitim nejen pro zakladni vyzkum, ale i pro diagnostiku
vrozenych a podminéné genetickych ¢i infekénich onemocnéni, forenzni analyzu DNA,
genotypovani a testovani v zemédélstvi (Thermo Fisher Scientific, 2023; Jalali, 2017). PCR je
obecné pokladédna za jeden z nejvyznamnéjsSich védeckych prulomi 20. stoleti. Diky schopnosti
identifikovat specificky tisek DNA a s pfesnosti a rychlosti syntetizovat velky pocet kopii si
tato technika zaslouzila ptirovnéani k ,,molekulérni kopirce®. Do soucasné doby byla vyvinuta

celd fada dalSich postupii vychazejicich z ptiivodni metody PCR (Jalali, 2017).
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1.5.2 PCR cykly
PCR je cyklicky se opakujici, tfikrokovy proces skladajici se z denaturace, teploty
nasednuti primerti a elongace (Green a Sambrook, 2019). Opétovnym provedenim téchto

jednoduchych krokti 1ze analyzou PCR zmnozit cilovou oblast (Analytical Methods Committee,
2014). Schéma PCR je znazornéno na obrazku ¢. 9 (NHGRI, 2023a).

DNA se sekvenci zajmu
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Obrazek 9: Schéma PCR. Upraveno dle (NHGRI, 2023a).

Pfed samotnym cyklovanim je na termocykleru nastavena tvodni denaturace.
Jejiteplota zavisi na idedlni teploté pro spravnou aktivitu DNA polymerdzy a poctu
komplementarniho guanino-cytosinového paru (GC, guanine-cytosine pair) obsazen¢ho
v templatové DNA. Uvodni denaturace probihé p¥i 94-98 °C maximalné 3 min. Cas i teplota
mohou zaviset na vyrobci reagencii. V pfipad€, Ze by byl Cas delsi, by mohla byt DNA
polymeréza inaktivovana a jeji enzymaticka aktivita zni¢ena (Lorenz, 2012).

Denaturace je prvotnim krokem PCR, kdy je rozdélena dvouvlaknova DNA (dsDNA,
double-stranded DNA) za vzniku dvou ssDNA. Rozdéleni dsDNA je zapfi¢inéno zahtatim
na teplotu okolo 95 °C (Rogers, 2010; Green a Sambrook, 2019). Teplota i doba potiebna
k oddéleni vodikovych vazeb mezi pary dusikatych bazi zélezi na poctu GC paru
a adenino-thyminového paru (AT, adenin-thymine pair) v sekvenci DNA. Pii vétSim
zastoupeni GC part je potiebna teplota vyssi, protoze maji tfi vodikové vazby oproti AT param
majicim dvé&. Ostatni vazby vlakna zlistavaji netknuté, aby vznikla ssDNA slouZici jako templat

pro dalsi fazi cyklu (Analytical Methods Committee, 2014).
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Ve druhém kroku PCR nasedaji dva oligonukleotidové primery na cilovou sekvenci
denaturované ssDNA. Pfedni primer nasedd na 3" konec a syntéza horniho vldkna probiha
ve sméru od 3’k 5”. Reverzni primer naseda na 5" konec a syntéza spodniho vlakna jde ve sméru
od 5'ke 3°. Aby k tomuto dé&ji mohlo dojit, musi byt ptivodni teplota snizena na 55-70 °C.
Teplota je ovlivnéna naptiklad obsahem GC para nebo délkou nasedajiciho primeru. Pii vysoké
teploté by nemuselo dojit k nasednuti primeru (Lorenz, 2012; Analytical Methods Committee,
2014; Green a Sambrook, 2019).

Posledni casti PCR je extenze ¢i elongace, kdy od 3’konce primerG probiha
prodluzovani fetézce a nasedd termostabilni DNA polymeraza. Ta zaclenuje nukleotidy
dle komplementarity na primery a syntetizuje tak vznik nového vlakna (Rogers, 2010;
Green a Sambrook, 2019). V tomto kroku musi dojit ke zvySeni teploty, ktera zavisi na pouzité
DNA polymeraze v reakci. Optimdlni teplota pro Taq DNA polymerazu je okolo 72 °C
(Lorenz, 2012; Ferrini, 2021). Cela reakce se opakuje ptiblizn¢ 25-35krat a béhem jednoho
cyklu dochazi ke zdvojnasobeni kopii cilové sekvence. Jednd se o exponencialni narist
amplifikovaného templatu DNA (Analytical Methods Committee, 2014; Green a Sambrook,
2019).

Na konec je nastavena zavérecnd extenze, pii které zastavad zachovano teplotni
cyklovéani, ale ¢as byva prodlouzen na 5 min a déle. Tento krok umoznuje dokonceni probihané
syntézy neuplnych PCR produkt. Zaroven termostabilni DNA polymerdza miize ptidat
na vzniklé produkty PCR zbytek adeninu na 3konec, ktery slouZi pro ptipadné molekularni
klonovéani (Lorenz, 2012).

Cely proces se odehrava v programovatelném termocykleru, ktery dokaze regulovat
dle jednotlivych krokl cyklu teplotu i ¢as. Konec nastane ve chvili, kdy se pod limitujici
koncentraci dostanou deoxynukleotid trifosfaty, primery nebo DNA polymeraza
(Analytical Methods Committee, 2014; Green a Sambrook, 2019).

Technika PCR dospéla v pritb¢hu let k vyvoji, aniz by se ménily zakladni principy.
Posunem doptedu bylo zdokonaleni vykonosti DNA polymerdz, dalSich €inidel a inovace
v pouzitych plastovych nadobéch a instrumentaci, tak aby odolala zménam teplot v pribéhu

reakce (Thermo Fisher Scientific, 2023).
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1.5.3 Zakladni slozky PCR
Nedilnou soucasti celého procesu jsou komponenty zajiStujici spravny pribéh PCR
reakce. Pro tento d¢j je zapotfebi mit sadu primerd (popif. sond), termostabilni DNA
polymerazu, volné nukleotidy, templatovou DNA, reakéni pufr, hofecnaté ionty, vodu

bez obsahu nukleaz a DNA. Cela reakce dale probiha v termocykleru, o kterém bylo psano vyse

(Analytical Methods Committee, 2014; Green a Sambrook, 2019).

1.5.3.1 Primery

Primer je maly tsek DNA, ktery na ni naseda. Takto oznacuje misto odkud zaciné tvorba
nového vladkna (NHGRI, 2023a). Navrh dvou sad primert interagujicich s vazebnymi misty
na obou stranach cilové komplementarni DNA, zavisi na faktorech, jako je teplota tani,
zastoupeni GC pari, délce cilové DNA, produkce sekundéarnich struktur a velikosti primert.
Jejich délka mlize mit vliv na rychlost hybridizace na DNA templat. Sekvence by pak méla
v optimalnim rozmezi okolo 18-22 para bazi (bp, base pair). Pii velikosti nad 17 nukleotidt
dochazi k zamezeni jejich chybného parovéni. Delsi primery se pouzivaji ziidka, aby nebyl
snizena uc¢innost PCR reakce (Analytical Methods Committee, 2014; Ferrini, 2021).
Koncentrace primeru v reakei je standardné v rozmezi 0,1-1,0 uM (Czerny, 1996).

Teplota tani primert (Tm, melting temperature) je definovana jako teplota, pii niz se
polovina DNA rozd€luje do dvouvldknové struktury, zatimco druhd polovina zlstava
v jednovlaknové podobé. Optimalni teplota by méla byt mensi az o 2 °C oproti Tm, ¢imz se
vyhneme pfipadnému vzniku chyb pii hybridizaci primerQ s templatovou DNA. Navrhnuta
dvojice primerti ma podobnou Tm tak, aby k jejich nasednuti mohlo dojit soucasné. Teoreticky
je mozné Tm vypocitat zrovnice (1), kdy se pocitd mnozstvi jednotlivych nukleotidi
v primerové sekvenci (Denomme et al., 2000; Analytical Methods Committee, 2014).
V této rovnici (1) je Tm teplota tani primeri, G je pocet guanini v sekvenci primeru, C je pocet
cytosind v sekvenci primeru, A je pocet adenini v sekvenci primeru a T je pocet thyminQ

v sekvenci primeru.
T = 4[G + C] + 2[A+T] (1)
Idealni moznosti, jak optimalizovat teplotni podminky pro nasednuti primert,

je zkusebni provedeni PCR, pfi které se urci teploty dle nejnizsi teploty tani pro par primert

a pouZiji se teploty v rozmezi 2-10 °C (Green a Sambrook, 2019).
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Obsah GC je dalsim dtlezitym hlediskem, které je potteba zvazit. Pro stabilni vazbu
primer na ssDNA je idealni mnozstvi 40—60 % GC. Divodem je pevnéjsi vazba GC oproti
AT. Velikost vysledného produktu PCR zalezi na jeho dalSim pouziti a je velmi obtizné ziskat
velkou cilovou DNA, protoze se snizuje efektivnost amplifikace. V posledni fad¢ jde o moznou
tvorbu sekundarnich struktur DNA, kdy by dochazelo k navéazani jednoho primeru na druhy,
spojeni s totoznym primerem, anebo se dokonce mize vazat sam k sob&. Soucasné se také
zabranuje vzniku sekundarnich struktur, které by jesté jinak mohly znemoznit vazb¢ na ssDNA

(Analytical Methods Committee, 2014).

1.5.3.2 DNA polymeraza

Klicovym enzymem pro spojeni jednotlivych nukleotidt, kdy vznika kone¢ny produkt
PCR, je DNA polymerdza (Garibyan a Avashia, 2013; Maheaswari et al., 2016). DNA
polymeréza je kritickym prvkem PCR kvili jeji schopnosti syntetizovat podle templatové
ssDNA nové komplementarni vldkno. Mé polymerazovou aktivitu, jez na 3 koncich primert
ptipojuje nukleotidy, a tim prodluzuje vldkno ve sméru 5’az 3’ (Mandal, 2022).

DNA polymeraza byla poprvé izolovana v roce 1956 z bakterie Escherichia coli
a o tento objev se zaslouzil Arthur Kornberger. Ten popsal jeji funkci, kdy ze zakladnich
kamenti, volnych nukleotidi neboli deoxynukleosidtrifosfati (dNTP, deoxynucleoside
triphosphate) je schopna syntetizovat novy fetézec DNA dle komplementarniho templatového
vlakna. Vroce 1959 ziskal za tento objev Nobelovu cenu za fyziologii a lékafstvi
(Kornberg a Baker, 2005; Maga, 2019). Nevyhodou této polymerazy byla jeji citlivost na teplo,
kdy dochézelo k jejimu zniceni pii vysoké teploté denaturace. Polymeraza proto musela byt
pfidana v kazdém kroku cyklu PCR (Analytical Methods Committee, 2014; Thermo Fisher
Scientific, 2023).

Dtlezitym pokrokem bylo nalezeni termostabilni DNA polymerazy umoziujici stabilitu
reakce po del$i dobu, a tim vétsi moZnosti pro vylepSeni metody. V roce 1976 byla izolovana
DNA polymeraza 1 z termofilni bakterie Thermus aquaticus (Taq DNA polymeraza, DNA
polymerase I from Thermus aquaticus), nejznaméjsi termostabilni DNA polymeraza. Odolnost
vici teploté nad 75 °C umoznilo cyklovani bez nutnosti ptidani Cerstvého enzymu, coz dalo
moznost automatizovat cely proces. Pfi porovnani Taq DNA polymerazy s klasickou DNA
polymeréazou byla zjiSténo, Ze generované PCR produkty jsou delsi a prokazuji vétsi citlivost,
specifitu a lepsi vytézek. AvSak 1 Taqg DNA polymeraza ma urcité nedostatky. Nevyhodou je
jeji relativni nestabilita nad 90 °C v pribéhu denaturace. VéEtsi problém je templat DNA

obsahujici vétsi mnozstvi GC nebo silné sekundarni struktury, jez pottebuji pro separaci vyssi
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teploty. Dal§im nedostatkem tohoto enzymu je chybéjici moznost opravit nespravné zaclenény
nukleotid pfi syntéze DNA. Tato omezeni mohou vést k neschopnosti DNA polymerazy
amplifikovat delsi fragment. Tyto nedokonalosti posouvaji doptedu dalsi vyvoj vykonnéjsich
DNA polymeraz (Thermo Fisher Scientific, 2023). Tag DNA polymeraza se pouziva pfti teploté
72 °C. Pii této teploté je schopna zatazovat nukleotidy rychlosti 2—4 kilobaze za minutu
(Denomme et al., 2000).

Termostabilni DNA polymerazy existuji dva hlavni typy, konkrétné typy A a B. DNA
polymerazy typ A jsou ptivodem z bakterii a patii sem DNA polymerazy izolované z organismu
z rodu jako je Thermus nebo Thermotoga. Druhym typem jsou DNA polymerazy typu B,
které jsou izolovany ze skupiny Archea a tadu Thermococcales. Do této skupiny patii napf.
DNA polymerdza z Pyrococcus furiosus. Nejvice pouzivané jsou polymerazy z rodu Thermus
jako je Taqg DNA polymeraza a DNA polymerazy izolované z Thermus flavus nebo Thermus
thermophilus. V zéavislosti na svém puvodu vykazuji DNA polymerazy odliSné vlastnosti

(Spibida et al., 2017).

1.5.3.3 Ostatni

Pro spravné fungovani potiebuje termostabilni DNA polymeriza hotfecnaté kationty.
V PCR reakci je pro vytézek velmi dulezita jejich koncentrace. Ta by méla byt od 0,5
do 5,0 mM. Pokud je koncentrace hotecnatych iontii nizkd, tak primery nasedaji netcinné
na DNA templat. V opa¢ném piipadg, pii vysoké koncentraci Mg?*, dochézi ke stabilizaci
pfi parovani a amplifikaci vzniklé duplexy se pii zahtivani Spatn¢ denaturuji (Lorenz, 2012;
Green a Sambrook, 2019).

