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Riizné pristupy genetického testovani Leidenské mutace

Abstrakt

Predkladana bakalarskd prace se zabyva riznymi pfistupy genetického testovani
Leidenské mutace. Leidenska mutace (faktor V Leiden) je v soucasné dobé jedna
Z nejcastéjsich hereditarnich pficin trombofilnich stavl a jeji vySetfeni jedno z nejcastéji
pozadovanych v ramci trombofilnich mutaci. Trombofilni stavy jsou vaznou zdravotni
komplikaci, kdy dochéazi nejcastéji k hluboké zilni trombdze — tedy tvorbé srazeniny
V hlubokém zilnim systému dolnich koncetin. Tento stav mize zptisobovat komplikace
zejména v t¢hotenstvi, ale mize mit vdzné nasledky i pro jinak zdravého Elovéka.
Vysetieni Leidenské mutace je bud indikovano za urcitych podminek lékatem, a
V tomto piipad¢ je hrazeno z vetejného zdravotniho pojisténi, nebo si jej pacient hradi
sam jako samoplatce.

Cilem teoretické casti této prace je podat ucelenou informaci o fyziologii
hemostéazy, aby bylo moZzné pochopit mechanismus tohoto systému, ddle o dédi¢nosti
Leidenské mutace, rizicich, které jsou sni spojeny a o pravidlech indikace ke
genetickému vySetfeni této mutace. Je zde popsano i riziko souvisejici s uzivanim
hormonalni antikoncepce a vznikem trombofilnich stavii. V neposledni fad¢ se zabyva
riznymi genetickymi metodami, které 1ze pro detekci Leidenské mutace pouZzit.
Prakticka Cast obsahuje vlastni postup genetickych metod a vysledky takto ziskané.
V ramci bakalaiské prace byly pouzity metody RFLP-PCR, real-time PCR a reverzni
hybridizace na stripech. Soucasti vysledkli je také statistické zpracovani rozdilné
koncentrace DNA ziskané izolaci z periferni krve nebo z bukalniho stéru a statisticky
piehled o zachytu Leidenské mutace béhem nékolika let v laboratoii GENLABS s. 1. 0.

Nosi¢i této mutace maji vEtsi riziko vzniku tromboz, které mohou mit zavazné
nasledky, véetné plicni embolie nebo infarktu myokardu. Jedinci s touto mutaci mohou
byt jak heterozygoti, tak homozygoti. Heterozygoti jsou rizikem trombdz postiZzeni 5x —
10x vice nez zdravy jedinec, zatimco homozygoti maji toto riziko 80x — 100x vyssi.

Ve svétoveé populaci je Leidenska mutace rozprostfena nerovnomeérng, obecné mizeme
fict, Ze v bilé populaci je jeji vyskyt az 15%, zatimco v cernosské a asijské populaci se

nevyskytuje téméf viibec. V Ceské republice je jeji vyskyt odhadovan asi na 5%.

Klicova slova: hemostaza, hemokoagulace, Leidenskd mutace, genetické testovani



Abstract

This thesis is about various approaches to genetical testing of Factor V Leiden.
Factor V Leiden is currently one of the mostly occured hereditary causes of thrombosis.
It’s examination is one of the mostly required among the thrombophilic mutations.
Thrombophilic conditions are serious health complications when most oftenly deep
venous trombosis occurs, which means formation of blood clot in deep vein system of
legs. This condition may cause health complications especialy during gravidity, but it
may have serious consequences even for healthy person. If examination for Factor
V Leiden is recommended by medical specialist then it is paid from the health insurance
otherwise it is payed by person who requests the examination.

Purpose of theoretical part of the thesis is to offer information about physiology of
hemostasis and to understand mechanism of this system, further is about hereditary of
Factor V Leiden and associated hazards and about rules of indication of genetic
examination of this disorder. There is also description of risks related with use of
hormonal anticonception and formation of thrombophilic conditions. And lastly this
thesis concernes about various genetical methods which are useable for detection of
factor V Leiden.

Practical part consists of procedures of genetical methods and obtained results.
Used methods were RFLP-PCR, real-time PCR and reverse hybridization on the stripes.
Part of the results is statistical processing of different concentrations of DNA obtained
by isolation from peripheral blood or from buccal swab and statistical overview of
factor V Leiden identifications throughout the years in laboratories of company
GEBLABS s.r.0.

Carriers of this mutation have increased risk of occurrence of thrombosis which
can cause serious health conditions like pulmonary embolism or myocardial infarction.
Indivinduals with such mutation can be heterozygotes aswell as homozygotes.
Heterozygotes have five to ten times higher chance of mutation occurance then healthy
person but homozygotes have this chance eighty to one hundred times higher. In human
population factor V Leiden is spread unequally. In white population is estimated
occurrence around 15% on the other hand occurrence on humans with African or Asian

descent is very rare.

Key words: hemostasis, hemocoagulation, Factor V Leiden, genetic testing
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1 UVOD

Leidenska mutace se fadi do trombofilnich stavl, které jsou dédicné neboli
hereditarni. Nosic¢i této mutace maji vétsi riziko vzniku tromboz, tedy krevnich srazenin
a to predevSim v hlubokém zilnim systému dolnich koncetin. Vznik téchto srazenin
muze mit zdvazné nasledky, vetné plicni embolie nebo infarktu myokardu. Jedinci
s touto mutaci mohou byt jak heterozygoti, tak homozygoti. Heterozygoti jsou rizikem
tromboz postizeni 5x — 10x vice nez zdravy jedinec, zatimco homozygoti maji toto
riziko 80x — 100x vyssi.

Ve svétové populaci je Leidenskd mutace rozprostfena nerovnomérne, obecné
muzeme fict, Ze v bélosské populaci je jeji vyskyt az 15%, zatimco v Cernosské a asijské
populaci se nevyskytuje téméf viibec. V Ceské republice je jeji vyskyt odhadovéan asi na

5%.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Hemostiza

Cirkulace krve ma za fyziologickych podminek dvé charakteristiky — jednak
nesmacivost endotelii cévni stény a jednak o fluiditu krve. Proces hemostazy tyto dvé
charakteristiky méni. Hemostdza je ochranny mechanismus, ktery zaceluje poskozeni
v cirkulaci krve a pokud tento mechanismus nefunguje, muze to mit fatilni nasledky
(fblt.cz). Pti poskozeni cévniho povrchu endotelu, at’ uz chemickém, mechanickém
nebo biologickém, je zahdjen proces srdzeni. Toto srdZeni je kombinovanou adhezivni
reakci, kterda zahrnuje krevni desticky i ostatni buiiky nebo latky podilejici se na
hemostéaze. Zastava krvaceni je témét okamzitd — tvorbou primarni hemostatické zatky,
kterd se diky dal$im procesiim zpevni a smrsti. Vznikd tak definitivni krevni zéatka
(Pecka, 2004).

Mohou ovSem nastat i situace, kdy se setkdme s dysbalanci hemostazy. Tato
dysbalance muze byt zplsobena riznymi faktory — naptiklad sepse, nadory atd.

Hemostéaza zahrnuje vSechny faze zastavy krvaceni (fblt.cz).

2.1.1 Mechanismy hemostatickych procesi

Mezi zakladni mechanismy hemostatickych procest patfi:
e Primarni hemostaza.
e Plasmaticky koagulacni systém.
e Fibrinolyticky systém.

e Inhibitory krevniho sraZeni a fibrinolyzy.

V primérni hemostaze hraji diileZitou roli trombocyty, v sekundarni fazi je dilezita
tvorba trombinu vedouci k polymeraci fibrinogenu. Obé faze se vzajemné prolinaji
atvori tak jeden celek. Konecnou fazi hemostdzy je fibrinolyza, kterd umoziuje
rozpusténi trombu, rekanalizaci poskozeného tseku a plné obnoveni prutoku (tab. 1).
Soucasné stim dochazi k procesim, jeZ vedou k proliferaci poSkozenych tkani a

k celkovému zhojeni poskozené cévy (Colman et al., 2001).



Tab.1 Prubeh hemostazy a hemokoagulace

Primarni hemostaza

* éiiorgsrtlfssglnkége Koagula¢ni systém Fibrinolyza

e A dhp desticek e Aktivace faktori e Aktivace
d et;e eshie (sekundy az fibrinolyzy
egrsf(’) th;Zkun ) minuty) (minuty)
: y o e Formace fibrinu e Lyza sraZeniny

e Agregace desticek (minuty) (hodiny)
(sekundy az minuty)

(Pecka, 2004)

2.1.2 Primarni hemostiza

Primarni hemostdza ma za ukol vytvofit primarni hemostatickou zatku, jez uzavira
narusené misto a zastavuje krvaceni. Hlavnimi komponenty primarni hemostazy jsou
trombocyty a cévni sténa (Levy-Toledano et al., 1997).