Deoxynukleosidtrifosfaty, dNTPs, jsou zastoupeny v reakéni smési bézné PCR
v ekvimolarnim poméru vSech jednotlivych volnych nukleotidl adenin, guanin, thymin
a cytsinu. Posledni slozky je pufr udrzujici spravnou hodnotu pH a ¢istd templatova DNA,
aby se predeSlo mozné kontaminaci snizujici U€inek. (Jalali, 2017; Green a Sambrook, 2019).
Templat miize pochizet z DNA genomové, plazmidové syntetické, mitochondridlni
nebo z ribonukleové kyseliny (RNA, ribonucleic acid) celkové, mRNA ¢i mikro. RNA je
pomoci reverzni transkripce prepsdna do komplementarni DNA (cDNA, complementary DNA).

Ta nasledné mize byt vyuzita v PCR reakci jako templat (Paul et al., 2010).
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1.5.4 Vizualizace a detekce PCR produkti

Analyzované produkty z PCR je mozné vizualizovat dvéma zpiisoby. Amplifikovany
DNA produkt Ize barvit pouzitim chemického barviva umisténého mezi dva fetézce duplexu,
tzv. interkalatory. Druhd metoda je zalozena na znaceni primerti ¢i nukleotidi pomoci
fluorescencnich barviv (fluoroforti) jesté pred samotnou amplifikaci, a to dava moznost zaclenit
znacky pfimo do vytvoreného produktu PCR, tzv. amplikonu (Garibyan a Avashia, 2013).

Pro analyzu téchto amplikonii je vyuzivdna elektroforéza v agar6zovém gelu,
ktera rozdéluje DNA produkty na zaklad¢ jejich naboje a velikosti. Principem tohoto déje je
separace nabitych Castic v elektrickém poli. Tyto ¢astice DNA maji zdporny naboj a vlivem
elektrického pole migruji smérem ke kladné elektrodé neboli anod¢ (Garibyan a Avashia, 2013;
Jalali, 2017). Gelova elektroforéza je povazovdna za jeden z nejjednodussSich zplsobi
pro vizualizaci a také analyzu vzniklého produktu. Ten je na agar6zovy gel nanasen spole¢né
s molekulovym markerem o znamé velikosti pro ulehceni stanoveni velikosti vytvoreného
produktu z PCR (Garibyan a Avashia, 2013). Gelova elektroforéza je rychld, rutinni a dobfe
dostupnd technika pro fadu diagnostickych metod a obort jako biochemie, molekularni
biologie, genetika a forenzni véda. Nasledna detekce nukleovych kyselin probihd za pomoci
specificky navazanych chemicky barviv v UV transiluminatoru (Cunha et al., 2020).

Standardni PCR vyuzivd kdetekci amplifikovaného produktu elektroforézu,
kdy detekci dochazi v tzv. koncovém bodu PCR, ¢imzZ je zakoncena zavérecna neboli plateau
faze celé reakce (Mo et al., 2012). Pokud je prokazovéno, zda je produkt DNA ptitomen
anebo nepfitomen, tak dochazi k tzv. kvalitativni PCR. Ta je vyuZivana pro identifikaci
moznych patogenil nebo pro potieby klonovani (Garibyan a Avashia, 2013).

Jak jiz bylo zminéno, pro kvantifikaci PCR produktu se pouzivaji dva zpisoby detekce.
Fluorescencni barviva interkalujici s dSDNA a fluorescencni sondy specifické pro sekvenci
DNA (Garibyan a Avashia, 2013). Piikladem €asto pouzivaného interkala¢niho chemického
barviva je ethidium bromid. Mezi dalsi DNA vdazajici barviva patii také napf. EvaGreen
nebo SYBR Green I, které umoznuji identifikaci produkti PCR (Navarro et al., 2015).

Fluorescen¢ni sondy jsou oligonukleotidy znacené fluoroforem a detekuji pouze
specifické amplikony. Fluorofory jsou fluorescencni molekuly absorbujici svételnou energii
o dané vinové délce a nasledné emituji svétlo o vinové délce delsi. Dvé varianty fluorofort jsou
reportér nebo donor a zhédse¢ ¢i akceptor. Donorovy fluorofor absorbuje svételnou energii,
¢imz se dostava do excitacniho stavu a nésledné se deexcituje do zakladniho energetického
stavu. Béhem toho dochazi k emisi energie v podobné fluorescence, kterd je prenesena na blizky

akceptorovy fluorofor. Tento pfenos energie z donoru na akceptor byva definovan jako pienos
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energie fluorescenéni rezonanci (FRET, Fluorescence Resonance Energy Transfer).
Mechanismus FRET lze rozdélit dle zpisobu, jakym je pienesend energie na akceptor
rozptylena. Pfi FRET-zhaseni je energie z nefluorescencni molekuly neboli zhaSece uvolnéna
v podobé tepla. V druhém piipad¢ FRET je molekula akceptoru fluorescencni a emituje energie
jako fluorescenci (Navarro et al., 2015; Artika et al., 2022). Do této skupiny fadime sondy
hydrolyzac¢ni, duélni hybridizacni, scorpion a molekularni majaky (Arya et al., 2005).

Hydrolyzac¢ni sondou je naptiklad sonda TagMan. Ta ma na 5” konci fluorescencni
skupinu a na 3" konci zhasSe¢, ktery v neporuSené¢ sond€ zhasi emitovanou fluorescenci.
Navazana hydrolyzac¢ni sonda je v priitbéhu extenze degradovana 5 exonukledzovou aktivitou
Taq DNA polymerazou. Oddélenim reportéru a zhasece dochazi k uvolnéni fluorescence
(Navarro et al., 2015; Artika et al., 2022).

Dualni hybridiza¢ni sondy jsou dv¢ hybridizacni sondy, jedna s donorovym fluoroforem
na 3’konci a druha s akceptorovy fluoroforem na svém 3" konci. Ob¢ sondy s cilovou sekvenci
hybridizuji po denaturaci. Donor a akceptor se dostavaji do tésné blizkosti a dochazi k prenosu
energie. Timto typem jsou FRET sondy (Arya et al., 2005; Artika et al., 2022).

Scorpion sonda a molekularni majék jsou sondy obsahujici na kazdém konci ssDNA
bud’ reportér nebo zhasec. Oba typy sond tvoii smycku, kterd udrzuje reportér a zhasec blizko
u sebe a energie neni emitovana. Molekularni majak hybridizuje s cilovou DNA, ¢imz dochazi
ke zméné& konformace ze smycky do linedrni podoby. Reportér a zhase€ se od sebe vzdali
a fluorescence je uvolnéna. U Scorpion sondy dochazi k prodluzovani jejiho primeru a vznika
amplikon. Nasledné dojde k otevieni smyCcky sondy, aby mohla hyridizovat s cilovou sekvenci.
Reportér a zhése€ jsou oddé€leny a je detekovan signal (Arya et al., 2005; Navarro et al., 2015;
Artika et al., 2022).

1.5.5 Kvantitativni polymerazova retézova reakce v realném case

Pti kvantitativni PCR (qPCR, quantitative PCR) nebo t€Z nazyvanou jako
real-time PCR, tedy PCR reakci v realném cCase, jsou kroky amplifikace a detekce PCR spojeny
do jednoho kroku. Oproti klasické PCR ta qPCR nevyZaduje postamplifika¢ni analyzy jako je
elektroforéza v agar6zovém gelu, ale ke kvantifikaci amplikonu dochéazi v pribéhu reakce,
tzv. v redlném cCase (Jalali, 2017). Konkrétné je amplikon detekovan v riistové exponencialni
fazi, ¢imz je presn¢jSi a jednodussi kvantifikovani DNA a RNA oproti klasické metodé.
Lze teoreticky a kvantitativné urcit pomér mezi mnozstvim pocate¢niho vzorku a vysledného

produktu PCR na konci libovolného poctu cyklli (Mo et al., 2012). Benefity real-time PCR
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oproti klasické PCR jsou vétsi presnost, citlivost, rychlost a kvantifikace. Presna kvantifikace

mRNA ma velky vyznam hlavné pro analyzu genové exprese (Artika et al., 2022).

1.5.6 Polymerazova retézova reakce s reverzni transkripci

Kvantitativni PCR je mozné spojit s polymerdzovou fetézovou reakci s reverzni
transkripci (RT-PCR, Reverse transcription-polymerase chain reaction), jez zprostiedkovava
piepis mRNA do cDNA, ktera je kvantifikovana metodou qPCR (Garibyan a Avashia, 2013).

Reverzni transkripce se odehrava s vyuzitim enzymu reverzni transkriptazy a jedna se
tak o opacny proces bézné probihajici transkripce, pii které dochazi k piepisu z RNA do DNA
(Mo et al., 2012).

Sekvenci templatové RNA pro piepis l1ze ziskat purifikaci z riznych biologicky vzorki.
V priibéhu extrakce a manipulace s RNA je tieba brat ohled na jeji nestabilitu. Enzymy reverzni
transkriptazy jsou RNA dependentni DNA polymerazy. Odvozeny jsou od retrovirt, jeZ maji
schopnost syntetizovat jednovldknouvou cDNA z ptivodniho komplementarniho templatu.
Ziskana cDNA se pak pouziva jako templat pro PCR reakci (Best a Roberts, 2014).

RT-PCR je nendkladna a relativné jednoducha metoda pouZivana pro stanoveni miry
genoveé exprese cilovych genli a mé Siroké vyuziti v biomedicinském vyzkumu. qPCR dava
moznost amplifikovany produkt detekovat v rGstové exponencidlni fazi celé reakce
(Mo et al., 2012). Tuto metodu lze provést dvéma zpusoby. Bud’ reverzni transkripce a PCR
reakce probihd v jednom kroku ve stejné zkumavce, nebo obé reakce probihaji oddélené
ve dvou krocich postupné za sebou (Bachman, 2013; Ferrini, 2021).

Pro cely d¢j je zakladem izolace kvalitni a nepoSkozené RNA. Jedna se o kriticky bod
celé analyzy, protoze RNA je velmi nachylna k degradaci kvuli vSudyptritomnym RNazam.
Piiizolaci RNA je velky diraz kladen na cistotu. Kvalitni, vysoce Cistd vychozi RNA je
nepostradatelna pro spéSnou analyzu RT-PCR (Mo et al., 2012; Best a Roberts, 2014; Ferrini,
2021).

1.5.7 DalSi modifikace polymerazové retézové reakce
Mezi dal§i modifikace PCR reakce fadime multiplexni PCR, PCR s horkym startem,
nested PCR nebo naptiklad touchdown PCR.
Multiplexni PCR je metoda, pfi které dochazi v jedné reakci k namnoZeni vice riznych
cili. Aby to bylo umoznéno, tak se pfi analyze vyuziva vice primerovych sad, které jsou

specificky namifeny na odlisné sekvence DNA. Benefitem této modifikace je minimalizace
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pozadovaného objemu vzorku pro reakci a soucasné neni potieba vice reakénich nadob
(Maheaswari et al., 2016).

Pti PCR s horkym startem je navySen Cas pocatecni denaturace a tento krok Ize zaradit
do klasického cyklu PCR reakce. Tato univerzalni uprava postupu piinesla veétsi vytézek
amplikonu a soucasné¢ vétsi specifitu reakce (Lorenz, 2012). Hlavni pfednosti této metody je
zamezeni nespecifického zmnozeni DNA v krocich PCR probihajicich pfi nizsi teploté.
Nejprve dochézi k zahiati reak¢ni smési na 95 °C, coz je teplota tini DNA. Nasledné je pfidana
DNA polymeraza (Gupta, 2019).

Nested PCR vyzaduje dvé sady primerd, vnéjsi a vnitini. Ob¢ sady amplifikuji stejnou
oblast DNA (Lorenz, 2012). Metoda je slozena ze dvou po sob¢ jdoucich krokt PCR. Prvni par
primert je pouZit v prvni reakci generujici amplikon. Tento PCR produkt slouzi jako templat
pro druhy par primeru (Maheaswari et al., 2016). Nested PCR zvySuje specifitu amplifikace
a zabrafiuje tvorbé nespecifické vazby PCR produktu, ktera vznikd amplifikaci
nepiedpokladanych mist pro vazbu primert (Best a Roberts, 2014).

Pti touchdown PCR je teplota v cyklu nasedani primert na zac¢atku vyssi o 10 °C neZ je
Tm. Postupné dochézi v pritbéhu kazdého cyklu k jejimu snizovani. Na konci je teplota nizsi
0 2-5 °C nez je vypocitana Tm (Green a Sambrook, 2018). Vyhodou této metody je vétsi
specifita pro navazani primeru pii vyssi teploté a uc¢innéjsi amplifikace umoznéna nizsi teplotou

(Gupta, 2019).

1.5.8 Vyhodnoceni genové exprese

Pro laboratofe molekularné biologické je ur€eni miry genové exprese jednim
ze zékladnich vySetfeni. Umoznuje to kvantifikovat expresi konkrétniho genu pfi analyze
mnozstvi RNA v butice. Exprese genu se lisi gen od genu a soucasné je také odlisna pro rizné
bunky. Ovlivnit ji 1ze i pouZitim rozdilnych experimentalnich podminek. Pfikladem hodnoceni
genove exprese je ur¢eni mnozstvi proteinu, miru transkripce genu, pozorovani jejich rozdilt
u patologickych nebo fyziologickych stavli, zmény pii diferenciaci bunék a mnoho dalSich
(Schmittgen a Livak, 2008).

Pro kvantifikaci zmén genové exprese se nejvice vyuzivd qPCR a RT-PCR.
Pro vyhodnoceni jejich dat se pouzivaji dva postupy. Prvnim z nich je absolutni kvantifikace,
kdy se dle standardni kiivky zjiStuje mnozstvi genu na pocatku. Mnozstvi kopii zajmového
genu se vypocitd ze signalu PCR reakce, ktery je dan pravé standardni kiivkou. Druhym z nich
je relativni kvantifikace, kterd ur€uje zménu exprese genli v porovnani s referencnim vzorkem.

Tim mize byt vnitini kontrola genu nebo kalibrator. Druhy postup, relativni kvantifikace,
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je snadnéjsi a neni potieba velkého poctu Cinidel jako u kvantifikace absolutni. Relativni
mnozstvi genu ma vétsi hodnotu nez stanoveni presnych ¢isel, a proto je relativni kvantifikace
provadéna velmi ¢asto. Do relativni kvantifikace patii metoda delta delta Ct (224, delta-delta
Ct method) (Schmittgen a Livak, 2008; Rao et al., 2013).

Pti qPCR reakci je detekovano mnozstvi PCR produktu na konci kazdého cyklu, kdy je
generovan signal a dochézi k nartistu fluorescence mimo Sum pozadi. Prahovéa hodnota cyklu
(Ct, cycle of treshold) je oznaceni pro ¢islo cyklu PCR, kdy je mozné rozlisit signal od pozadi
Sumu. Vys$Sim vstupnim mnozstvim templatu lze vytvofit vétsi mnozstvi amplikonu, ktery je
detekovan rychleji a tim je dosédhnuto vysledné Ct diive, coz vede k niz§i hodnoté¢ Ct
(Stephenson, 2016). Mnozstvi PCR produktu je tedy nepifimo umérné Ct (Schmittgen
a Livak, 2008). Na obrazku ¢. 10 je znazornéna amplifikacni kiivka qPCR. ARn je signal
fluorescence, ktery je dan rozdilem fluorescence amplikonu v daném casovém bodé

a fluorescence zdkladni linie, Ct oznacuje prahovou hodnotu cyklu (Artika et al., 2022).

N ARn
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= Plato faze C——T—.
.
.ﬁ Vzorek
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3 Linearni faze "7 |Prahova
o— hodnota o
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N |eeessscasflsasssusose
Tl i i T T S A Ay
E: Exponenciilni fize & Zakladni linie NTC
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Cislo cyklu PCR Cislo cyklu PCR

Obrazek 10: Amplifika¢ni kiivka. Ct — prahova hodnota cyklu; ARn — signal fluorescence;
NTC — negativni kontrola. Pfevzato z (Nassiri et al., 2018).

Jak bylo uvedeno diive, tak delta-delta Ct metoda je moznosti relativni kvantifikace,
jez byva soudasti softwarti pro analyzu qPCR. 222 metoda pro vypodet relativni exprese gent
v kontrolnich a cilovych vzorcich pouziva Ct danou timto systémem. Jako referen¢ni geny se
pouzivaji tzv. housekeepingové geny, jejichz exprese byva stabilni i po plisobeni jakékoliv
1é¢by. Takovym genem je napiiklad glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza (GAPDH,
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase). 272" metoda lze vypoé&itat zrovnice (2.1)
(Rao etal., 2013). V rovnici (2.1) je R pomér relativni exprese genu a AACt je prahova hodnota
cyklu. Ta je ziskdna z rovnice (2.2) a je dana rozdilem ACt prahové hodnoty cyklu cilového

genu a ACt referen¢niho vzorku v podobé pfislusného kontrolniho vzorku. Jednotlivé ACt

51



Teoreticka cast

hodnoty jsou vypocitany z rovnice (2.3) a jsou dany rozdilem Ct prahové hodnoty cilového

a referen¢niho genu.

R = 27hact (2.1)
AACt = ACt (cilovy gen) — ACt (referencni vzorek) (2.2)
ACt = Ct (cilovy gen) — Ct (referencni gen) (2.3)

1.5.9 Aplikace

Jak uz bylo zminéno vySe, objev metody PCR a nésledny rozvoj dalSich technik
zaloZenych na tomto principu zpusobil pievrat v biologickych védach s pfesahem do dalSich
oborit od mediciny az po otdzky tykajici se zivotniho prostiedi. Ma Siroké vyuziti
pii diagnostice genetickych mutaci a onemocnéni, ve forenznich védach, virologii
¢i bakteriologii, a i veterinarniho 1ékaftstvi, zivotniho prostiedi nebo v potravinovém primyslu
(Deepak et al., 2007).

Nepostradatelnou se PCR stala pro moderni molekularni biologii a védecky vyzkum.
Umoznila zkoumat bunécné i molekularni procesy nejen v oblasti molekularni biologie,
ale i jinych oborech. Metoda PCR se stala soucasti i dalSich technik a zprostfedkovala tak
moznost zkoumat genovou transkripci, genotypizaci klonovani a mutagenezi, sekvenovani
(Ferrini, 2021).

Genova transkripce dala moznost zkoumat varianty transkripce gend u bunéénych typd,
tkani a organismi. Genotypizace slouzi pro detekci sekvencnich variant v alelach specifické
pro danou buiiku nebo organismus. Siroké pouziti ma PCR pii sledovani mutaci
nebo klonovani. Klonovani je technika, kdy jsou fragmenty dsDNA ziskané amplifikaci
vkladany do vektorti. Soucasné mize templatovda DNA byt pouZzita pro sekvenovani, které se

stalo zdkladni metodou nejen pro molekularné-biologické odvétvi (Ferrini, 2021).
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2 CILE PRACE

1. Navrh oligonukleotidl pro detekci N-acetyltransferaz a referen¢nich gend.
2. Optimalizace podminek pro pouziti oligonukleotidii pro metodu RT-PCR.
3. Pouziti metody RT-PCR pro detekci genové exprese N-acetyltransferdaz u HK-2

bunék ovlivnénych acetaminofenem a cisplatinou.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1

Laboratorni pomiicky, pristroje a software

Pomucky

Automatické jednokanalové pipety (Eppendorf, Némecko)

Centrifugacni zkumavky (objem 15 mL; BioTech, Korea)

Elektroforeticky set (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio Rad, Ceska republika)
Kultivaéni lahve NUNC T75 s filtrem (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
Mikrotitracni desticka 6jamkova (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
Mikrozkumavky; objem 0,2; 1,5; 2,5; 5 mL (Eppendorf, Némecko)

Jednorazovy plastovy spotiebni material: Spicky, rukavice (Eppendorf, Némecko)

Pfistroje

Analytické vahy (Mettler Toledo, Svycarsko)

Autoklav Tuttnauer ELV 3850 (Tuttnauer, USA)

Biometra termocykler PCR (Biometra, Némecko)

Centrifuga 35R (Hettich, Némecko)

Centrifuga Mikro 20 (Hettich, Némecko)

COz inkubator (PHCbi, Japonsko)

Cykler pro RT-PCR Rotor-Gene 3000 (Qiagen, Némecko)
DNA/RNA UV purifika¢ni box UVC/T-AR (Biosan, LotySsko)
Germicidni lampa Ultraviol NBVE110PL (Ultraviol, Polsko)
Kombinovana chladnic¢ka s mraznickou (4 °C, —20 °C; Liebherr, Némecko)
Laminarni box (Jouan, Francie)

MikrovInna trouba (LG, Jizni Korea)

Mraznicka (—80 °C; Liebherr, Némecko)

NanoQuant Plate™ (Tecan, Rakousko)

Pocitacka bun¢k Z2 (Beckman, USA)

Spektrofotometr a spektrofluorimetr Spark (Tecan, Rakousko)
Stolni pocita¢ (Hewlett-Packard, USA)

Sucha lazen s fixnim blokem TDB-100 (Biosan, LotySsko)

UV stanice Syngene G: BOX F3 (Syngene, USA)
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UV transiluminator (Vilber Lourmant, Francie)

Vortex (Heidolph, Némecko)

Vyrobnik ledu (EVERmed, Italie)

Zdroj proudu pro elektroforézu PowerPRO 300 (Cleaver Scientific Ltd, UK)

Software

GeneSys (Syngene, USA)

Microsoft Office — Excel (Microsoft, USA)
Microsoft Office — Word (Microsoft, USA)
OriginPro 9.0.0. (OriginLab, USA)
Primer-BLAST (NCBI, USA)

Rotor-Gene 6 (Qiagen, Némecko)

Tecan SPARKCONTROL (Tecan, Rakousko)

Seznam pouzitych chemikalii

1-bromo-3-chlorpropan (C3HsBrCl, Mr=157,44 g/mol; Merck, USA)
Acetaminofen (APAP, Mr= 151,1626 g/mol; Merck, USA)

Agardza (Merck, USA)

Kit pro reverzni transkripci gb Basic Reverse Transcription Kit (Generi Biotech,
Ceska republika)

Cisplatina (CisPt; [Pt(NH3)2Cl2]; Mr =300,1 g/mol; Merck, USA)

Deionizovana voda (Lonza, Belgie)

Diethyl pyrokarbonat (DEPC; Merck, USA)

Modifikované Eaglovo médium dle Dulbecca F-12 (1:1; DMEM/F-12; Merck,
USA)

EmeraldAmp GT PCR Master Mix (Takara Bio, USA)

Ethanol (EtOH, CoHsOH; Mr = 46,07; Merck, Némecko)

Ethidium bromid (10 mg/mL; Top-Bio, Ceska republika)

Fetalni bovinni sérum (FBS; Gibco, USA)

Fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok 10X (PBS 10X; Gibco, USA)

gb SG Master Mix (Generi Biotech, Ceska republika)

Insulin/transferin/selenic¢itan sodny (ITS; Merck, USA)

[zopropanol (C3HgO, Mr=60,10 g/mol; Merck, USA)
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e Marker GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
e Penicilin/streptomycin (P/S; Gibco, USA)

e PCR Ultra H,0 (Top-Bio; Ceska republika)

e Pyruvat sodny (PYR; Gibco, USA)

¢ Rekombinantni epidermalni rastovy faktor (EGF; Gibco, USA)

e RNdazovy dekontaminaéni roztok RNézaZap (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
e Roztok Trypsin-EDTA (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

e Sterilni voda (Gibco, USA)

e Tris-borat-EDTA pufr (TBE pufr; Merck, USA)

e Trizol reagent (Merck, USA)

Biologicky material
Imortalizovand bunécnd linie lidskych ledvinnych proximdlnich tubularnich bunck

HK-2 (ATCC CRL-2190, USA).

Oligonukleotidy (5°-3")

NATI1 F GCC AGG AAG AAG CAGCAATC
NAT1 R CTC AAA GGG AAC AGC TCG GA
NAT2 F TAC AGA CCT TGG AAG CAA GAG G
NAT2 R AAG GGA ACA GCCCGG ATCT
GAPDH F GCT CTC TGC TCC TCC TGT TC
GAPDH R ATC CGT TGA CTC CGA CCT TC

Priprava roztoku

Zasobni roztok APAP (10 mM): Roztok jsme ptipravili rozpusténim 0,0075 g APAP

v 5 mL kultiva¢niho média. Roztok jsme pfipravovali vZdy Cerstvy.

Pracovni roztoky APAP (1; 5; 10 mM): Pracovni roztoky o koncentraci 1 a SmM jsme

ptipravili ze z&sobni roztoku APAP 10 mM. Roztok o koncentraci 1 mM jsme ptipravili
smichanim 0,4 mL zasobniho roztoku a 3,6 mL kultivaéniho média. Roztok
o koncentraci 5 mM jsme namichali ze 2 mL zdsobniho roztoku a 2 mL kultiva¢niho

média. Roztoky jsme pfipravili pfed kazdym experimentem cerstvé.

56



3.6

Experimentalni cast

Zasobni roztok CisPt (1 mM): Navazku 0,015 g CisPt jsme rozpustili v 5 mL

deionizované vody. Roztok jsme skladovali pti 4 °C.

Pracovni roztoky CisPt (5; 50 uM): Ze zasobniho roztoku CisPt ImM jsme nachystali
pracovni roztoky o koncentraci 5 a 50 uM. 5 uM roztok jsme ptipravili smichanim 25 pL
zasobniho roztoku a 4975 pL kultivaéniho média. 50uM roztok jsme namichali
ze 250 uL zasobniho roztoku a 4750 pL kultivacniho média. Roztoky jsme piipravovali

pied kazdym experimentem Cerstve.

Pracovni roztok DEPC voda: DEPC vodu jsme nachystali smisenim 500 mL destilované

vody a 500 uL DEPC. Ponechali jsme 24 hod stat pii laboratorni teploté a nasledné

sterilizovali v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 min.

Pracovni roztok EtOH (75 %): EtOH jsme pfipravili smichanim 757 mL 99% EtOH

a 243 mL deionizované vody. Roztok jsme skladovali za pokojové teploty.

Inaktivaéni médium: Inaktivaéni médium namichali ze 100 mL media DMEM F-12

a 10 mL FBS.

Pracovni roztok PBS (1X): Roztok jsme si natedili z 10 mL PBS 10X a 10 mL sterilni

vody.

Zasobni roztok TBE pufr (10X): Navazky 108 g baze Tris, 55 g kyseliny borité, 9,3 g

Na;EDTA jsme rozpustili v deionizované vodé a doplnili na objem 1000 mL.

Pracovni roztok TBE pufr (1X): TBE pufr 1X jsme pfipravili smichanim ze 100 mL
TBE pufr 10X a 900 mL deionizované vody.