Proudici trombocyty, které jsou neaktivni, maji ovalny diskoidni tvar a na
nenarusenou a nezménénou endotelovou vystelku cévni stény nereaguji. Pokud dojde
k naruseni endotelové vystelky (zptisobeno poranénim, zanétlivym nebo degenerativnim
procesem), obnazi se pojivova tkan pod endotelem v misté poSkozeni cévni stény
adojde Kk obnaZeni kolagennich vlaken v subendotelidlnim prostoru. Dochazi tak
k adhezi trombocyti — tzn. K jejich pfichyceni ke kolagenovym vlakniim za pomoci
receptort glykoproteinové povahy. Spojeni je umoZnéno témito bivalentnimi proteiny —
von Willebrandovym faktorem (vVWF) a fibronektinem (Colman et al., 2001).

Adheze desticek s aktivaci receptort navodi kaskddu biochemickych
a metabolickych pochodi — tzv. aktivaci trombocytd. Dochazi tim ke zméné tvaru
a centralizaci granuli. D&j je provazen uvolnénim proagregacnich a chemickych faktord.
dalsi

u aktivovanych desti¢ek probiha sekrece adenosindifosfatu (ADP) a metabolismem

Za pomoci mezibunéénych signall se kontaktuji trombocyty, jelikoz
kyseliny arachidonové vznika tromboxan A2 (TXAy). Tyto dvé latky se vazi na
ptislusné receptory desticek vyskytujicich se v okoli, aktivuji je a desticky tak méni tvar
na kulovity s vybézky. Zaroven dochazi ke zméné struktury receptorii a k aktivaci jejich
vazebnych mist.

Zména struktury receptori a jejich aktivace umoziiuje vazbu trombocytl

bivalentnimi proteiny — vWF, fibrinogenem a vitronektinem. Nasleduje tzv. agregace
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desticek, kterd se rozdé€luje na primarni, vyvolana uvolnénym ADP z poskozenych
bunck a tkani a sekundéarni zplisobena uvolnénim ADP a TXA; z granuli trombocytt
a trombospondinu. Trombospondin vytvaii mistky mezi destiCkami a agregace desticek
je tak nevratna.

Zaveérem faze priméarni hemostdzy je presunuti fosfolipidii z vnitini membranové
dvojvrstvy do vné&jSich membranovych struktur trombocytl ¢imz posiluji dal$i fazi
hemostazy a tedy polymeraci rozpustného fibrinu na nerozpustny fibrin
(Colman et al., 2001).

Béhem tvorby destickové zatky se prosazuje i tkanovy faktor pochazejici
z poskozenych tkani. Povrch desticky je dostupny pro vzajemné ptisobeni koagula¢nich
faktord, které ma za nasledek tvorbu fibrinové zatky. Do fibrinové sité, ktera byla
vytvofena, jSOu zachytavany erytrocyty a leukocyty. Tzv. ,,bily* trombus se méni na

»cerveny™ (Pecka, 2004).

2.1.3 Plasmaticky koagulacni systém

Plasmaticky koagula¢ni systém zahrnuje nckolik dé&ji, které maji za nésledek
vytvofeni nerozpustného fibrinu. Postupné se fibrinogen pieménuje na fibrin a fibrinové
monomery, které spontanné polymeruji. Tyto polymery se pak spojuji kovalentnimi
vazbami a pusobenim aktivovaného faktoru XIII (XIIla) — vznikd tak nerozpustny
fibrin. Ten vytvoii vldknitou sit’ zachycujici krevni buiiky. Vznika tzv. stabilni fibrinova
zatka na jejimz staZeni se podileji krevni desticky (Sussman, 1992).

Hemokoagulace se Ucastni velké mnozstvi latek jako jsou plasmatické proteiny,
fosfolipidy a ionty, souhrnné feceno koagulac¢ni faktory (tab. 2). Koagula¢ni faktory se
vétsinou tvofi v jatrech, nékteré z nich jsou vitamin K dependentni (jejich tvorba zavisi

na pritomnosti vitaminu K), konkrétné jde o protrombin, FVII, FIX a FX.
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Tab. 2 Koagulacni faktory

Zavislost na vit. Katalyticka

Ciselné zna&eni Slovni znaceni R Cesta Funkce
K aktivita

tvorba fibrinové

| fibrinogen ne ne ob¢ fx
sité

aktivace
fibrinogenu, V,
1 protrombin ano ano obé VII, VI, X,
XIIl, proteinu C,

desticek

bunéény kofaktor
1l tkanovy faktor ne ne zevni FVI1, aktivuje
FIXaFX

nezbytny pro
vznik vazby mezi
v vapenaté ionty ne ne ob¢ koagula¢nimi
faktory a
fosfolipidy

plasmaticky

kofaktor FX
(vytvaii aktivator

protrombinu)

\Y proakcelerin ne ne obé

VI prokonvertin ano ano zevni aktivace FIX a FX

antihemofilicky plasmaticky

vl faktor A ne ne Vnitfni kofaktor FIX

vytvari komplex
IX Christmas faktor ano ano vnitini s FVIII a aktivuje
FX

aktivuje
ano ano obé protrombin (v
komplexu s FV)

Stuart-Prowerové
faktor

plasmaticky
Xl predchiidce ne ano vnitini aktivuje FIX
tromboplastinu

Xl Hagemantiv faktor ne ano vnitini aktivuje FXI

transglutaminaza,
stabilizuje

fibrinovou sit’

prostiednictvim

tvorby
peptidovych

vazeb mezi C-
konci peptidit

fibrin stabilizujici

faktor ne ne ob¢

Xl

vaze a
transportuje FVIII
(ochrana pred

von Willebrandav ne ne degradaci)
faktor usnadnuje
agregaci a adhezi
trombocyti
V misté poranéni

VWF

Casna faze
koagulace,
Prekalikrein Fletcheriv faktor ne ano vnitini aktivuje FXIl a
HMWK (vnitini
cesta)

kofaktor, ¢asna
faze koagulace
ne ne vnitini sFEXIla
kalikreinem
(vnitini cesta)

Vysokomolekular Fitzgeralduv
ni kininogen faktor

(Chottova Dvorakova, 2015)

Obecné se uvadi dveé cesty pfemény protrombinu na trombin, a to cesta vnitini
a vnéjsi. Tento model byl popsan v Sedesatych letech minulého stoleti a funguje dobie

pfi srazeni krve in vitro. V lidském téle se koagulace ucastni nejen latky pfitomné v Krvi
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¢i tkanovy faktor (TF), nybrz i latky na povrchu nékterych bunék nebo latky témito
bunkami uvolfované (Pecka, 2004). Diky tomuto poznani vznikl novy model
hemokoagulace vychazejici ze starého modelu, ktery bere v potaz i tyto interakce. Pro

uplnost jsou v této praci uvedeny oba modely.

2.1.4 Pavodni model koagulace

Proces hemokoagulace probiha ve tfech fazich:
1. Tvorba aktivatoru protrombinu.
2. Pteména protrombinu na trombin.

3. Pfeména fibrinogenu na fibrin a naslednd tvorba fibrinové sité (obr. 1).

2.1.4.1 Tvorba aktivatoru protrombinu

Aktivator protrombinu je tvoifen komplexem FXa, FVa, vépenatych iontl
a fosfolipidii bunécné membrany trombocyti nebo subendotelovych bunék. Nazyva se
také protrombinaza nebo tenaza je vytvoren bud’ v zevnim systému, nebo ve vnitinim

systému koagula¢ni kaskady (Chottova Dvorakova, 2015).

2.1.4.2 Zevni systém

Zevni systém se aktivuje tehdy, pokud dojde k poskozeni cévni stény v rozsahu,
kdy krev opousti cévni fecisté a vytékd do okolnich tkani, ptipadné ven z téla. Krev se
tak dostane do kontaktu s buitkami pod endotelem a bufikami v okoli poSkozené cévy.
Buriky maji na svém povrchu TF, glykoproteinovy receptor. Z krve se na tento receptor
navaze FVII, vznikd tak komplex a spolu s vapenatymi ionty aktivuje FX na FXa

(Weiss et al., 1989).

2.1.4.3 Vniti'ni systém

Pokud je poskozeni takové, ze krev neopousti feCisté¢ a je tak poskozena pouze
endotelova vrstva, ktera se dostava do kontaktu s kolagenem uloZzenym pod endotelem.

Nedojde tedy ke styku krve s TF a v procesu srazeni se uplatni pouze faktory pfitomné
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v krvi. Kaskada je zapocata aktivaci FXII, ke které dochazi pii styku krve s povrchem
kolagenu, jenz mé negativni naboj. Podili se na tom zaroven také vysokomolekularni
kininogen a kalikrein. FXIIa aktivuje FXI na FXIa, ktery aktivuje FIX na FIXa. FIXa
vytvaii komplex s FVIII a destickovymi fosfolipidy a pomoci vapenatych iontt aktivuje
FX na FXa. FXa vytvofi komplex s FVa diky ucasti fosfolipidii a vapenatych ionti.
Vysledkem je vznik aktivatoru protrombinu (Heimark et al.,1980).