Kultivace HK-2 bunék

Bunéc¢nou linii HK-2 jsme kultivovali v kultivaénim médiu DMEM F-12 (1:1) a ptidali

jsme do n¢j dalsi obohacujici slozky jako je 5% (v/v) FBS, 10 pg/mL inzulinu, | mM PYR,

5 ng/mL seleni¢itanu sodného, 5,5 pg/mL transferinu, 5 ng/mL EGF a 50 pg/mL P/S. Kazdé

4 dny jsme vymeénili kultivaéni médium za Cerstvé. Po dosazeni 70% konfluence jsme bunky

pasazovali. Jejich celkové mnozstvi jsme urcili pomoci pocitacky bun€k Z2 (Beckam Coulter,
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USA). Buné¢nou suspenzi jsme dale fedili kultivacnim médiem dle potiteby pro ptislusné
experimenty. Pro vSechny experimenty jsme pouzivali buniky ze 7. a 15. pasaze.

Pro analyzy jsme HK-2 buiiky nasadili do 6jamkovych desti¢ek v poétu 1-2-10° bunék
na jamku ve 2 mL kultivacniho média. Takto jsme je ponechali 24 hod v CO, inkubatoru
pti 37 °C, aby pftisedly na dno desticky. Po uplynuti ¢asu jsme pivodni kultivacni médium
odsali a buniky ovlivnili 2 mL roztoku APAP (1; 5 a 10 mM) a CisPt (5 a 50 pM). Buiiky jsme
inkubovali s toxiny dalSich 24 hod. Nasledn¢ jsme buniky uvolnili ze dna desticky pomoci 1 mL
trypsinu a inkubovali 5 min v termostatu vyhiatém na 37 °C. Nasledn¢ jsme ptidali 1 mL
inaktivaéniho média, které inhibovalo ptsobeni trypsinu. Obsah jamek jsme pienesli
do centrifugacnich zkumavek. Jamky mikrotitracni desticky jsme oplachli 1 mL roztoku PBS
1x, také prepipetovali do pfislusnych centrifuganich zkumavek a centrifugovali 5 min

pti 1500g. Poté jsme odsali supernatant a pelety zamrazili na —80 °C.

3.7 Praces RNA

RNA je nestabilni a rychle degradovatelnd RN4zami, které se bézné€ nachdzi v okolnim
prostfedi. Piipadné kontaminaci se l1ze vyhnout dodrzovanim urcitych pravidel. Izolace RNA
jsme provadeli v prostorach laboratofe vyhrazenych pouze pro praci s RNA. Tuto mistnost jsme
pted i po praci nechali vysvitit pomoci germicidnich lamp Ultraviol NBVE110PL (Ultraviol,
Polsko), zavirali jsme dvefe a béhem prace dochazelo k filtraci vzduchu pomoci systému
vzduchotechniky. Samotnou praci jsme provadéli v laminarnim boxu (Jouan, Francie)
s vlastnim proudénim vzduchu a vlastnimi UV lampami, kterymi jsme nechali vysvitit box
pied i po ukonéeni prace. Stejné pozadavky jsme kladli i na laboratorni pomicky. Spicky,
zkumavky a dals$i pomiicky jsme sterilizovali v autoklavu Tuttnauer ELV 3850 (Tuttnauer,
USA). VZdy jsme pracovali v rukavicich, pouzivali pipety uréené na praci s RNA, DEPC vodu,
chemikalie bez RN4z a hlavné RNazovy dekontaminac¢ni roztok RNazaZap, kterym jsme otirali

veskeré povrchy, pomiicky a materidly ptred pouzitim.

3.8 1Izolace RNA

Pti izolaci RNA pomoci ¢inidla Trizol dochéazi vlivem centrifugace k separaci na horni
vodnou fazi s RNA, mezifazi s DNA a organickou fazi s proteiny. RNA vlivem izopropanolu

precipituje a dochazi k vytvoteni pelety. Schéma izolace RNA je znazornéno na obrazku ¢. 11.
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Fazova separace Precipitace isopropanolem
—_—

vodna faze s RNA

/

. mezifaze s DNA

organicka faze (proteiny)
RNA peleta ,v

Obrazek 11: Schéma izolace RNA. Upraveno dle (Zymo Research, 2024).

Zamrazené pelety HK-2 bunck, které byly ovlivnény APAP (1-10 mM) a CisPt
(5-50 uM) po dobu 24 hod, jsme pouzili pro izolaci RNA. Do kazdé zkumavky jsme piidali
Trizol a 1-bromo-3-chlorpropan, jejichZ pipetované objemy zavisely na poc¢tu bunék v peleté,
jak je znazornéno v tabulce €. 2. Zkumavky jsme promichali na vortexu a ponechali inkubovat
10 min pfi pokojové teploté. Nasledné¢ jsme je centrifugovali po dobu 15 min pii 12000g
ateplot¢ 4 °C. Po vytazeni zcentrifugy jsme pienesli horni faize RNA do novych

mikrozkumavek a ptidali ptislusny objem izopropanolu.

Tabulka 2: Objemy pipetovanych reagencii pro izolaci RNA.

Pocet bunék | Trizol (nL) 1-bromo-3-chlorpropan (pL) Izopropanol (nL)

1-10° 100 10 50

2-10° 200 20 100

Nasledné¢ jsme obsah mikrozkumavek promichali na vortexu, ponechali srazet
v mrazaku pfi teploté —20 °C 10 min a mikrozkumavky znovu centrifugovali (12000g, 10 min,
4 °C). Poté jsme odstranili supernatant a pelety omyli 1 mL 75% EtOH. Vzorky jsme
promichali na vortexu a centrifugovali (12000g, 5 min, 4 °C). Pfebytecny supernatant jsme
odstranili a peletu nechali oschnout 5 min na vzduchu. V dalsim kroku jsme peletu
resuspendovali ve 40 uLL DEPC vody a vloZili na 10 min do termobloku vyhiatého na 60 °C.
Po uplynuti pozadované doby jsme napipetovali 2 uL jednotlivych vzorki RNA do pozic
ve specialni kovové desticky NanoQuant Plate™ (Tecan, Rakousko). Desti¢ku je mozné vidét
na obrazku ¢. 12. Soucasné jsme pfidali ve stejném objemu dva blanky (slepé vzorky),

kterymi byla DEPC voda. Desti¢ku jsme uzavieli a vlozili do spektrofluorimetru Spark (Tecan,
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Rakousko). V softwaru Tecan SPARKCONTROL (Tecan, Rakousko) jsme navolili
kvantifikaci nukleovych kyselin a konkrétn¢ zvolili méfeni RNA. Nejdiive dochazi ke zméteni
hodnot blanku, které nam urcily hodnotu pozadi a poté jsou proméfeny samotné vzorky RNA.
Mgéfeni koncentrace a &istoty RNA probihé piti vinovych délkach 260 a 280 nm. Cast ziskané
RNA HK-2 bun€k jsme pouzili pro reverzni transkripci a zbytek jsme ulozili do mrazaku

s teplotou —80 °C.

Obrazek 12: Desti€ka NanoQuant Plate™,

3.9 Reverzni transkripce

Pfi reverzni transkripci je vlivem reverzni transkriptazy RNA pfepisovana do cDNA.
Vznikla cDNA je sloZena pouze z kddujicich oblasti, tj. exontl.

Pro reverzni transkripci jsme pouzili Kit pro reverzni transkripci gb Basic Reverse
Transcription Kit. Sada obsahuje Mix A a Mix B, jejichz smichanim vznika Basic Reverse
Transcription Master Mix. Ze zkumavky Mix A jsme pienesli 200 uL do zkumavky Mix B.
Do reakéni smési jsme pouzili 10 pL Basic Reverse Transcription Master Mixu. Z izolované
RNA jsme pouzili maximalné 10 pL. vzorku RNA tak, abychom davkovali 1000 ng RNA
dle vyrobce. Dle mnozstvi pfidaného vzorku jsme reakci doplnili PCR vodou tak, aby objem
celé reakéni smési byl 20 pL. Takto vytvofené zkumavky jsme promichali a nasledné
inkubovali v termobloku po dobu 60 min pii teploté 42 °C a ¢cDNA vzniklou reverzni

transkripci jsme do pouziti uchovavali v mrazaku pfi teploté —20 °C.
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3.10 Navrh oligonukleotidii
Kratké oligonukleotidy neboli primery oznacuji misto, odkud dochdzi k replikaci DNA

nebo RNA a je to misto pro nasednuti DNA polymerazy. Obvykle se pouziva par primerd,
pfedni a reverzni primer.

V biomedicinské databazi Narodni centrum pro biotechnologické informace (NCBI,
Nation Center for Biotechnology Information) jsme vyhledali referen¢ni sekvence sledovanych
lidskych genit NAT1 (NM_000662.8) a NAT2 (NM _000015.3) a dale pro referen¢ni gen
GAPDH (NM_002046.7). Pouzili jsme mRNA sekvenci, ktera obsahuje pouze exony. Vlozili
jsme ji do softwaru Primer-BLAST (NCBI, USA) pro navrh primerd a navolili dalsi
pozadovand kritéria jako je teplota tdni v rozmezi 58-62 °C a pozadovanou délku PCR
produktu 100 bp. Tm by méla byt témét totoznd. Primery by vici sobé mély mit nizkou
vzajemnou komplementaritu, aby nedochdzelo k jejich parovani. Pokud to bylo mozné, tak byly

primery navrzeny tak, aby se nachazely ve dvou riznych exonech dané¢ho genu.

3.11 Gradientova PCR

Gradientova PCR slouzi pro stanoveni optimalni teploty nasednuti primerd. Teplotni
gradient umoziuje testovat vice riznych teplot pro nasedani primert v ramci jedné analyzy.

Pro optimalizaci podminek nasednuti primert jsme pouzili EmeraldAmp GT PCR
Master Mix. Tento Master Mix obsahuje DNA polymerazu, dNTP, optimalizovany reakéni
pufr, MgCl> a zelené barvivo pro naslednou elektroforézu. Celkovy objem jedné reakce byl
12 uL a objemy jednotlivych reagencii jsou uvedeny v tabulce €. 3. Koncentrace primeru
v reakci gradientové PCR byla 0,42 uM. Pro negativni kontroly (NTC) bylo v reakci misto
templatu cDNA pouzito 0,5 uL dH>O.

Tabulka 3: Objemy pipetovanych reagencii pro gradientovou PCR.

Reagencie Objem v reakci (uL)
EmeraldAmp GT PCR Master Mix 6
Pfedni primer 0,5
Reverzni primer 0,5
dH2O 4,5
Templat cDNA 0,5
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Po smichani vSech reagencii jsme je diikladn¢ promichali a vlozili do termocykleru
Biometra PCR (Biometra, Némecko) s nastavenym teplotnim profilem. Uvodni denaturace
probihala pti 98 °C 2 min. Nasledoval 35krat se opakujici cyklus denaturace pfi teploté 98 °C
a 10 s, nasednuti primert v gradientu teplot v rozmezi od 51-58 °C, 30 s; extenze pii 72 °C
po dobu 30 s. Zavérecna extenze probihala pti 72 °C a trvala 5 min. Gradient teplot pro nasedani

primert je uveden v tabulce €. 4.

Tabulka 4: Teplotni gradient pro gradientovou PCR.

Pozice 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Teplota (°C) | 51 | 51,2 | 51,8 | 52,6 | 53,5 | 54,4 | 55,4 | 56,3 | 57,2 | 58

3.12 Elektroforéza

Pro vizualizaci produktl z gradientové PCR jsme provedli elektroforézu v agarézovém
gelu. Pfi této metodé dochéazi k separaci PCR produktl v agar6zovém gelu na zakladé
jejich velikosti ve stejnosmérném elektrickém poli. Do gelu se pridava EtBr, ktery slouzi
jako interkalator a absorbuje zafeni pii vilnové délce 260 a 360 nm. Nésledné pak emituje
oranzovo-cervené svétlo o vinové délce 590 nm. Rozdélené latky je tedy mozné detekovat
pomoci UV zafeni.

V zavislosti na velikosti pouzité elektroforetické vany jsme pfipravili agar6zovy gel
pro elektroforézu. Napiiklad pro velkou vanu o objemu 120 mL jsme pro vytvoreni
1,2% agar6zového gelu navazili 1,44 g agar6zy, jenz jsme resuspendovali ve 120 mL TBE
pufru 1X a nasledné zahtali na 2 min v mikrovince pfi maximalnim vykonu. Po ochlazeni jsme
ptidali 10 pL EtBr, promichali a nalili do nosi¢e na gel utésnéného v pfedem ptipravené
elektroforetické vané. Zkontrolovali jsme ptipadné bublinky vzduchu, které by mohly ovlivnit
pruchod vzorku gelem, vlozili jsme hieben a ponechali tuhnout cca 60 min. Po zatuhnuti
a vytazeni hiebene jsme elektroforetickou vanu po rysku naplnili TBE pufrem 1X. Vzorky jsme
mohli davkovat ptimo do piislusnych pozic, protoze soucasti EmeraldAm GT PCR Mater Mix
je 1 zelené barvivo, které se rozdéli v agar6zovém gelu na zluté a modré barvivo. Davkovali
jsme 10 pL vzorkt, a nakonec jsme piidali na zacatek 8 pL markeru GeneRuler 100bp Plus
DNA Ladder o urcené velikosti fragmentl pro pozd¢jsi vyhodnoceni. Marker je zndzornén
na obrazku ¢. 13. Elektroforetickou vanu jsme uzavieli vikem a kabely zapojili do zdroje.
Elektroforézu jsme nechali bézet pii napéti 180 V po dobu 60 min nebo dle potieby. Soucasné
jsme provedli elektroforézu, jejiz soucasti byly negativni kontroly pro vSechny teploty z tabulky

¢. 4. Po ukoncenti elektroforézy a odpojeni od zdroje jsme gel vyjmuli z nosice na gel a produkty
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detekovali pomoci UV transiluminatoru (Vilber Lourmant, Francie) nebo UV stanice Syngane

G: BOX F3 (Syngene, USA).

bp ng/0.5pg %

—~3000 28
2000 28
1500 28
1200 28
~_1000 80
900 27
—800 27
—700 27
—600 27
—500 80
—400 30
—300 30
—200 30
—100 30

1.7% agaroza

Obrazek 13: Marker GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder. bp — parti bazi. Upraveno dle (Thermo
Fisher Scientific Inc., USA).