2.1.4.4 Pieména protrombinu na trombin

Protrombin se pfeméni na trombin diky uéinku vytvofeného aktivatorem

protrombinu. Trombin katalyzuje reakce souvisejici s hemokoagulaci.

2.1.45 Pieména fibrinogenu na fibrin

Utinkem trombinu na fibrinogen se od$tépuji peptidové fetézce A a B
(fibrinopeptidy) z jeho molekuly a vznika fibrin monomer. Fibrinova vlakna se nasledné
polymeruji. VIdkna jsou nestabilni, ovSem plsobenim FXIIla dojde ke vzniku
kovalentnich vazeb mezi vlakny fibrinu. Tim vznika fibrinova sit’. FXIII je fyziologicky
pritomen v plasmé a je aktivovan plisobenim trombinu za pfitomnosti vapenatych iontl

(Dyr et al., 1989).

2.1.5 Novy model koagulace

Jak bylo zminéno vyse, tento model vychazi z pivodniho modelu, ov§em zahrnuje
i ¢innost bunék béhem celého procesu. Pro spravny pribéh koagulace je dulezité, aby se
faktory nachéazely v misté poranéni, kde méa koagulum vzniknout a nestaci jen vznik
jejich potfebného mnozstvi v aktivovaném stavu. Nekteré koagulacni reakce probihaji
na povrchu buné¢k, konkrétné na aktivovanych trombocytech a bunikdch nesoucich TF.
Koagulace probéhne pouze v situaci, kdy v dusledku poskozeni cévni stény dojde
k interakci TF, desti¢ek a plasmatickych faktora (Galajda et al., 1998).
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2.1.5.1 Iniciace

poskozenim cévni stény, jelikoz builkky nesouci na povrchu TF se za fyziologickych
okolnosti nachazeji ve stén¢ cévy pod endotelem nebo v blizkém okoli cév.

Pii kontaktu TF s FVIla, jehoz malé mnoZstvi neustale pfitomno v Krvi, vznika
komplex, ktery aktivuje malé mnozstvi FIX a FX na jejich aktivni formy. FXa se poji
s FVa a spole¢né vytvaii protrombinadzu na povrchu bunék s TF. Sotva se FXa uvolni
Z bunécného povrchu, je rychle inaktivovan. Timto je zajisténo, ze koagulace probiha

pouze V misté¢ posSkozeni cévy.

2.1.5.2 Amplifikace

Trombin vytvofeny ve fazi iniciace ma fadu funkci. Aktivuje desticky, které diky
tomu ziskavaji vyssi prokoagulacni aktivitu. Trombinem je téz aktivovan FV, FVIII

a FXI, které jsou umistény na povrchu trombocytt.

2.1.5.3 Propagace

navaze na FVIlla, ktery je lokalizovan na povrchu trombocytd. Dalsi FIXa vznika
¢innosti FXla, ktery je taktéZ vdzan na povrchu desticek. FXa je v této fazi tvoren
pomoci komplexu FIXa/VIlla. Vytvofeny FXa se ihned spojuje s FVa (obr. 1). Tento
komplex je zodpovédny za tvorbu dostatecného mnozstvi trombinu pro vznik fibrinové

sit¢ (Miller et al,. 1996).
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Obr.1 Schéma hemokoagulace; pievzato z wikipedia.org

2.2 Fibrinolyza

Fibrinolyticky systém odpovidd za lyzu koagula, ovSem uplatiiuje se taktéz pfi
degradaci kolagenu, angiogenezi nebo u metastdz tumoru.

Koagulum omezuje krevni tok, pii nekontrolovatelné¢ aktivaci mulze dojit
I K uzavieni cévy. Hlavni slozku fibrinolytického systému tvofi plasminogen, ktery je
serinovych proteaz tkanovy aktivator plasminogenu (t-PA) a urokinaza (u-PA). Na
pritomnost fibrinovych vldken nebo pfitomnost fibrinového koagula organismus reaguje
aktivaci fibrinolytického systému (Davie et al., 1991). Na krevni koagulum se vaze
plasminogen a plisobenim uvolnénych aktivatori z endotelu je aktivovan na plasmin.
Ten proteolyticky puisobi na koagulum a je inaktivovan cirkulujicimi antiplasminy.

Fibrinolyza je vazana na misto poranéni, plasmin je aktivovdn jen na povrchu
koagula. Schopnost plasminogenu specificky Stépit fibrin a ne fibrinogen je dana jeho

zvySenou afinitou k fibrinu, stejnou vlastnost ma i aktivator plasminogenu t-PA.

2.2.1 Pieména plasminogenu na plasmin

Ihned po vytvofeni prvnich fibrinovych struktur se aktivuje fibrinolyticky systém.
Na povrch fibrinu se vaze plasminogen a t-PA. Tim se vytvaii ternarni komplex mezi t-
PA, plasminogenem a lysinovymi strukturami na C-fetézci fibrinu. Takto je

plasminogen u¢inné pieménovan na plasmin. Jako kofaktor v této reakci slouzi fibrin.
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Plasmin pak $tépi fibrinové koagulum na jednotlivé fragmenty, tzv. fibrin
degrada¢ni produkty. Zpétnou vazbou se zesiluje uclinek. Béhem Stépeni fibrinu
plasminem se vytvaii koncové karboxylové lysinové fetézce degradovaného fibrinu,
které¢ vazi dalsi plasminogen a t-PA. Diky tomu se zvysuje tvorba plasminu a taktéz
ucinnost cel¢ fibrinolyzy.

Aktivatory pfemény plasminogenu na plasmin se rozdé€luji do dvou kategorii:

e vyssi specifita pro fibrin — aktivace plasminogenu na povrchu fibrinu

e niz8§i nebo Zzadna specifita pro fibrin — vedou K systémové aktivaci

plasminogenu, pii které se $té€pi naptiklad fibrinogen, faktor V nebo faktor VIII
(Spraggon et al., 1995)

2.2.2  Stépeni fibrinogenu

Stépenim fibrinogenu vznikaji dva typy §tépnych fragmentd vysokomolekularni
(X, Y) a nizkomolekularni (D, E) $tépy.

Stépy X a Y tvoii s monomery fibrinogenu rozpustné komplexy a zabrafiuji tak
monomerum fibrinu v jejich polymeraci —a tedy vzniku fibrinové sité. Jedna se
0 antikoagula¢ni uc¢inek. Maji schopnost inhibice agregace trombocytt.

Stépy D a E jsou odbouravany mononuklearnim fagocytarnim systémem (MFS)

(Amiral et al., 1990).

2.2.3  Stépeni nerozpustného fibrinu

Proteolytickd degradace nerozpustného fibrinu plasminem probihd podobnym
zpusobem jako ptedchozi §tépeni fibrinogenu. Odstépuji se fragmenty X a Y, které se
od sebe ovSem neoddéluji. Kone¢nym fragmentem tohoto Stépeni jsou takzvané D-
dimery, jez jsou odplavovany do periferni krve (obr. 2). Molekuly D-dimeru jsou
spojeny kovalentni vazbou, coz zajiStuje jejich odolnost proti Stépeni plazminem

(Pecka, 2004).
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Obr.2  Schéma fibrinolyzy, pfevzato z www.fblt.cz

2.2.4 Inhibitory hemostdzy

Inhibitory hemokoagulace a fibrinolyzy tvofi jeden ze zékladnich regula¢nich
mechanism hemokoagulace. Po celém procesu koagulacni kaskady se znacné zesili
prvotni aktivacni podnét. Posloupnost téchto reakci by v kratké dob& mohla vést
K masivnimu srazeni krve, ucpani cév a smrti. Diky témto inhibitorim se udrzuje
dynamicka hemokoagulace a je tak zakladnim principem pribéhu hemokoagulace.

Inhibitory krevniho srdzeni tvofi pfirozenou soucast krve a tlumi jeji sraZeni svymi
antikoagulacnimi mechanismy, které je vyvolano plasmatickym koagulacnim systémem

a fibrinolyzou (Pecka, 2004).

2.2.5 Inhibitory plasmatického koagulacniho systému

Béhem srazeni krve se tvofi proteolyticky enzym trombin, ktery je v nadbytku a
nasledné musi byt u¢inné a rychle inhibovan, aby hemokoagulace nepokracovala.
Inhibice neni cilena pouze na trombin, ale i jiné aktivované prvky hemokoagulace.

Inhibitory jsou pfitomny v plasmé a jejich specifita je velmi nizka. Vedle trombinu
inhibuji 1 ostatni serinové protedzy.

Jako inhibitor trombinu se nejvice uplatiluje antitrombin a alfa2 — makroglobulin.