3.13 Real-time PCR
Real-time PCR vychazi ze zaklada klasické PCR, ale ke kvantifikaci vytvofenych

produktli dochézi v realném Case. Zaznamenava se pritomnost fluorescence, ktera je pfimo
umérnd mnozstvi DNA.

Pro analyzu real-time PCR jsme pouzili gb SG PCR Master Mix. Tento mix je sloZen
z reak¢niho pufru, hot-start Taq DNA polymerazy, dNTP, barviva SYBR Green, MgCl,
a aditiv, ktera zabranuji pfipadné inhibici celé reakce. Z reagencii jsme pfipravili reakéni smés,
kdy jedna PCR reakce méla objem 20 pL. SloZeni jedné RT-PCR reakce je uvedeno v tabulce
¢. 5. Dle doporuceni vyrobcem jsme pouzili pro RT-PCR reakci 40 ng cDNA a zaroven dbali
na to, aby objem templatu vzniklého reverzni transkripci neptekrocil 10 % celého objemu

RT-PCR reakce. Koncentrace primeru v reakci pro real-time PCR byla 0,25 uM. Do kazdé
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analyzy byly zafazeny i NTC, kdy byl namisto 1 pL templadtu cDNA nahrazen stejnym mnozstvi
vody. Soucasné pro moznost porovnani jednotlivych analyz mezi sebou jsme zvolili kalibrator,

ktery jsme zatadili do kazd¢ analyzy.

Tabulka 5: Objemy pipetovanych reagencii pro RT-PCR.

Reagencie Objem v reakci (nL)
gb SG PCR Master Mix 10
Ptedni primer 1
Reverzni primer 1
dH20 7
Templat cDNA 1

Vytvofenou reakéni smés jsme promichali a centrifugovali. Na cykleru pro RT-PCR
Rotor-Gene 3000 (Qiagen, Némecko) jsme nastavili pfisluSny teplotni profil.
Uvodni denaturace probihala 2 min pii 95 °C. Nasledoval série denaturace 95 °C 30 s,
nasednuti primert 56,3 °C 30 sa extenze 72 °C 30 s. Tento cyklus se opakoval 40krat.
ZavéereCnou extenzi jsme nastavili na 72 °C 5 min s navazujici melting analyzou v teplotnim
rozmezi 40-90 °C. Pro detekci jsme zvolili format SYBR Green a filtr FAM pro méfeni vinové
délky ve 470 a 510 nm. Ze softwaru Rotor-Gene 6 (Qiagen, Némecko) jsme ziskali Ct hodnoty
jednotlivych RT-PCR produktti a pouzili je pro vyhodnoceni Delta-delta Ct metodou. Tato
metoda slouzi pro vypocet relativni exprese genti v kontrolnich a cilovych vzorcich. Rovnice

2.1; 2.2; a 2.3 pro vypocet jsou uvedeny v teoreticke ¢asti.

3.14 Statisticka analyza namérenych dat
Experimentalni data jsme méfili vzdy alespont ve 2—3 opakovanich. Pro vyhodnoceni
jsme pouzili software Origin 9.0.0.(OriginLab, USA). Pouzili jsme statistickou jednosmérnou

analyzu rozptylu (ANOVA) a dale post-test Bonferroni s hladinou vyznamnosti p=0,05.
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4 VYSLEDKY

4.1 Izolace RNA a reverzni transkripce

Po izolaci RNA zbunécné linie HK-2 v 7. a 15. pasdzi jsme zméfili koncentrace
a Cistoty RNA na spektrofluorimetru Spark (Tecan, Rakousko). Koncentrace a Cistota RNA
meétené pii 260 a 280 nm jsou uvedeny v tabulce €. 6. U Cistoty se posuzuje pomér absorbance
méiené pii 260 a 280 nm. Vzorek RNA je povazovan za Cisty pii poméru blizkému 2. Pokud by
bylo toto Cislo mensi nez 2, tak je RNA znecisténa proteiny, fenolem nebo jinymi kontaminanty
absorbujicimi pfi vinové délce 280 nm. Pomér absorbanci nasich vzorkit RNA byla v rozmezi
2,02-2,10. Tyto hodnoty jsou blizké 2,0 a to znamena, ze nase RNA byla Cistd, a tedy vhodna
pro pouziti do dalSich analyz. Nasledné¢ byla provedena reverzni transkripce, kdy jsme
z izolované RNA ziskali cDNA, kterou jsme dale pouzivali.

Tabulka 6: Zméfena koncentrace a €istota RNA. CTRL — neovlivnéné buiiky,
APAP — acetaminofen, CisPt — cisplatina, 7.p. — 7. pasaz, 15.p. — 15. pasaz.

Pasaz Typ vzorku Koncentrace (ng/pL) Cistota 260/280 nm
CTRL 628,89 2,05
APAP 1 mM 581,81 2,08
7.p. APAP 5 mM 808,96 2,04
APAP 10 mM 242,24 2,02
CisPt 5 uM 933,47 2,06
CisPt 50 uM 804,62 2,05
CTRL 849,68 2,03
APAP 1 mM 710,47 2,06
APAP 5 mM 654,78 2,10
P APAP 10 mM 747,12 2,02
CisPt 5 uM 258,29 2,03
CisPt 50 uM 941,96 2,03

65



Vysledky

4.2 Navrh oligonukleotidu

Pro potieby PCR experimentli bylo nutné navrhnout primery pro geny NAT1, NAT2
a GAPDH. Z primerd vygenerovanych z Primer-BLAST (NCBI, USA) jsme vybrali ty,
které splitovaly nami pozadovana kritéria na délku PCR produktu, umisténi primert ve dvou
ruznych exonech daného genu a nizkou vzdjemnou komplementaritu danou blizkou Tm,
aby nedochazelo k jejich parovani. Sekvence vybranych primera jsou uvedeny v tabulce €. 7.
Umisténi pfedni i reverzni primera v prisluSném genu je uvedeno v ptilohdch 1-3, tj. pro NAT1
v ptiloze 1, pro NAT2 v ptiloze 2 a pro GAPDH v ptiloze 3.

Tabulka 7: Charakteristiky navrZenych primeri. GC — guanino-cytosinovy par,

Tm — teplota tani primeru, NAT1 — N-acetyltransferaza 1, NAT2 — N-acetyltransferaza 2,
GAPDH - glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza, F — pfedni primer, R — reverzni primer.

Nézev Obsah Velikosto
primeru Sekvence (5™-3") Tm (°C) (Go/f) prtzg;;du
NATI1 F GCC AGG AAG AAG CAG CAA TC 56,8 55
NATI R CTC AAA GGG AAC AGC TCG GA 57,1 55 172
NAT2 F | TAC AGA CCT TGG AAG CAA GAGG | 56,3 50
NAT2 R AAG GGA ACA GCC CGG ATC T 58,8 58 17

GAPDH_F GCT CTC TGC TCC TCC TGT TC 57,8 60
GAPDH_R ATC CGT TGA CTC CGA CCT TC 56,8 55 17

4.3 Gradientova PCR a elektroforéza

Utelem gradientové PCR bylo zjisténi optimalni teploty pro nasednuti nami navrzenych
primerQ pro sledované geny NATI1, NAT2 a referencni gen GAPDH. Pro gradientovou PCR
jsme pouzili cDNA z kontrolnich neovlivnénych bungk.

Produkty gradientové PCR z probéhlé elektroforézy jsme detekovali pomoci UV
transiluminatoru (Vilber Lourmant, Francie) a UV stanice Syngane G: BOX F3 (Syngene,
USA). Vysledky jednotlivych elektroforéz produkti z gradientové PCR jsou uvedeny
na obrazcich 14, 15 a 16. Pro urceni velikosti vzniklych fragmenti jsme pouzili marker,
ktery byl vzdy napipetovan do prvni pozice na gelu (M).

Na obrazku ¢. 14 jsou uvedeny vysledky elektroforézy PCR produkti pro NATI
primery. U této dvojice primerti jsme ocekavali produkt o velikosti 192 bp. Na gelu jsme

detekovali pfi vSech testovanych teplotach praveé jeden produkt, jehoZ velikost odpovidala

66



Vysledky

velikosti ofekdvaného produktu. U zadné z testovanych teplot jsme nezaznamenali tvorbu
vedlejsich produktii. U teplot 56,3 °C (8) a 57,2 °C (9) jsme zaznamenali silnéjSi prouzky

na gelu, proto se tyto dvé teploty nasedani primerti zdaly jako nejlepsi pro dalsi pouZziti.

Obrazek 14: Gelova elektroforéza PCR produkti pro primery NAT1. Oc¢ekavana velikost
produktu 192 bp. Tm: 1 —51°C;2-51,2°C;3-51,8°C; 4-52,6 °C; 5 53,5 °C; 6 — 54,4 °C;
7 —55,4°C; 8—-56,3 °C; 9—-57,2 °C; 10 — 58 °C; Marker (M): 3000 bp; 2000 bp; 1500 bp;
1000 bp; 500 bp; 400 bp; 300 bp; 200 bp; 100 bp.

Na obrazku ¢. 15 jsou uvedeny vysledky elektroforézy PCR produkti pro NAT2
primery. Pro tuto dvojici primert jsme ocekavali velikost produkt 173 bp. Na gelu jsme
detekovali vyraznéjsi produkty u vSech testovanych teplot kromé teplot 53,5 °C (5) a 57,2 °C
(9). U teplot 51 °C (1), 51,2 °C (2), 51,8 °C (3), 52,6 °C (4) jsme na gelu zaznamenali tvorbu
vedlejSich produkti. U ostatnich jsme pozorovali pravé jeden produkt, jehoz velikost
odpovidala velikosti ocekavaného produktu. Jako vhodné teploty pro nasedani primerti bychom

mohli pouzit teploty 54,4 °C (6), 55,4 °C (7), 56,3 °C (8), 58 °C (10).
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Obrazek 15: Gelova elektroforéza PCR produkti pro primery NAT2. Oc¢ekavana velikost
produktu 173 bp. Tm: 1 —51 °C;2-51,2°C; 3 -51,8°C;4—-52,6 °C; 5—53,5°C; 6 — 54,4 °C;
7—55,4°C;8-56,3 °C;9—57,2 °C; 10 — 58 °C; Marker (M): 3000 bp; 2000 bp; 1500 bp;

1000 bp; 500 bp; 400 bp; 300 bp; 200 bp; 100 bp.

Na obrazku ¢. 16 jsou uvedeny vysledky elektroforézy PCR produktii pro primery
GAPDH. U této dvojice primerti jsme ocekavali produkt o velikosti 107 bp. Na gelu jsme
detekovali pii vSech testovanych teplotach prave jeden jasné€ ohrani¢eny produkt, jehoz velikost
odpovidala vypocitané velikosti 107 bp. U zadné testované teploty nasedani primerd jsme

nezaznamenali tvorbu vedlejSich produktii. VSechny teploty nasedani primert se jevily

jako vhodné pro dalsi pouziti.
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Obrazek 16: Gelova elektroforéza PCR produkti pro primery GAPDH. Oc¢ekavana velikost
produktu 107 bp. Tm: 1 —51°C;2-51,2°C;3-51,8°C; 4-52,6 °C; 5—-53,5°C; 6 — 54,4 °C;
7-55,4°C;8-56,3°C;9-57,2°C; 10— 58 °C; Marker (M): 3000 bp; 2000 bp; 1500 bp;
1000 bp; 500 bp; 400 bp; 300 bp; 200 bp; 100 bp.

Na gelech dochézelo u vétSiny testovanych teplot k tvorbé specifického produktu.
Prevazné jsme se fidili vysledky elektroforézy pro NAT2, kde vysledek teplot nebyl
jednoznacény. Pro naslednou analyzu pomoci RT-PCR jsme vybrali jednotnou teplotu nasednuti
primeru 56,3 °C, v gelech na pozici ¢. 8. Pro kazdy par primerd byla provedena negativni

kontrola. Gely z elektroforézy negativnich kontrol jsou vlozeny do ptiloh €. 4, 5 a 6.

4.4 Real-time PCR
Optimalizovanou teplotu nasedani primerti 56,3 °C jsme nasledné pouzili pro detekci
genove exprese NATI1, NAT2 a GAPDH pomoci RT-PCR. Pro RT-PCR jsme pouzili cDNA
z kontrolnich HK-2 bunék a zbunék ovlivnénych APAP (1-10 mM) a CisPt (5-50 uM)
po 24 hod. Pomoci analyzy teploty tani jsme ovéfili tvorbu specifickych produkti pro dané
primery. Pfestoze jsme pro detekci vyuzili teploty v rozmezi 40-90 °C, tak vysledky ukézaly,
ze produkty jsou detekovatelné v rozmezi teplot 75-95 °C. Ktivky tani jsou uvedeny v grafech

¢.2,3a4

69



Vysledky

9 -
dF/dT 3 -
7 4
6
S
4
3
2
1
0 T T T ]
75 80 85 90 95
T(°0)

Graf 2: K¥ivka tani produkti pro primery NAT1 v 15. pasazi. dF/dT — podil zmény intenzity
fluorescence a zmény teploty; T — teplota; kontrolni neovlivnéné buiiky — fialova;
10 mM acetaminofen — modra; 50 uM cisplatina — zelena; negativni kontrola — ¢erna.

Vysledky ukazuji, ze u vsech kiivek tani nedochazi k tvorbé nespecifickych produkta.
Pro kiivku tani produktt primertt NAT1 (graf 2) se tvoftil jeden specificky produkt pfi teploté
84 °C. U kiivky tani produktt primerd NAT2 (graf 3) se tvofil pravé jeden produkt v podobé
niz$iho vrcholu v teploté 85,5 °C. Specificky produkt se tvofil také u kiivky tani pro primery
GAPDH (graf 3), kde miizeme pozorovat jednotny vrchol pfi teploté 90 °C. Timto jsme ovéftili,
ze u vSech primert detekujeme tvorbu pravé jednoho specifického produktu a mohli jsme

pokracovat v dalsi analyze.
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Graf 3: K¥ivka tani produkti pro primery NAT2 v 15. pasazi. dF/dT — podil zmény intenzity
fluorescence a zmény teploty; T — teplota; kontrolni neovlivnéné buiiky — fialova;
10 mM acetaminofen — modra; 50 uM cisplatina — zelena; negativni kontrola — ¢erna.
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Graf 4: K¥ivka tani produktii pro primery GAPDH v 7. pasazi. dF/dT — podil zmény intenzity
fluorescence a zmény teploty; T — teplota; kontrolni neovlivnéné buiky — fialova;
10 mM acetaminofen — modra; 50 pM cisplatina — zelena; negativni kontrola — Cerna.
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Po probéhlé¢ RT-PCR jsme po nastaveni prahové hodnoty ze softwaru Rotor-Gene 6
(Qiagen, Némecko) ziskali Ct hodnoty. Tyto hodnoty byly pouzity pro nasledné vyhodnoceni.
Zaroven jsme detekovali, ze dochézi k expresi vSech sledovanych genti. Tato data jsme pouzili
pro kvantifikaci zmén exprese gent a pomoci delta-delta Ct metody jsme vypocitali relativni
expresi genll. Ziskané Ct hodnoty jsou uvedeny v tabulce €. 8. Ct hodnoty z jednotlivych méteni
si byly navzéjem blizké. K odchylce Ct hodnoty doslo u APAP 10 mM v 7. i 15.pasazi pro gen
NAT2. Tyto hodnoty jsou vyssi oproti ostatnim, a proto nebyly pro dalsi analyzu pouzity.
V tabulce ¢. 8 jsou oznaceny Cervené. Soucasti vSech analyz byl i kalibrator, ktery slouzil
k porovnani jednotlivych analyz mezi sebou. Jako kalibrator jsme zvolili neovlivnéné kontrolni
HK-2 buiiky z 15. pasaze.

Tabulka 8: Ct hodnoty naméirené RT-PCR. CTRL — neovlivnéné buniky, APAP — acetaminofen,

CisPt — cisplatina, NAT1 — N-acetyltransferdza 1, NAT2 — N-acetyltransferdza 2,
GAPDH - glyceraldehyd 3-fosfatdehydrogendza. Cervené oznacené hodnoty nebyly pouzity pro dalsi

vypocty.
7.p. 15.p.
NAT1 NAT2 GAPDH NAT1 NAT2 GAPDH
26,52 24.8 14,76 26,18 24,87 15,25
26,72 24,7 14,89 26,15 24.9 15,27
CTRL
26,94 24,86 15,89 26,23 25,94 15,4
26,87 24,74 16,06 26,18 25,88 15,8
25,82 22,85 14,4 26,82 23,67 14,86
APAP 1mM
25,19 22,72 14,37 27,36 23,64 16,65
24,65 22,44 14,56 27,03 23,16 16,48
APAP SmM
24,51 22,47 14,53 26,63 22,98 16,44
26,71 24,33 17,39 25,26 24,07 15,45
APAP 10mM 27,42 24,35 17,43 24,76 24,07 15,31
26,55 26,98 17,93 25,15 27,72 15,75
25,13 24,14 14,5 28,07 26,17 17,33
CisPt SuM
25,14 24,25 14,48 28 26,14 17,11
22,96 23,79 13,46 25,66 24,47 17,32
CisPt S0pM
23,06 23,99 13,54 25,38 24,34 15,88
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Vysledné Ct hodnoty jednotlivych vzorki byly vztaZeny k ptislusnému kalibratoru tak,
aby je bylo mozné vzajemné porovnat. Nasledné jsme data zpramérovali. Z rozdilu hodnot
sledovanych geni NAT1 nebo NAT2 od referencniho genu GAPDH jsme pro jednotlivé vzorky
vypoéitali hodnotu 224, Hodnoty 24 jsme zprimérovali a vypoéitali stfedni chybu
priméru (SEM). Tyto hodnoty jsme pouzili pro vytvoreni grafli znazoriujicich relativni expresi
genl NATI1 (graf 5) a NAT2 (graf 6). Z obou grafii je patrné, Zze v rdmci 7. a 15. pasaze dochazi
k rozdilné relativni expresi pfisluSnych gent.

Signifikantni zvyseni exprese NAT1 (graf 5) jsme detekovali u HK-2 bun¢k v 7. pasazi
ovlivnénych 5 a 10 mM APAP (p<0,001) a 50 uM CisPt (p<0,001) v porovnani s kontrolnimi
buiikami. V 15. pasazi jsme nalezli statisticky signifikantni zvySeni exprese NAT1 u bun¢k
ovlivnénych 10 mM APAP (p<0,05) a 50 uM CisPt (p<0,001). Po porovnani 7. a 15. pasdze
mezi sebou jsme nalezli signifikantni rozdil u 5 mM (p<0,05) a 10 mM APAP (p<0,001).
Na zakladé téchto vysledki Ize fici, Zze mira exprese NAT1 se 1isi napfi¢ obéma pasazemi
u bunék ovlivnénych 5 a 10 mM APAP, exprese NAT1 se vSak nelisi u bunék ovlivnénych

CisPt.
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Graf 5: Relativni exprese genu NAT1 v 7. a 15. pasazi. CTRL — kontrolni neovlivnéné buiky;
APAP 1-10 mM — acetaminofen; CisPt 5-50 uM — cisplatina. Méfeno v 7. a 15.pasazi. Data jsou
prezentovana jako prumér £ SEM (n=2-3; *, p<0,05; ***, p<0,001; vs. negativni kontrola v pfislusné
pasazi; o; p<0,05; 000; p<0,001; vs. bunky ovlivnéné pfislusSnym toxinem v rtiznych pasazich).
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U NAT?2 (graf 6) jsme detekovali statisticky signifikantni zvySeni exprese u HK-2 bun¢k
v 7. pasazi ovlivnénych 10 mM APAP (p<0,001) v porovnani s kontrolnimi bunkami.
V 15. paséazi doslo ke statisticky signifikantnimu zvySeni exprese NAT2 bunék ovlivnénych
1,5 (<0,00l) a 10 mM APAP ((p<0,0l) a 5 a 50 uM CisPt (p<0,001).
Po porovnani 7. a 15. pasaze mezi sebou jsme nalezli signifikantni rozdil u 5 a 10 mM APAP
(»<0,001)au 5 a 50 uM CisPt (p<0,001). Na zéklad¢ téchto vysledki 1ze fici, ze mira exprese
NAT2 se lisi napfi¢ obéma pasazemi u bunck ovlivnénych 5 a 10 mM APAP a u bun¢k

ovlivnénych 5 a 50 uM CisPt.
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Graf 6: Relativni exprese genu NAT2 v 7. a 15. pasazi. CTRL — kontrolni neovlivnéné buiiky;
APAP 1-10 mM — acetaminofen; CisPt 5-50 uM — cisplatina. M&feno v 7. a 15.pasazi. Data jsou
prezentovana jako primér = SEM (n=2-3; **, p<0,01; ***, p<0,001; vs. negativni kontrola
v prislusné pasazi; 000; p<0,001; vs. buiiky ovlivnéné ptislusnym toxinem v riznych pasazich).
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S DISKUZE

Ledviny jsou zakladnim organem, kde dochdzi k detoxikaci a eliminaci cizich latek,
chemikalii, 1é¢iv a toxickych metaboliti. Diky tomu jsou vSak zpravidla toxickému plisobeni
téchto latek vystaveny. Pokud mechanismy detoxikace a eliminace cizorodych latek nefunguji
spravn¢, muze dochazet k ledvinnému posSkozeni. Léky vyvolana nefrotoxicita je jednim
z Castych nezddoucich faktord pfi vyvoji novych 1€kii. Za ti¢elem testovani nefrotoxicity
zpisobené 1éky byly postupné vyvijeny rtizné in vitro bunécné modely, které umoziuji
zkoumani déju probihajicich v lidském organismu. Pravé diky studiim na bunénych modelech
1ze ziskat cenné informace o mozném riziku poskozeni ledvin a vyuzit tyto informace pro dalsi
vyvoj léciv nebo klinickou praxi (Kim a Moon, 2012; Yu et al., 2021).

Obvykle jsou pii in vitro testovani vyuzivany bunééné kultury kultivované v podobé
monovrstvy bun€k tzv. 2D bunééna kultivace. Toto usporaddani vSak odpovidé charakteristické
morfologické struktufe a funkci neporusenych ledvinnych tubulll jen ¢asteéné. Vyhodnéj$im
usporddanim bunék pro in vitro bunééné studie se jevi 3D usporadani bunécného modelu.
Takovyto model zpravidla vice odpovida skute¢nému stavu v organismu (Bajaj et al., 2018;
Kapalczynska et al., 2018). Ve vyzkumu se ale 3D modely vyuzivaji ziidka s ohledem
na strukturdlni zmény ve fenotypu bunék, jejich vyssi ceny a zaroven pro nékteré studie nemusi
byt pouziti 3D modelu vyhodnégjsi (Yu et al., 2021; Yu et al., 2023). Pro ucely této prace bylo
vyuziti 2D bunééného modelu dostacujici.

Pro simulaci fyziologického stavu ledvin jsou s vyhodou vyuZivany lidské ledvinné
buiiky (Bajaj et al., 2018). Zivotnost téchto bundk je omezend Hayflickovym limitem,
coZ znamena, Ze je nelze kultivovat neomezené dlouhou dobu. Zaroven existuje riziko,
ze vlivem nevhodnych podminek kultivace, mohou postupem casu pfijit o svilj pivodni
fenotyp. Tyto limity kultivovanych primérnich bun€k lze pfekonat vyuzitim imortalizované
bunécné linie. Ta se vyznacuje neomezenym rastem a délenim. Znesmrtelnéni bunék vsak
muze v priabéhu dlouhodobé kultivace ¢asteéné ménit bunécné funkce (Yu et al., 2021).

Pro testovani nefrotoxicity in vitro jsou pouzivany bunécné modely jako HK-2,
HEK293, LLC-PK1 a JTC-12 (Vrbova et al., 2016a). Pro na$i studii jsme vybrali
imortalizovanou adherentni bunécnou linii proximdlnich tubuld HK-2. Buné¢na linie HK-2
se béZné vyuziva jako model pro testovani nefrotoxicity 1éciv, jako je napiiklad ifosfamid
a acyklovir. Na rozdil od prasec¢i bunééné linie LLC-PK1 mé& HK-2 vyhodu v tom, Ze se jedna
o bunécnou linii odvozenou z lidské ledviny. To eliminuje moZny mezidruhovy rozdil

v toxikologii a farmakologii 1é¢iv (Gunness et al., 2010).
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Existuje celd tfada praci, které se zabyvaji studiem cytotoxicity latek. Mezi Casto
testované latky patii naptiklad gentamicin, penicilin, aspirin, chlorid kademnaty, APAP a CisPt
(Qiu et al., 2018; Kwiatkowska et al., 2021; Yu et al., 2021). V nasi studii jsme buinky HK-2
vystavili ptisobeni pravé APAP a CisPt. APAP je neopioidni analgetikum a antipyretikum
(Gerriets et al., 2024). CisPt je nejucinngj$i a nejrozsifenéj$i protinddorové 1écivo,
které indukuje apoptéozu nadorovych bunék. Omezenim pii pouziti CisPt jsou jeji mozné
vedlejsi ucinky na ledviny, kde se CisPt akumuluje (Sohn et al., 2013). Ob¢ latky se bézné
pouzivaji v klinické praxi a je zndma jejich schopnost cytotoxického plisobeni na ledviny.
Pro nas§ experiment jsme zvolili koncentrace modelovych toxinli pro vyvolani cytotoxicity
v ledvinnych butikach na zéklad¢ literatury a zkuSenosti nasi laboratofe. Pro APAP jsme pouzili
koncentrace 1, 5 a 10 mM (Vrbova et al., 2016b; Hauschke et al., 2017; Qiu et al., 2018);
pro CisPt 5 a 50 uM (Sohn et al., 2013; Wang et al., 2021). HK-2 buiiky byly inkubovany
s APAP a CisPt v 6jamkovych destickach po dobu 24 hod.