V plasmé jsou oba obsaZzeny ve vysoké koncentraci.
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2.2.5.1 Antitrombin

Jedna se o glykoprotein, ktery se tvofi v jatrech, ovSem byla zjiSténa jeho
pfitomnost i v endotelovych bunikdch. Ma schopnost neutralizovat ucinek trombinu,
avsak puasobi az po 15 — 30 minutach (opozdény Gc¢inek). Syntéza antitrombinu souvisi
se syntézou fibrinogenu, Stépeni fibrinogenu je signdlem pro naslednou syntézu

antitrombinu (Barrowcliff a Thomas,1987).

2.2.5.1.1 Funkce antitrombinu

trombin a ostatni plasmatické proteazy a vznikkly komplex je nasledné odbouravan
v mononuklearnim fagocytarnim systému (Lechner a Kyrle, 1995). Vznik tohoto
komplexu mize byt uspiSen navazanim heparinu nebo proteoglykant z endotelovych
bunék. Interakce mezi antitrombinem a heparinem zptsobi konformaéni zménu, pii
které se zptistupni sekvence sulfatovych nebo nesulfatovych monosacharidovych utvarii
na heparinu a rezidua lysinu na molekule antitrombinu. Na residua lysinu se vaze
molekula heparinu.

Hlavni vyznam pro reakci trombinu s antitrombinem ma sérinové aktivni centrum
trombinu. Trombin $tépi argininové vazby v bilkovinach ptedev§im v molekule
fibrinogenu. Bazické oblasti antitrombinu pfitahuji zaporné nabité oblasti molekuly
heparinu (Pecka, 2004).

2.2.5.2 Heparinovy faktor I1

Stejn¢ jako u antitrombinu se jedna o inhibitor serinovych protedz. Nachazi se hlavné

na cévnim endotelu. Je syntetizovan endotelovymi buitkami.

2.2.5.2.1 Funkce heparinového faktoru I1

Jedna se o homologni inhibitor k antitrombinu. Na rozdil od antitrombinu ovSem
inhibuje pouze trombin. Blokuje jeho ucinek i v jinych oblastech jeho piisobeni, nez jen
v hemostaze. Uginek heparinového faktoru II se zvySuje v piitomnosti heparinu,

dermatansulfatu, heparansulfatu a jinych glykosaminoglykanti.
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Heparinovy faktor II se prosazuje v inhibici pouze v ptipad¢, klesne-li hladina
antitrombinu pod 30% (Tollefsen, 1995).

2.25.3 Protein S

Protein S je vitamin K dependentni glykoprotein vznikajici v jatrech. Taktéz muze
vznikat v megakaryocytech a  endotelidlnich  bunkach.  VétSinova  ¢ast
proteinu S je uloZzena Vv alfa-granulich trombocytt a také v endotelu. Odtud se uvoliuje

do krve plisobenim protrombindzy a tenazy.

2.2.5.3.1 Funkce proteinu S

Plisobi jako kofaktor k aktivovanému proteinu C. Protein S ulehéuje vazbu
aktivovaného proteinu C k fosfolipidovym povrchiim trombocyti a endotelii. Cinnost
proteinu S je ukonéena trombinem proteolytickym Stépenim.

Ve volné i vdzané formé m4 vlastni inhibi¢ni aktivitu nezdvislou na aktivovaném
proteinu C. Forma vézand inhibuje FXa. Volnéd forma se poji s FV, FVa, PS a s FVIII
(zde i forma véazana). Napojenim na tyto faktory protein S blokuje vznik tendzy

a protrombinazy, ¢imz inhibuje aktivaci FXa a trombinu (Esmon,1992).

2.25.4 Protein C

Systém proteinu C je spolu s antitrombinem a inhibitorem tkanového faktoru
(TFPI) nejac¢innéjsim inhibi¢nim systémem hemokoagulace. Je tvofen proteinem C,
proteinem S a trombomodulinem (Esmon, 1992). Jedna se o kli¢ovou sloZzku pfirozené
antikoagulacni cesty, kterd je aktivovana na povrchu endotelovych bunék trombinem
navazanym k trombomodulinu (Pecka, 2004).

Systém proteinu C ma schopnost inaktivovat faktory krevniho srazeni (VIlla a Va),
tim reguluje tvorbu trombinu (Debize et al., 1995).

Protein C vznikd v jatrech za tcasti vitaminu K (jedna se tedy o K dependentni

protein) a v endotelu.
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2.2.5.4.1 Aktivace proteinu C

Aktivovany protein C (APC) inaktivuje faktory Va, VIlla a reguluje tvorbu
trombinu. V posledni dobé bylo také zjisténo, ze APC ma piimy charakteristicky
cytoprotektivni efekt, ktery zahrnuje zmény genové exprese, dale protizdnétlivé ucinky,
anti-apoptotické aktivity a stabilizaci endotelialni bariéry. Tyto aktivity vyzaduji
endotelialni receptor proteinu C (EPCR) a proteazou aktivovany receptor-1.

K aktivaci proteinu C dochdzi na povrchu cévnich endotelii, kde je navéazan
specificky endotelialni receptor trombinu trombomodulin (Esmon et al., 1982).
Trombomodulin moduluje trombinovou prokoagula¢ni aktivitu. Takovy trombin neni
jiz koagulacng aktivni, ovS§em umoZiluje aktivaci proteinu C. Tento zplsob aktivace,
vazba trombin — trombomodulin, je mnohonasobné rychlej$i nez aktivace samotnym
trombinem. Protein C se vaze na EPCR, ktery zvySuje aktiva¢ni Géinek komplexu
trombin — trombomodulin (obr. 3). Aktivaci proteinu C vznika aktivovany protein C
(APC) (Pecka, 2004).

A Protein C Activation B APC Anticoagulant Activity C APC Cytoprotective Activity

Inactivation Activation
of fV_ and fVIII, of PAR-1
APC{ APCT 4
fV, and fVIII,
APC{ apcc V" S0
P EPCR | | PAR| 1 -
— protein LA
e L ors e oG
S Yy
3332 EPCR 333323 EPCR 3333323332233 lipid +
599993 v 90000 ¢ S 5508855055555
endothelial cell membrane membrane R o

cytoprotective effects

Obr.3  Aktivace proteinu C, prevzato z www.bloodjournal.org

2.2.5.4.2 Funkce aktivovaného proteinu C

Aktivovany protein C proteolyticky $t€pi a inaktivuje na membrané navazané
plasmatické faktory Va a VlIlla. Inhibice téchto faktorti blokuje ¢i zapfiCinuje nizsi
produkeci aktivnich komplexti tendzy a protrombinazy a vede k potlaceni aktivované¢ho
koagula¢niho procesu. Kofaktory vtomto procesu jsou protein Sa ziejmé

I neaktivovana forma faktoru V (Debize et al., 1995).
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Kromé vySe zminénych inhibi¢nich faktorid existuji jeste dalsi, napf. inhibitor APC,
ktery jak uz znazvu vyplyvd, inhibuje APC, ale také komplex trombin -
trombomodulin nebo jiné slozky koagulace - (F Il a, Xa, tPA, kalikrein, trypsin).

Déle je to inhibitor tkanového faktoru (TFPI), ktery pfimo inhibuje faktor Xa
a tvofi neaktivni koagulac¢ni komplex [TFPI - Xa — Vila - TF]. Existuji i inhibitory
fibrinolyzy, jsou to: oy — antiplasmin, PAl — 1 a PAI — 2. Posledni skupinou inhibitort
jsou inhibitory ziskané, kam patfi naptiklad antifosfolipidové protilatky a lupus

antikoagulans. Posledni zminéné inhibitory jsou zde uvedené pouze pro piiklad.

2.3 Trombofilni stavy

Trombofilie je vrozena ¢i ziskana porucha hemostazy, kterd zapticifiuje zvySené

tendence k trombdze (Pecka, 2004).