V lidském organismu jsou 1é¢iva metabolizovana v jatrech, GIT nebo pravé v ledvinach
(Kwiatkowska et al., 2021). Biotransformaci a mechanismus ptisobeni 1é¢iv je mozné studovat
s vyuzitim riznych metod. Jednim ze zplisobii sledovani plisobeni 1é¢iv je sledovani genové
exprese, kdy se stanovuje exprese vybranych genii (Mori a Kida, 2020). Studium genové
exprese umoziuje nahled na bunécnou fyziologii v ur€itém casovém bodé. Sledovani zmén
genové exprese muze prispet k pochopeni progrese onemocnéni, uréeni konkrétniho 1écebného
cile nebo urceni miry zdvaznosti symptomdi. Pti genové expresi dochéazi k syntéze funkéniho
produktu genu z genetické informace ziskané z DNA (Singh et al., 2018). Biotransformace
xenobiotik, vcetné 1éCiv a karcinogenl, probihd ve dvou fazich. Mezi geny ucastnici
se biotransformacni faze II patii NAT. Geny NAT koduji enzymy se stejnym nazvem,
které katalyzuji reakci, kdy dochézi k ptenosu acetylové skupiny z acetyl CoA a nasledné je
acetylovan substrat za vzniku CoA (Husain et al., 2007a). NAT tedy maji dilezité postaveni
v metabolismu xenobiotik a nasledné detoxikaci organismu (Guangping, 2020). Jednim
z hlavnich cilt této diplomové prace bylo sledovat genovou expresi NAT1 a NAT2 v HK-2
bunkach metodou RT-PCR.

Prvnim krokem byla izolace RNA z HK-2 bunék ovlivnénych APAP (1-10 mM) a CisPt
(5-50 uM) po dobu 24 hod. Tato RNA byla nezbytna pro optimalizaci primerti a RT-PCR.
Extrakce RNA miuze byt provedena pomoci nékolika riznych &inidel, jako je napt. Trizol
a GENEzol, nebo prostiednictvim kolonek (Tesena et al., 2017). Tyto tfi metody izolace RNA
ze vzorku tkanové biopsie z ¢asti Zaludku koni porovnavali ve studii autorii Tesena et al. (2017)

a vyhodnocovali pomoci RT-PCR. Izolace pomoci Trizolu méla vyssi vytézek, ale soucasné
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1 vy$8i kontaminaci proteiny a DNA. Kolonkova metoda méla nejlepsi Cistotu RNA a zaroven
nejnizsi vytézek. Na zavér vyhodnotili jako nejlepsi metodu GENEzol, kterd poskytla
dostateCn¢ purifikovanou RNA, vysoky vytézek a zaroven byla cenové dostupnéjsi
nez predchozi dvé metody. V naSich experimentech byla vyuzita izolace Trizolem, protoze je
efektivni, poskytuje vyssi vytézek a je snadno proveditelna. Eventudlni pouziti jiné metody
by bylo nutné optimalizovat a korelovat.

Pti izolaci RNA je dulezité¢ dbat na Cistotu a zabranit tak mozné kontaminaci vzorku,
aby nedochazelo ke zkresleni vysledku. Po izolaci RNA je nezbytné provést hodnoceni Cistoty
izolované RNA. Ve studii autord Gouveia et al. (2014) povazovali RNA za Cistou v piipade,
ze pomér absorbanci 260/280 nm byl vétsi nebo roven 1,9. Nizsi pomér by znacil pfitomnost
fenolu, proteini nebo dalSich moznych kontaminantii. Nami izolované vzorky RNA
z dostupného bunécéného materidlu ziskaly dobré vytézky a zaroven pomér absorbanci
260/280 nm vychazel okolo 2. Po zvazeni vSech dostupnych informaci jsme posuzovali nasi
izolovanou RNA. Nase vyhodnoceni potvrdilo, Ze RNA je Cista, bez kontaminace a je tudiz
vhodnd pro dal$i experimenty. Tato zjiSténi byla klicovd pro nésledny pribéh naseho
experimentu, coz nam poskytlo jistotu v kvalité naSich biologickych vzorkii.

Nasledna cDNA vznikla pfepisem z RNA tzv. reverzni transkripci. Pro tento proces jsou
dostupné komercni sady, které jsou bézné vyuzivany (Millner et al., 2012; Tesena et al., 2017;
Salazar-Gonzalez et al., 2020). Ziskanou cDNA jsme pouZili pro dal$i analyzu.

Abychom mohli sledovat genovou expresi NAT pomoci RT-PCR, tak bylo nezbytné
absolvovat nékolik krokli. Prvnim cilem mé diplomové prace bylo navrhnuti oligonukleotidi
pro detekci NAT a referenéniho genu GAPDH. Navrh oligonukleotidii je kliCovym bodem
jakéhokoliv experimentu, ktery ke zmnoZeni specifické sekvence nukleotidi vyuzivd metodu
PCR. Primery zvySuji G€¢innost amplifikace a zaroven vykazuji vysokou specifitu vici cilové
sekvenci (Li a Brownley, 2010). Pro ndvrh jsme pouzili software Primer-BLAST.
Tento univerzalni nastroj pouzivany pro navrh cilové specifickych primert pro PCR popsali
Ye et al. (2012), kde objasnuji uzivatelské rozhrani a nastavitelné parametry tohoto softwaru.
Zaroven je srovnavaji s alternativnimi moznostmi, které se dfive pouZzivaly pro navrh primert,
jako je QuantPrime nebo PRIMEGENS. V porovnani s nimi je Primer-BLAST citlivéjsi
v detekci poZadovaného cile a zarovenl dokaze identifikovat potencidlné nespecifické cile.
Jedna se o vylepSenou verzi, kterd je propojena s NCBI, ze které je mozné Cerpat dalsi potifebné
informace ze sekvenCnich databazi. Umoznuje vstup do Genbank, soubori FASTA
nebo umoziuje také pouziti primeru z odliSného zdroje. Dle ndmi vybranych parametri ndm

Primer-BLAST vygeneroval pary primert, z nichz jsme vybrali pro kazdy gen vzdy jeden par
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na zdkladé¢ podobnosti jejich Tm, délky vysledného PCR produktu a vzajemné
komplementarity. Tyto primery jsme oznacili jako NATI, NAT2 a GAPDH v zavislosti
na komplementarni sekvenci ptislusného genu.

Nasim dalsim cilem bylo optimalizovat podminky pouziti nové navrZzenych
a syntetizovanych primert.. Pro spravnou optimalizaci teploty nasedani primerd se vyuziva
gradientovd PCR s nastavenim teplotniho gradientu (Park et al., 2020). Gradient teplot
pro nasedani primerti byl vybran s ohledem na konkrétni vlastnosti primert, zejména jejich Tm.
Nase primery NATI1, NAT2 a GAPDH m¢ly Tm v rozmezi 56,3-58,8 °C. Proto jsme se
rozhodli pouzit gradient teplot od 51 °C do 58 °C. I presto, ze je Tm pomocnym ukazatelem
pro zvoleni vhodné teploty nasedani primert, nejlepsi volbou je vlastni experimentalni ovéieni.
My jsme pro dalsi analyzu jako nejvhodné;jsi teplotu vyhodnotili 56,3 °C.

Koncentrace nami navrzenych primert v gradientové PCR byla 0,42 uM. Je nutné brat
v potaz, ze komer¢ni oligonukleotidy se mohou mirn¢ odliSovat v teploté, pii které specificky
nasedaji na cilovy usek DNA. Rizné Tm mohou mit vliv na specifitu a G¢innost amplifikace
produktu. Pfi planovani, realizaci a vyhodnocovani experimentu je moznd variabilita teplot
zohlediovéna (Bustin a Huggett, 2017).

Po optimalizaci teploty nasedani primert pomoci gradientové PCR jsme pristoupili
k vlastni detekci zmén genové exprese NAT1, NAT2 a GAPDH pomoci RT-PCR. Kvantifikace
genové exprese se provadi fadou metod, jako jsou napt. Northern blot (Singh et al., 2018),
ribonukledzovy ochranny test, sériovd analyza genové exprese (Romkes a Buch, 2005;
Moustafa a Cross, 2016), PCR ¢ipy nebo mikroCipy (Singh et al., 2018) a RT-PCR. RT-PCR je
povazovana za levny, jednoduchy, velmi citlivy a specificky nastroj, ktery umoziuje stanovit
uroven exprese pozadovanych genli (Mo et al, 2012; Bachman, 2013). Ve studii Mo et al.
(2012) popsali obecny postup pro studium genové exprese. Vyuzili pro to metodu real-time
PCR s interkalatorem SYBR Green, ktery jsme v nasi studii pouZili i my.

Relativni exprese u NATI 1 NAT2 jsme sledovali u HK-2 bunék ovlivnénych
1,5a10mM APAP, 5 a 50 uM CisPt oproti kontrolnim neovlivnénych buitkdm pomoci
RT-PCR. Z analyzy RT-PCR jsme nastavenim prahové hodnoty ziskali Ct hodnoty. Ty jsme
pouzili pro vypocet relativni genové exprese delta-delta Ct metodou.

Exprese NATI1 byla signifikantn€ zvySena u HK-2 bun€k ovlivnénych APAP
(5, 10 mM) a CisPt (50 uM). Ackoliv NAT 1 je klicovou soucasti acetylacnich reakci
biotransformace xenobiotik, neexistuje ptili§ mnoho studii, které by se vénovaly genové expresi
NATI1 ve spojeni s naS§imi modelovymi toxiny nebo HK-2 bunikami. Ve studii Millner et al.

(2012) sledovali haplotyp NAT1*10 u bunck vajecnikt ¢inského kiecka, které byly vystaveny
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pusobeni 4-aminobifenylu v riiznych koncentracich (1,56, 3,13, 6,25 a 12,5 uM). V této studii
porovnavali nejbéznéjsi haplotyp NAT1, NAT1*10 s NAT1*4. U NATI*10 byla exprese
mRNA a proteinu vyssi nez u NAT1*4. Exprese mRNA byla hodnocena pomoci RT-PCR
a exprese proteinu byla analyzovana metodou Western blot. Tato studie se stejn¢ jako nas
experiment vénovala expresi NAT s vyuzitim bunééné linie pro sledovani nefrotoxicity
ve spojeni s modelovymi toxiny. Prestoze se odliSovali v pouzitém bunééném modelu a toxinu,
tak poskytli ndhled na mozny mechanismus piisobeni exprese NAT a jeji vliv na nefrotoxicitu.

V nasi praci jsme detekovali expresi NAT2 signifikantné zvySenou u HK-2 bunck
ovlivnénych APAP (5, 10 mM) a CisPt (5 a 50 uM). NAT 2 stejné jako NATI1 je dulezitou
soucasti biotransformace xenobiotik. Sledovani genové exprese NAT2 u HK-2 bunck
nebo jinych in vitro modelt ovlivnénych modelovymi toxiny, jako je pravé APAP a CisPt se
moc dostupnych studii nevénovalo. Je pravdépodobné, Ze by takové studie mohly mit velky
prinos pravé pro hodnoceni a charakterizaci nefrotoxicity vyvolané I¢ky (Garcia et al., 2020).
Ve studii Garcia et al. (2020) zkoumali nefrotoxicitu ptisobenou ve spojeni s chemoterapii CisPt
a jednonukleotidovymi polymorfismy v genech NAT1 a NAT2 u pacienti s rakovinou.
Zatimco gen NATT je vice exprimovan v centralnim nervovém systému a NAT2 je specificky
exprimovan jatrech, tlustém a tenkém stfeve. Vzorek pro analyzu genové exprese pomoci ¢ipti
Illimina byl zisk4van ze slin pacienttl, kterym byla v rAmci 1é¢by podavana CisPt (20 mg/m?).
Ucelem bylo vytvofit model, ktery by pied zahajenim 1é€by rozpoznal pacienty s rakovinou
varlat, u nichZ by bylo riziko pfipadné nefrotoxicity. V zavéru shledali, Ze by geny NAT mohly
byt v budoucnosti uplatiovany pii hodnoceni nefrotoxicity v klinické praxi. Tento poznatek
nabizi perspektivu pro dals§i vyzkum v oblasti farmakogenomiky a farmakotoxikologie,
ktery by mohl vést k pokroku v diagnostice a 1écbé nefrotoxicity zplisobené 1éCivy.

Jednim z faktorti, ktery jsme dale hodnotili, byl vliv opakovaného pasaZzovani HK-2
bunék. Pfi srovnani 7. a 15. pasdze byl vyznamny rozdil pozorovan u obou NAT ovlivnénych
APAP (5 a 10 mM) au NAT2 navic CisPt (5 a 50 uM). Experimenty s HK-2 bunikkami v 3., 6.,
9.,12. a 15. pasazi prokazaly, Ze vysledky mohou byt ovlivnény pravé pouzitim riznych pasazi
bunck. Pasdzovani HK-2 bun¢k mize mit vliv na citlivost vici toxickym latkam, jako je
napiiklad 10 mM APAP a 100 uM CisPt, kterym buiiky byly vystaveny 24 hod (Hand]l et al.,
2020). V soucasné dob¢ neni ptilis velké mnozstvi védeckych studii, které by hodnotily pocet
pasazi HK-2 bunék a jejich vliv na expresi genu. Ve studii Neumann et al. (2010) sledovali vliv
po¢tu pasazi, vrozmezi 8 pasazi, na genovou expresi v synovidlnich fibroblastech,
jejichz patofyziologie souvisi s onemocnénim revmatoidni artritida. Ve 2. a 4. pasazi k expresi

mRNA nedochézelo. Odlisna exprese byla pozorovana od 5. pasaze dale, pfiCemz nejvetsi
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rozdil byl zaznamenan u 7. a 8. pasaze. Ve studii dospéli k zavéru, Ze je dulezité brat ohled
na pocet pasazi bun€k pfi interpretaci vysledkll, coz ukazuje, ze pti provadéni experimenti

je nutné vzit v potaz pocet pasazi bunck.
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6 ZAVER

Cilem mé diplomové prace bylo sledovani genové exprese N-acetyltransferdz
v adherentni bunécné linii proximalnich ledvinnych tubuli HK-2. Geny N-acetyltransferaz
koduji enzym s identickym ndzvem. Tyto enzymy katalyzuji fazi II biotransformace. Proces
biotransformace je pro lidsky organismus dulezity z hlediska odbouravani xenobiotik
a to hlavn¢ 1é¢iv. Umoziuje detoxikaci a vylouceni latek z téla, ¢imZz minimalizuje potencialni
toxické ptisobeni latky. To je dilezité pro udrzeni homeostazy a zamezeni moznym zdravotnim
problémtm. Biotransformace probiha pfevazné v jatrech, ale také v ledvinach.