Trombofilni stavy mohou byt:

o ziskané (sekundarni)

e vrozené (kongenitalni)

2.3.1 Ziskané trombofilni stavy

1. Antifosfolipidovy syndrom
e jedna se o autoprotilatky proti fosfolipidim v ramci koagulacnich procest
2. Sekundarni (pfidruzené) trombofilni stavy
e objevuji se pii patobiologickych stavech (napt. téhotenstvi) nebo jsou
nasledkem patologického procesu - nefroticky syndrom, hepatopatie, maligni

onemocnéni (Pecka, 2004)

2.3.2 Vrozené trombofilni stavy

1. Dysfibrinogemie
e mutace genu fibrinogenu a, f3ay

e nejznaméjsi mutace f3-fibrinogenu (455 G-A)
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e zvySeni hladiny fibrinogenu v plasmé¢, zvySeni viskozity krve, vEtsi agregace

erytrocyta

2. Deficience antitrombinu
e autosomalné dominantni porucha déli se na tfi typy podle kvantity, aktivity
a schopnosti vazat heparin

e projevuje se hlubokymi Zilnimi trombdzami, plicni embolii

3. Deficience proteinu C
e je znamo vice nez 160 mutaci genu proteinu C (Reitsma et al., 1995)
e klinické projevy jsou zilni i arteridlni trombdzy, purpura fulminans

u novorozenct homozygott (Devine et Brigden, 1996)

4. Deficienece proteinu S

e znamo kolem 70 mutaci genu (Aiach et al., 1995)

5. Mutace protrombinu
e zaména nukleotidu G za A napozici 20210 vgenu pro faktor Il
(Poort et al., 1996)

6. Homocystein

e hyperhomocystémie — zvyseni hladiny homocysteinu v krvi

Existuji jesté¢ dalSi polymorfismy, které jsou pfiCinou vendzni nebo arterialni

trombdzy, napt.: GP Ia, TFPL, PAI 1.
Dals§im z vrozenych trombofilnich stavi, ktery je jednou z nejcastéjsich piicin zilni

trombofilie je tzv. Leidenska mutace (faktor V Leiden), coz je mutace v genu pro
faktor V.
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2.4  Gen pro faktor V

Gen F5 se nachézi na pozici 1q21 — 1925, coz znamend, Ze se ho najdeme na

dlouhém raménku (q) chromosomu 1, v pozici 21 — 25 (obr 4).

Obr. 4  Lokalizace genu F5 na chromosomu 1 (vlastni zdroj)

Gen F5 koduje koagulaéni faktor V. Koagulacni faktor V je primarné produkovan
bunikami v jatrech, po aktivaci faktoru V na FVa interaguje s FXa a spole¢né vytvaii
komplex, ktery pfeménuje protrombin na jeho aktivni formu trombin. Ten pak méni
rozpustny fibrinogen na nerozpustny fibrin a diky tomu vznika srazenina.

Dalsi tlohou faktoru V je regulace koagula¢niho systému prostiednictvim jeho
interakce s APC. APC za fyziologickych podminek inaktivuje koagula¢ni faktor
V stépenim na specifickych mistech. Tato inaktivace zpomaluje proces sraZeni
a zabranuje vzniku nadmérnych tromb.

Pokud je koagula¢ni faktor V §t€pen na urcitém misté (pozice 506), mize spolu

s APC inaktivovat faktor Vllla (ghr.nIm.nih.gov/gene/F5).

2.4.1 Faktor V Leiden a trombofilie

Hluboka Zilni trombdza a plicni embolie pati mezi zdvazné zdravotni komplikace,
které kazdorocné postihuji pfiblizné¢ jednoho c¢lovéka z tisice (Kujovich, 2011).
Piiblizn€ u poloviny pacientll s Zilni trombdzou byla diagnostikovana trombofilni
porucha. Zdédéna trombofilie je geneticky podminéna tendence k rozvoji zilni
trombozy, ktera se Casto béhem Zivota opakuje. Dédi¢né deficience antitrombinu,
proteinu C a proteinu S jsou relativné vyjimecné a spolecné se vyskytuji asi u 10 %
pacient s zilni trombdzou.

V roce 1993 Dahlbidck a kolektiv objevili u n¢kolika rodin postiZzenych trombo6zou

dédic¢nou slabou odpoveéd’ na aktivovany protein C, respektive na jeho antikoagula¢ni
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efekt (Dahlbéck et al.,1993). APC resistence byla pievazujici u vétsiny pacientd s zilni
trombozou a nasledné bylo prokdzano, ze tato zilni tromboza v disledku bodové mutace
v genu pro faktor V (Bertina et al., 1994). Faktor V Leiden je nej¢ast&j$im rizikovym
faktorem Zilni trombozy a vyskytuje se u 20 — 25 % pacientd s Zilni trombdzou a u 50 %
pacientt s familiarni trombofilii (Riedker et al., 1995) Testovani Leidenské mutace je

Vv soucasné dob¢ jedno z nejzaddanéjsich molekularné genetickych vysSetfeni.

2.4.2 Molekularni zaklad Leidenské mutace

Faktor V Leiden je geneticka porucha charakterizovana slabou odpovédi k APC —
tzv. resistence na aktivovany protein C (Segers et al., 2007). APC inaktivuje faktor Va
Stépenim na tfech mistech - R (arginin) 306, R 506 a R 679. Termin ,,faktor V Leiden*
neboli ,,Leidenskd mutace* vyjadiuje substituci nukleotidu guaninu za adenin (pozice
1691, exon 10) v genu pro faktor V, ¢imz dochazi k zaméné glutaminu za arginin
Vv peptidickém fetézci. Dochazi tedy ke ztraté proteolytického mista R 506 dusledkem
zamény aminokyseliny, a nésledné se tim komplikuje proteolytické Stépeni vV mistech
306 a 679.

Vzhledem k této substituci je faktor Va odolny vici APC a jeho inaktivace je
desetkrat pomalejSi nez je obvyklé, coz vede ke zvySeni produkce trombinu. Tento
mirny protromboticky stav se projevuje zvySenou hladinou D-dimeru, protrombinového
fragmentu F1 + 2 a dal$imi aktivovanymi koagula¢nimi markery (Martinelli et al.,
1996)

Leidenskd mutace nese nazev podle nizozemského mésta Leiden, kde byla

objevena (Bertina et al., 1994).
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2.4.3 Dédic¢nost faktoru V Leiden

Faktor V Leiden je autosomalné intermediarné dédi¢né onemocnéni, coz znamena,
ze projevy onemocnéni se objevuji odlisSné U mutovanych homozygotii (s obéma
mutovanymi alelami) i u heterozygott (s jednou mutovanou alelou). Pokud se tedy
sejdou dva heterozygoti (obr. 5), jejich potomek muze byt ohrozenym homozygotem,
ohrozenym heterozygotem, ale i naprosto zdravym jedincem — homozygotem s obéma

alelami nemutovanymi - tzv. wild type (Travnik, 2012).

0 O

Otec Matka
heterozygot heterozygot

5 6 n e

Zdravy OhroZeny OhroZeny OhroZeny
homozygot heterozygot heterozygot homozygot
25% 25% 25% 25%

Obr.5 Dédi¢nost Leidenské mutace (vlastni zdroj)
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2.4.4 Prevalence v populaci

24

Faktor V Leiden je jedna z nejéastéjSich dédicnych forem trombofilie, zahrnuje asi
40 — 50 % ptipadl dédicnych trombofilii. Rozsifeni mutace se lisi v riznych populacich
(tab. 3).

Tab.3 Rozsifeni faktoru V Leiden ve svétd

Rozsireni faktoru V Leiden ve svété P

Populace Prevalence (%0)
Bili Evropané 3,0-15,0
Spanélsko 33
Francie 3,8
Némecko 4,0
Island 5,2
Velka Britanie 8,8
Recko 15,0
Svédsko 11,0
Afrika Neptitomny
Jihovychodni Asie Neptitomny
Mala Asie 1,2
Austrélie (domorodci) Nepiitomny
Japonsko Nepiitomny
Jordansti Arabové 12,2
Libanon 14,0
Zapadni ran 2,97
Kanada 53
Spojené staty
Bélosi 5,2
Hispanci 2,2
Afroamericané 12
Asij§ti Ameriané 0,45
Indiani 1,25

a) Zdravi jedinci s dédi¢nou predispozici k trombofiliim

b) Zahrnuje heterozygoty a homozygoty

Rees et al., 1995
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2.5 Indikace pro vySetieni Leidenské mutace

Vysetfeni je indikovano osetfujicim lékafem (pfedevSim z téchto odbornosti -
interna, hematologie, gynekologie a porodnictvi, 1ékaiska genetika nebo prakticky

1ékar’) a to zejména:

1. pted zahajenim podéavani perordlni hormonalni antikoncepce nebo hormonalni
substituéni 1éby u Zen s pozitivni rodinnou anamnézou pro vyskyt
tromboembolické nemoci (matka, otec, vlastni sourozenci, déti) nebo s osobni

pozitivni anamnézou tromboembolické nemoci

2. po prodélané tromboembolické nemoci

3. po ttech opakovanych potratech v 1. trimestru nebo u kazdého potratu v dalsich

obdobich gravidity

4. u tehotnych Zen s pozitivni rodinnou anamnézou tromboembolické nemoci nebo
s komplikacemi v gravidité jako — t€zké formy preeklampsie, rustové retardace

plodu nebo abrupce placenty

5. jiné diivody — indikace lékafem trombotického centra nebo UHKT Praha

Pfi pozitivnim néalezu mutaci lze provést vySetfeni u piibuznych v prvni linii,

u kterych jsou pfitomna 1 dalsi rizika vzniku trombofilnich stavi.

2.6  Rizikové faktory pro vznik Zilni a arteridlni trombozy

V soucasné dobé je znama celd fada rizikovych faktort, které zpusobuji Zilni
trombozu. Rizikové faktory zapfi€ifiujici zilni trombdzu se vétSinou liSi od faktort
zpusobujici trombodzu arterialni (Penka, Bulikova, 2009). Kromé vrozenych faktort,
které jiz byly v této praci popsany, existuji obecné faktory, které ptispivaji ke vzniku
Zilni trombozy. Bylo zjisténo, Ze ke klinické manifestaci trombdzy je zapotiebi vicero
rizikovych faktori najednou (na rozdil od krvacivych stavil). Riziko Zilni trombozy se

naptiklad zvysSuje v piipadé, ze Zzena uziva hormonalni antikoncepci a pokud je tato
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Zena zaroven nositelkou Leidenské mutace, toto riziko je az tficetkrat vyssi nez u Zeny,

ktera tato kontraceptiva neuziva (Penka , Bulikova, 2009).

Tyto faktory trombofilnich stavii d€lime na zevni rizikové faktory a na faktory

vnitini (Musil, 2009).

2.6.1

2.6.2

Zevni rizikové faktory

Siln¢ provokujici

Operace — ptredevSim onkologicka, ortopedickd a abdominalni chirurgie
(krom¢& miniinvazivnich technik)

Urazy — polytraumata, spindlni 1éze, poranéni dolnich koncetin a panve

Imobilizace a dalsi faktory jako paréza koncetin, sepse, trauma, malignita,
srde¢ni nebo respiracni nedostatec¢nost

Chemoterapeutické rezimy — zejména obsahujici vysokodavkované

kortikoidy (Poul, 2006)

Ostatni faktory

Sadrova fixace dolnich koncetin
Imobilizace nad 3 dny

Let del$i nez 6 hodin

Dlouhodobé zavedeny centralni Zilni katétr
Hormonalni antikoncepce

Estrogenni substituce

Terapie antiestrogeny

Terapie kortikoidy

Gravidita a sestinedéli (Poul, 2006)

Vnitini rizikové faktory

Obezita
Aktivni nador

Zanétliva onemocnéni

29



e Chronické srde¢ni a plicni selhani

e Nefroticky syndrom (Musil, 2009)

2.7 Klinické projevy trombofilnich stavii

2.7.1 Hluboka Zilni tromboza

Hlubokd 7zilni trombdza oznacCuje piitomnost trombu ve vendéznim systému,
pficemz nejcastéji se srazenina naléza v zilach dolnich koncetin, zejména v oblasti
tiisel, zadni ¢asti kolen a lytek (obr. 6). Disledkem hluboké Zzilni trombdzy mize byt
plicni embolie. Pfiznaky zahrnuji bolest postizeného mista, otok a sniZzenou citlivost

(Musil, 2009).

2.7.2 Plicni embolie

Pfi plicni embolii dochazi k obstrukcei plicnice (tepna piivadéjici krev do plic) nebo
nekteré z jejich vétvi zejména krevni sraZzeninou. Embolie znamena uvolnéni trombu
z mista vzniku a jeho pfemisténi do plicnice. Vzacné embolii zpisobuji napt. tuk nebo
kostni dienn pfi vaznych trazech, plodovd voda nebo napiiklad vzduch pii potapéni

(Www2.ikem.cz/www?docid=1005973).

2.1.3 Cévni mozkovd piihoda

U cévni mozkové piihody dochazi k preruSeni zdsobovani ¢asti mozku krvi. Tato
¢ast pak neni schopna své fyziologické funkce a dochazi k rychlému odumirani
mozkovych buncék. Divodem byva trombus v cévach, popiipadé prasknuti cévy
a krvaceni do mozku (obr. 8). Nasledky byvaji rizné — invalidita, snizena schopnost
feci, oslepnuti, v nejhorsich pfipadech smrt (www.ikta.cz/index.php?pg=home--cevni-

mozkova-prihoda-iktus).
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2.7.4 Infarkt myokardu

Jde o ischemické loziskové odumieni casti srdeCniho svalu, jenz vznikd pfi
uzavieni nebo vyrazném zGzeni levé ¢i pravé véncité tepny. Zlzeni, resp. uzavieni je
zpusobeno krevni sraZzeninou v mist¢ zizené véncité tepny. Ve vzacnych piipadech je
na vin¢ zanét tepny, embolus nebo spasma. Infarkt myokardu postihuje pravou i levou

komoru srde¢ni (http://www2.ikem.cz/www?docid=1005912).

2.8 Zilni tromboza a uZivani hormonadlni antikoncepce

V polovingé 90. let se objevuji studie, které dokazuji vyssi riziko Zilni trombdzy
U kombinované hormonalni antikoncepce obsahujici gestoden a desogestrel v porovnani
S pilulkami obsahujici levonorgestrel. Riziko podobné tomuto bylo pozorovano
I U kombinované hormonalni antikoncepce obsahujici drospirenon. V pozdéjsich letech
byla tato data znovu zkoumadana a Vv piipad¢ piipravkli obsahujicich drospirenon bylo
Vyborem pro humanni 1é¢ivé piipravky doporuceno je pouzivat pouze k lécbe akné
a hirsutismu a nekombinovat s jinou hormonalni antikoncepci.

V kone¢ném dusledku je tedy doporuceno informovat zeny o riziku téchto
ptipravki a diisledcich tromboembolie s individudlnim ptistupem ke kazdé pacientce.

Riziko trombdzy se zvySuje do ¢tyf mésicii po zahdjeni uzivani a snizuje se do tfi
mésict po ukonceni.

Pti preskripci je nutné dbat na rizikové faktory pro Zilni trombozu — vyssi veék,

obezita, operace atd. (vlastni zdroj).

2.8.1 Zilni trombéza a téhotenstvi

V gravidité je obecné vyssi riziko rozvoje trombozy, kterd mizZe byt zplisobena
mechanickou obstrukei Zilniho navratu zvétsujici se délohou nebo z hyperkoagula¢niho
stavu spojeného s téhotenstvim. Hlubokou Zilni trombdzou je v tomto obdobi ohrozena
nejen Zena, ale 1 plod.

Tromboza se milze projevit pouze na dolnich koncetindch jako hluboka zilni
tromboza nebo se miiZze trombus uvolnit a zplsobit plicni embolii. Prevalence zilni

trombozy v t€hotenstvi je pomérné nizka (vlastni zdroj).
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2.9 Metody detekce Leidenské mutace

2.9.1 PCR - Polymerdzova ietézova reakce

PCR je metodou, ktera vyuziva princip replikace nukleovych kyselin a umoznuje
tak snadné a rychlé namnozeni specifického useku DNA in vitro. Diky této metod¢ je
mozné ziskat prakticky neomezené mnozstvi kopii definované sekvence DNA (napf.
genu nebo jeho c¢asti). Amplikon neboli amplifikovany tisek DNA je ohrani¢en z obou
stran tzv. primery, coz jsou koncové oligonukleotidy, které jsou zaCatkem novych
molekul DNA. Tyto nové molekuly DNA jsou syntetizovany podle ptivodnich
denaturovanych fetézcli a maji tedy stejnou sekvenci. Amplifikaci jedné molekuly DNA
vznikaji dvé dalsi molekuly. Pocet syntetizovanych molekul skazdym cyklem
exponencialné roste, to znamena, ze v N-tém cyklu lze ziskat az 2" molekul, které budou
shodné s ptivodnim templatem. Useky amplifikované za pomoci PCR mohou byt riizné
dlouhé — od né¢kolika desitek po tisice nukleotidd. VétSina produkti PCR amplifikace
ma velikost n¢kolika stovek nukleotida (Penka, Bulikova, 2009).

Samotna amplifikace probiha v pfistroji zvaném termocycler, kde se teplota méni
pfesné a regulované béhem jednotlivych cykli. Do termocycleru se vkladaji plastové
zkumavky o objemu 0,5 nebo 0,2 ml.

PCR amplifikace je tvofena tiemi cykly:

1. Denaturace dvoutetézcové DNA

Denaturace se provadi za teploty 94 — 98 °C a probiha rozpleteni dvoutetézcoveé
DNA. Tato rozpletend DNA nasledné slouzi jako templat pro nové vznikajici
komplementarni DNA. Tento cyklus trva 1 — 10 minut. Inicialni denaturace je

zpravidla delsi, v dalsich cyklech trva zhruba 1 minutu.

2. Navazani primerd na jednofetézcové templatové molekuly DNA

Vhodné teplota pro navazani primert je vrozmezi 55 — 65°C. Toto nasedani
(annealing) trva ptiblizn¢ 15 — 60 s. Teplota i doba jsou zavislé na sekvenci primert
a je tedy potieba provést optimaliza¢ni reakce. Primery nasedaji na pftisluSnou

komplementarni sekvenci DNA templata.
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3. Prodluzovani fetézcii DNA

Teplota posledniho cyklu zavisi na pouzit¢é DNA polymeraze, obvykle vSak byva
piiblizn¢ 72 °C. K PCR jsou vyuzivany termostabilni polymerazy, naptiklad Taq
polymeraza, ktera pochazi z bakterie Thermus aquaticus. Délka elongace zavisi na
typu pouzité DNA polymerazy a také na délce amplifikovaného tiseku, obvykle je to
vSak 20 — 60 s. DNA polymeraza piidava k existujicimu useku DNA nové

nukleotidy ve sméru 5 — 3 od navazanych primeru.