Diilezitym orgédnem pro eliminaci 1é¢iv jsou pravé ledviny. Vlivem Skodlivych latek
muze dochazet k jejich poskozeni a naslednému vzniku nefrotoxicity. Ta hraje klicovou roli
v ramci farmakologie a toxikologie 1é¢iv. Z tohoto divodu je nutné dbat na spravné uzivani
1€kii. Pro testovani nefrotoxicity in vitro se vyuziva modelovych latek jako je acetaminofen
nebo cisplatina. Jednd se o hojné vyuzivand 1é¢iva v klinické praxi. Testovani se provadi
na ledvinnych buiikdch, kterymi je naptiklad adherentni bunécné linie HK-2.

V ramci této diplomové prace jsme z HK-2 bun¢k v 7. a 15. pasazi ovlivnénych APAP
a CisPtizolovali RNA. Genovou expresi jsme sledovali pomoci RT-PCR, pro kterou bylo nutné
nejprve navrhnout a optimalizovat oligonukleotidy. Pro optimalizaci teploty nasedani
oligonukleotidli jsme pouzili gradientovou PCR. Sledovana genova exprese NAT1 1 NAT2 byla
u vétSiny koncentraci APAP a CisPt zvySend v porovnani s kontrolnimi neovlivnénymi

bunikami a v rdmci pasazi byla rozdilna.
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8 PRILOHY

8.1 Sekvence pro navrh primert

Pfiloha 1: Referencni sekvence NAT1 s navrzenymi primery. NAT1 ID: NM_000662.8; FASTA
format; 1799 bp; mRNA; pfedni primer — podtrZeny, tuény; reverzni primer — tucny.

ACTTCCTCATAGACCTTGGATGTGGGAGGATTGCATTCAGTCTAGTTCCTGGTTGCCGGCTGAAATAACCTGAAT
TCAAGCCAGGAAGAAGCAGCAATCTGTCTTCTGGATTAAAACTGAAGATCAACCTACTTTCAACTTACTAAGAAA
GGGGATCATGGACATTGAAGCATATCTTGAAAGAATTGGCTATAAGAAGTCTAGGAACAAATTGGACTTGGAAAC
ATTAACTGACATTCTTCAACACCAGATCCGAGCTGTTCCCTTTGAGAACCTTAACATCCATTGTGGGGATGCCAT
GGACTTAGGCTTAGAGGCCATTTTTGATCAAGTTGTGAGAAGAAATCGGGGTGGATGGTGTCTCCAGGTCAATCA
TCTTCTGTACTGGGCTCTGACCACTATTGGTTTTGAGACCACGATGTTGGGAGGGTATGTTTACAGCACTCCAGC
CAAAAAATACAGCACTGGCATGATTCACCTTCTCCTGCAGGTGACCATTGATGGCAGGAACTACATTGTCGATGC
TGGGTTTGGACGCTCATACCAGATGTGGCAGCCTCTGGAGTTAATTTCTGGGAAGGATCAGCCTCAGGTGCCTTG
TGTCTTCCGTTTGACGGAAGAGAATGGATTCTGGTATCTAGACCAAATCAGAAGGGAACAGTACATTCCAAATGA
AGAATTTCTTCATTCTGATCTCCTAGAAGACAGCAAATACCGAAAAATCTACTCCTTTACTCTTAAGCCTCGAAC
AATTGAAGATTTTGAGTCTATGAATACATACCTGCAGACATCTCCATCATCTGTGTTTACTAGTAAATCATTTTG
TTCCTTGCAGACCCCAGATGGGGTTCACTGTTTGGTGGGCTTCACCCTCACCCATAGGAGATTCAATTATAAGGA
CAATACAGATCTAATAGAGTTCAAGACTCTGAGTGAGGAAGAAATAGAAAAAGTGCTGAAAAATATATTTAATAT
TTCCTTGCAGAGAAAGCTTGTGCCCAAACATGGTGATAGATTTTTTACTATTTAGAATAAGGAGTAAAACAATCT
TGTCTATTTGTCATCCAGCTCACCAGTTATCAACTGACGACCTATCATGTATCTTCTGTACCCTTACCTTATTTT
GAAGAAAATCCTAGACATCAAATCATTTCACCTATAAAAATGTCATCATATATAATTAAACAGCTTTTTAAAGAA
ACATAACCACAAACCTTTTCAAATAATAATAATAATAATAATAAAAAATGTATTTTAAAGATGGCCTGTGGTTAT
CTTGGAAATTGGTGATTTATGCTAGAAAGCTTTTAATGTTGGTTTATTGTTGAATTCCTAGAAAAGTTTTATTGG
TAGATGAGTAAATAAAATATTGTAAAAAAACTTATTGTCTATAAAGTATATTAAAACATTGTTGGCTAATATAAT
TTGAAAAAAAGTGGTTTTTTGGAAGACTTAGGATATTATGGTGCTACATAATTTTTCCTCGATGCTCTCTTCCTC
TCATCTTTCTTGTCTCTTAAATTACTTTACTTCCTTGCACACTTTGCCATACAAGAATGAACATGAGCTTTTCTT
GTGTAGATCTGAGTTGAAATCCTGTGGACACTGGGCGAATTACTTTTTAGATCTGTAGCTCTGACTCCTCAGGCA
TAAAATGGGAATAATGCTTTTACAGTTTAGTGGCGGAACTAAACTCCCAAAATTATTTGTTATATGGATCAAGTA
ATAACGTCAGTAATGTTTTTGGTACAAAGTCATTATTTAATAAAAGTTATTGTTCCATCTTGCTTGCCCCCCCA

Ptriloha 2: Referenc¢ni sekvence NAT2 s navrZenymi primery. NAT2 ID: NM _000015.3; FASTA
format; 1285 bp; mRNA; pfedni primer — podtrzeny, tu¢ny; reverzni primer — tucny.

ACTTTATTACAGACCTTGGAAGCAAGAGGATTGCATTCAGCCTAGTTCCTGGTTGCTGGCCAAAGGGATCATGGA
CATTGAAGCATATTTTGAAAGAATTGGCTATAAGAACTCTAGGAACAAATTGGACTTGGAAACATTAACTGACAT
TCTTGAGCACCAGATCCGGGCTGTTCCCTTTGAGAACCTTAACATGCATTGTGGGCAAGCCATGGAGTTGGGCTT
AGAGGCTATTTTTGATCACATTGTAAGAAGAAACCGGGGTGGGTGGTGTCTCCAGGTCAATCAACTTCTGTACTG
GGCTCTGACCACAATCGGTTTTCAGACCACAATGTTAGGAGGGTATTTTTACATCCCTCCAGTTAACAAATACAG
CACTGGCATGGTTCACCTTCTCCTGCAGGTGACCATTGACGGCAGGAATTACATTGTCGATGCTGGGTCTGGAAG
CTCCTCCCAGATGTGGCAGCCTCTAGAATTAATTTCTGGGAAGGATCAGCCTCAGGTGCCTTGCATTTTCTGCTT
GACAGAAGAGAGAGGAATCTGGTACCTGGACCAAATCAGGAGAGAGCAGTATATTACAAACAAAGAATTTCTTAA
TTCTCATCTCCTGCCAAAGAAGAAACACCAAAAAATATACTTATTTACGCTTGAACCTCGAACAATTGAAGATTT
TGAGTCTATGAATACATACCTGCAGACGTCTCCAACATCTTCATTTATAACCACATCATTTTGTTCCTTGCAGAC
CCCAGAAGGGGTTTACTGTTTGGTGGGCTTCATCCTCACCTATAGAAAATTCAATTATAAAGACAATACAGATCT
GGTCGAGTTTAAAACTCTCACTGAGGAAGAGGTTGAAGAAGTGCTGAGAAATATATTTAAGATTTCCTTGGGGAG
AAATCTCGTGCCCAAACCTGGTGATGGATCCCTTACTATTTAGAATAAGGAACAAAATAAACCCTTGTGTATGTA
TCACCCAACTCACTAATTATCAACTTATGTGCTATCAGATATCCTCTCTACCCTCACGTTATTTTGAAGAAAATC
CTAAACATCAAATACTTTCATCCATAAAAATGTCAGCATTTATTAAAAAACAATAACTTTTTAAAGAAACATAAG
GACACATTTTCAAATTAATAAAAATAAAGGCATTTTAAGGATGGCCTGTGATTATCTTGGGAAGCAGAGTGATTC
ATGCTAGAAAACATTTAATATTGATTTATTGTTGAATTCATAGTAAATTTTTACTGGTAAATGAATAAAGAATAT
TGTGGAAAAA
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Ptiloha 3: Referen¢ni sekvence GAPDH s navrZenymi primery. GAPDH ID: NM 002046.7;
FASTA format; 1285 bp; mRNA; pfedni primer — podtrzeny, tucny; reverzni primer — tucny.

GCTCTCTGCTCCTCCTGTTCGACAGTCAGCCGCATCTTCTTTTGCGTCGCCAGCCGAGCCACATCGCTCAGACAC
CATGGGGAAGGTGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGTCGTATTGGGCGCCTGGTCACCAGGGCTGCTTTTAACTC
TGGTAAAGTGGATATTGTTGCCATCAATGACCCCTTCATTGACCTCAACTACATGGTTTACATGTTCCAATATGA
TTCCACCCATGGCAAATTCCATGGCACCGTCAAGGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCATCAATGGAAATCCCATCAC
CATCTTCCAGGAGCGAGATCCCTCCAAAATCAAGTGGGGCGATGCTGGCGCTGAGTACGTCGTGGAGTCCACTGG
CGTCTTCACCACCATGGAGAAGGCTGGGGCTCATTTGCAGGGGGGAGCCAAAAGGGTCATCATCTCTGCCCCCTC
TGCTGATGCCCCCATGTTCGTCATGGGTGTGAACCATGAGAAGTATGACAACAGCCTCAAGATCATCAGCAATGC
CTCCTGCACCACCAACTGCTTAGCACCCCTGGCCAAGGTCATCCATGACAACTTTGGTATCGTGGAAGGACTCAT
GACCACAGTCCATGCCATCACTGCCACCCAGAAGACTGTGGATGGCCCCTCCGGGAAACTGTGGCGTGATGGCCG
CGGGGCTCTCCAGAACATCATCCCTGCCTCTACTGGCGCTGCCAAGGCTGTGGGCAAGGTCATCCCTGAGCTGAA
CGGGAAGCTCACTGGCATGGCCTTCCGTGTCCCCACTGCCAACGTGTCAGTGGTGGACCTGACCTGCCGTCTAGA
AAAACCTGCCAAATATGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAGCAGGCGTCGGAGGGCCCCCTCAAGGGCATCCTGGG
CTACACTGAGCACCAGGTGGTCTCCTCTGACTTCAACAGCGACACCCACTCCTCCACCTTTGACGCTGGGGCTGG
CATTGCCCTCAACGACCACTTTGTCAAGCTCATTTCCTGGTATGACAACGAATTTGGCTACAGCAACAGGGTGGT
GGACCTCATGGCCCACATGGCCTCCAAGGAGTAAGACCCCTGGACCACCAGCCCCAGCAAGAGCACAAGAGGAAG
AGAGAGACCCTCACTGCTGGGGAGTCCCTGCCACACTCAGTCCCCCACCACACTGAATCTCCCCTCCTCACAGTT
GCCATGTAGACCCCTTGAAGAGGGGAGGGGCCTAGGGAGCCGCACCTTGTCATGTACCATCAATAAAGTACCCTG
TGCTCAACCA

8.2 Vysledky agarozové gelové elektroforézy NTC

Priloha 4: Gelova elektroforéza PCR produkti negativnich kontrol pro primery NATI.
Tm: 1-51°C;2-51,2°C;3-51,8°C;4-52,6°C; 5-53,5°C; 6 — 54,4 °C; 7—55,4 °C;
8 —-56,3 °C; 9 57,2 °C; 10 — 58 °C; Marker (M): 3000 bp; 2000 bp; 1500 bp; 1000 bp;
500 bp; 400 bp; 300 bp; 200 bp; 100 bp.
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Ptiloha 5: Gelova elektroforéza PCR produkti negativnich kontrol pro primery NAT?2.
Tm: 1-51°C;2-51,2°C;3-51,8°C;4-52,6°C; 5-53,5°C; 6 — 54,4 °C; 7—-55,4 °C;
8—-56,3°C;9-57,2°C; 10 — 58 °C; Marker (M): 3000 bp; 2000 bp; 1500 bp; 1000 bp;
500 bp; 400 bp; 300 bp; 200 bp; 100 bp.

Priloha 6: Gelova elektroforéza PCR produkti negativnich kontrol pro primery GAPDH.
Tm: 1-51°C;2-51,2°C;3-51,8°C;4-52,6°C;5-53,5°C; 6 — 54,4 °C; 7—-55,4 °C;
8 —56,3°C;9-57,2°C; 10 — 58 °C; Marker (M): 3000 bp; 2000 bp; 1500 bp; 1000 bp;
500 bp; 400 bp; 300 bp; 200 bp; 100 bp.
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