Vznikajici jednofetézcové molekuly DNA se paruji na principu komplementarity
a vznikaji dvoutetézcové molekuly, které vstupuji jako templat do dalsiho cyklu PCR.
Asi po 30 — 35 cyklech se obvykle ziska dostate¢né mnozstvi PCR produktu (obr. 6).
Vzniklé PCR produkty 1ze detekovat elektroforézou (Penka, Bulikova, 2009).

I I I
] m
— primer
I
double-stranded | |
DNA I I I
Denaturing Annealing Extending
stage stage stage
94-95°C 50-56°C 72°C

Obr.6 Prabéh PCR, pievzato z http://www.yourgenome.org/facts/what-is-pcr-

polymerase-chain-reaction

2.9.2 Real-time PCR

Real-time PCR je zaloZena na pozorovani kinetiky polymerazové fetézové reakce.
Detekce je umoznéna diky barvivim, které maji schopnost interkalace do
dvoufetézcové DNA. Jsou to naptiklad ethidium bromid nebo SYBR Green. Castgji se
pouzivaji fluorescenné znacené jednoietézcové sondy tvoiené oligonukleotidy, které
specificky hybridizuji s amplifikovanou sekvenci v uvnitf analyzované oblasti

ohranicené pouzitymi primery.
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Hydrolyzaé¢ni sondy (TagMan) - jsou znaceny dvéma fluorochromy — na konci 5°
je navazan ,reportér”, ktery po ozafeni vyzatuje energii Skratsi vinovou délkou,
zatimco na konci 3° je navazan tzv. ,,zhase¢” (quencher), ktery piijima energii od
reportéru a emituje energii s delsi vinovou délkou. Prodluzovani fetézce probihd ve
sméru 5° — 3° od primeru k sond¢ a zaroven S$tépi navazanou sondu diky své 5°
exonukledzové aktivité. ZhaseC prestane pohlcovat energii vyzafovanou reportérem
a narustajici fluorescence odpovida emitovanému svétlu rozstépené sondy (obr. 7)

(Penka, Bulikova, 2009).

o e ‘ EMISE

REPORTER QUENCHER = FLUORESCENCE
.'l-l-l-l-l-I-l'. -
\_) -
—> ZHASENI 5'-3'EXO — -
rr -r-rr.

Obr. 7 Princip TagMan, pievzato z http://www.generi-biotech.com/sondy-dualne-

Znacene

FRET sondy (fluorescence resonance energy transfer) — vtomto piipadé
dochdzi k ptenosu energie mezi dvéma fluorofory pfi jejich pfiblizeni. Systém
znaenych sond sestava ze dvou oligonukleotidli, z nichz jeden je znacen na 3° konci
donorovym a druhy na 5° konci akceptorovym fluoroforem. Sondy jsou navrzeny tak,
aby hybridizovaly na templatovou DNA piilehle vedle sebe (obr. 8). Pokud sondy
hybridizuji s cilovou sekvenci, dojde k pfenosu energie mezi donorem a akceptorem za
zvySeni aktivity akceptorového fluoroforu. Ta je potom detekovadna pfistrojem -
cyclerem  umoziujicim  provedeni  real-time PCR (http://www.generi-

biotech.com/sondy-hybridizacni-sondy).
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Obr. 8 Princip FRET, pievzato z http://www.generi-biotech.com/sondy-hybridizacni-
sondy

2.9.3 RFLP-PCR - Polymorfismus délky restrikcnich fragmentii

Restrikéni analyza je jednou ze zakladnich metod charakterizace DNA, kdy se
nejprve amplifikuji urcité useky DNA pomoci PCR a nasledné se $tépi za pomoci
restrikénich endonukleaz (restriktaz) na definované fragmenty. Identifikace produktt
restrikéni analyzy se provadi za pomoci elektroforézy. Pouzivd se velké mnozstvi
restrikénich endonukleaz, které se odliSuji schopnosti specificky rozeznavat rtuzné
dlouhé sekvence nukleotidi. Tyto endonukledzy $t€pi DNA na razn€ dlouhé fragmenty
podle rozpoznané sekvence a podle individualniho poctu bazi. Pfi spravnych
podminkach tak vznikd reprodukovatelny pocet restrikénich fragmentl, které maji
uréitou a reprodukovatelnou délku (pocet parti bazi — pb). Pocet a délka téchto
fragmentt jsou specifické pro ur€ity genotyp. Odlisnost riznych DNA fragmentu je
zalozena na zaklad¢é polymorfismu délky Stépnych segmentli. Polymorfismus se vytvari
diky pfitomnosti nebo nepfitomnosti rozpozndvacich a St€épnych mist pro restrikéni
endonukleazy (Zima, 2007).

Rozpoznany usek DNA je dlouhy vétsinou jen nékolik parti bazi a Casto se jedna
o0 tzv. palindromickou sekvenci (stejné potadi nukleotidii ve sméru 3° i 5°). Pokud je
Vv genu piitomna alela, kterd rozpoznavaci sekvenci obsahuje a druhd nikoliv, bude
DNA prvni alely rozstépena, zatimco DNA druhé alely ne (obr. 9)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techrflp/).

35



5 KB
homdlogo 1
S5KB
homélogo 2
sonda ska
B S5 KB
homdloge 1 3KkB
2 KB ER=]
haméloge 2
sonda 2KB

Obr.9  Princip RFLP-PCR, ptevzato z
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:RFLP_mapping.svg
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2.9.4 AS-PCR — Alelové specificka PCR

Jedna se o metodu, ktera je zaloZena na principu PCR a slouzi k detekci bodovych
mutaci. Jde o dvé paraleln¢ probihajici reakce, které se lisi v primerech. V jedné reakci
je pritomen primer odpovidajici wild-type (nemutované) DNA, ve druhé je primer
pozménén a je tak komplementarni pouze k mutované DNA. Zpétny primer je u obou
DNA stejny z diivodu zachovani stejné velikosti amplikond. Primery nasednou na
vySetfovanou templatovou DNA, pokud obsahuje odpovidajici sekvenci. Pak prob&hne
elongace a dojde k amplifikaci potiebného mnozstvi produktu. Pokud takovou sekvenci
neobsahuje, k vazbé primerti na sekvenci DNA nedojde a PCR neprobéhne (Penka,
Bulikova, 2009).

2.9.5 ARMS-PCR — Amplification refractory mutation detection systém

ARMS-PCR je varianta AS-PCR, jejiz podstatou je pfesna komplementarita bazi
na 3‘ konci primeru. Ta je klicova pro spravnou amplifikaci. Pokud dojde k nesouladu
komplementarity, tzv. ,mismatch®, k amplifikaci nedojde. Je nutné pouzit vnitini
kontroly reakce, aby se odliSilo selhani samotné PCR a specificky chybé&jici amplifikace
(tab. 4). Metoda zietelné odlisi heterozygoty ve sledovaném lokusu a homozygoty pro

jednu nebo druhou alelu (Ferrie et al., 1992).

Tab. 4  Princip hodnoceni ARMS-PCR a AS-PCR

Genotyp Oligonukleotidy Produkt reakce
Homozygot nebo hemizygot s+n ano
normalni s+m ne
s+n ano

Heterozygot

s+m ano
Homozygot nebo hemizygot s+n ne
mutantni s+m ano

S —spolecny primer N —normalni primer M — mutantni primer

Zima, 2007
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2.9.6 Multiplex PCR

Multiplexni polymerazova fetézova reakce se pouziva pro amplifikaci nékolika
ruznych sekvenci DNA soucasn¢. Dulezitou fazi je faze ptipravnd, kdy je potfeba
optimalizovat podminky tak, aby se nevytvately nezddouci produkty. Multiplex PCR se
sklada z n€kolika sad primerit v jednom PCR mixu pro vyrobu amplikonti rtiznych
velikosti, které jsou specifické pro rizné sekvence DNA. Zaméfeni na vice sekvenci
najednou je mozné ziskat vysledky pouze z jedné reakce. Teplota pro nasedani primert
musi byt optimalizovana tak, aby byly primery schopné pracovat v jedné reakci
(Hayden et al., 2008). Metoda je vyuzivana k testovani mnoha deleci a bodovych

mutaci v jedné amplifikacni reakci (Zima, 2007).

2.9.7 Reverzni hybridizace

Béhem reverzni hybridizace dochézi ke vzniku dvouvladknové molekuly nukleové
kyseliny na zakladé sekvencni komplementarity hybridizované jednovlaknové molekuly
DNA. Jedno vldkno je tvoieno vysetfovanou DNA a druhé je referencni isek DNA se
znamou sekvenci.

Reverzni hybridizace probiha ve tiech krocich — nejprve se izoluje DNA, poté se
amplifikuji analyzované genové sekvence a nésledné se hybridizuji k referencnim
sekvenéné specifickym sondam imobilizovanym na pevném podkladé. Pro vizualizaci
hybridizace se pouziva naptiklad radioaktivni znaceni, které patii mezi nejstarsi
postupy. Neradioaktivni nukleotidy se vyméni za nukleotidy s navdzanym
radioizotopem. V dnes$ni dobé se od tohoto zplisobu upousti, a to piedevs§im z divoda
bezpecnostnich a hygienickych. Toto radioaktivni znaceni bylo nahrazeno
fluorescenénimi nebo také nefluorescenénimi molekulami, které se vazi na nukleové
kyseliny. Tyto molekuly interkaluji do nukleotidového vlakna (napf. béhem PCR) nebo
se nukleotidy obsahujici vazebny protein zacleni do nové vznikajiciho vldkna. Tento
protein se vaze s partnerskou molekulou (ligandem, protilatkou, jinym proteinem)
s vysokou afinitou. Partnerska molekula je spojena s fluorescencnim barvivem nebo
enzymem, ktery zprostfedkuje chemiluminiscenci (napf. alkalické fosfataza).

Dalsi moznosti detekce je metoda SABC (streptavidin — biotin komplex) nebo
ABC metoda (avidin — biotin komplex). Princip obou téchto metod je oznaceni

sekundarni protilatky biotinem, na ktery se navaze SABC nebo ABC oznaceny
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kfenovou peroxidazou. Enzymaticka aktivita kienové peroxidazy zplsobi vizualizaci
hybridizace komplementarnich genomovych sekvenci (Zima, 2007).

Hybridiza¢nich metod na pevnych nosi¢ich je cela fada, naptiklad hybridizace
DNA ¢i RNA na stripech, Northern blot, Southern blot, microarrays, hybridizace in situ
atd.

2.9.7.1 Reverzni hybridizace na stripech

U této metody se jako pevny nosi¢ vyuziva napf. nitrocelulézovy prouzek — strip.
Sondy jsou na prouzku zobrazeny jako horizontalni linky. Kazda z téchto sond obsahuje
mutovanou nebo béZnou sekvenci DNA. Produkt, ktery je hybridizovan, je béhem PCR
znacen biotinem. Hybridizované produkty PCR se zbarvi fialové po pfidani alkalické
fosfatazy konjugované se streptavidinem a chromogenniho substratu (obr. 10).

Vysledek je viditelnym pouhym okem (Matyskova, Cech, 2009).

Red Marker Line (lop)

Control

1 Factor V G1691A (Leiden) mutant
2 Factor V G1691A (Lewden) wild type
3 Factor V H1298R (R2) mutant
4 Factor V H1299R (R2) wild type
5 Prothrombin G20210A mutant
6 Prothrombin G20210A wild type
7 Factor X1l Va4L mutant
8 Factor XIIl V4L wild type
g B-Fibnnogen -455 G>A mutant
10 B&-Fibnnogen -455 G=A wild type
1 PAI-1 4G/5G 5G

12 PAI-1 4G/5G 4G

13 HPA1 alb ib

14 HPA1 ab 1a

15 MTHFR Ce777T mutant
16 MTHFR CB777T wild type
17 MTHFR A1298C mutant
18 MTHFR A1298C wild type
19 ACE D Del
20 ACE I»] Ins

21 Apo B R3500Q mutant
22 Apo B R3500Q wild type
23 Apo E 1)

24 Apo E (2)
25 Apo E 3)
26 Apo E (4)

Green Marker Line (bottom)

Obr. 10 Strip Assay, ptevzato z https://www.researchgate.net/
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3 CIL PRACE

Cilem této bakalaiské prace bylo zpracovani reSerSe a tim i prace s odbornou
literaturou a védeckymi ¢lanky na dané téma. TO S sebou pfinasi prohloubeni znalosti
V této problematice. Nemén¢ dulezitou ¢asti bylo i praktické zvladnuti popsanych metod
— izolace DNA, PCR, RFLP-PCR, real-time PCR, reverzni hybridizace na stripech

a seznameni se tak s chodem genetické laboratote.
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4 METODIKA

Laboratorni ¢ast této bakalaiské prace byla vykonana v genetické laboratofi
Genlabs s. r. 0.. pod odbornym vedenim mé Skolitelky Mgr. Dagmar Bysttické, PhD.

Prvni ¢ast se vénuje izolaci DNA z bukalniho stéru a periferni krve, ptipravé
gelové elektroforézy a druhd samotnému testovani vzorkll na faktor V Leiden.
K testovani byly pouzity metody RFLP — PCR, real-time PCR a reverzni hybridizace na
stripech.

Piistroje pouzité u téchto metod - chladnicka pro laboratorni pouziti, termostat,
chlazena centrifuga, stolni minicentrifuga/vortex, mikrovinna trouba, sada pipet,
termocycler, fluorometr, laminarni box, elektroforeticky systém, iluminator

Kk pozorovani elektroforézy a detek¢ni systém na foceni gelu.

4.1 lzolace DNA

Pted kazdou vySe jmenovanou metodou je nutné nejprve izolovat DNA. Tato
izolace je nejcastéji provadéna z bukélniho stéru nebo zlymfocytl periferni krve
pacienta. Vsichni pacienti podepsali informovany souhlas s genetickym laboratornim

vySetienim a dali svoleni pro pouziti jejich DNA k vyzkumnym ucelim.

1. lzolace DNA z bukalniho stéru

Kizolaci genomové DNA =z bukélniho stéru byl pouzit DNA Isohelix DNA
Isolation kit: DDK-3/DDK-50 dle doporuéeni vyrobce.

Reagencie
e Lysis Buffer
e Proteinase K
e Capture Buffer
e Re-hydration Buffer

Spotiebni material

e 1,5 ml mikrozkumavky
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e Pipety, rukavice

Pted pocatkem izolace DNA bylo nutné pfipravit tfi 1,5 ml zkumavky, Proteinase
K vyndat z mraziciho boxu a nechat ji roztat pti pokojové teploté. Sucha lazen byla

nastavena na teplotu 60 °C. Zkumavky byly oznaceny ¢islem vzorku.

Postup izolace DNA z bukalniho stéru

Do zkumavky s tamponem bukalniho stéru bylo pfidano 500 ul Lysis Buffer a 20
ul Proteinase K. Takto pfipraveny vzorek byl kratce zvortexovan a zcentrifugovan
(DNA stabilizovanou timto zptisobem lze skladovat az tfi a ptl roku). Poté byl vzorek
60 minut inkubovan v suché lazni temperované na 60 °C. Po skonéeni inkubaéni doby
se zkumavka se vzorkem znovu kratce zvortexuje a zcentrifuguje a nasledné se 400 pl
vzorku ptepipetuje do jiné 1,5 ml zkumavky.

V dal§im kroku bylo pfepipetovano 400 pl supernatantu k jiz odebranému vzorku
a pridano 500 pl Capture buffer. Nasledovala centrifugace pifi 13 tisicich ot./min po
dobu 7 minut. Po této centrifugaci se odebere supernatant takovym zptusobem, aby
nebyla naruSena vznikla peleta DNA a zkumavka se znovu kratce zcentrifuguje. Po
centrifugaci byl znovu odebran zbyly supernatant a k pelet¢ DNA bylo ptidano 30 - 150
ul Re-hydration buffer (podle potiebné koncentrace DNA — plati zde neptima timéra).

Vzorek byl poté inkubovan 5 minut pii pokojové teploté. V dalSim kroku
nasledovalo kratké zvortexovani zkumavky se vzorkem a centrifugace pii 13 tisicich
ot./min. po dobu 15 minut a odebrani supernatantu obsahujictho DNA do 1,5 mi

zkumavky. Izolovana DNA byla ulozena do mraziciho boxu a skladovana pfi -20 °C.

2. lzolace DNA z plné krve

Kizolaci genomové DNA zplné krve byl pouzit Genomic DNA Mini Kit dle

doporuceni.

Reagencie
e 96% ethanol
e GT Buffer
e W1 Buffer
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e \Wash Buffer
e Elution Buffer
e RBC Lysis Buffer

Spottebni material
e GD Column (kolonka)
e 2 ml Collection Tube (sbérna zkumavka)
e 1,5 ml mikrozkumavky

e Pipety, rukavice

Pro jeden vzorek byly piipraveny dvé 1,5 ml mikrozkumavky — jedna pro lyzaéni
reakci, druhou pro finalni eluci. Zkumavky byly oznacéeny.
Nejdiive bylo do oznacené 1,5 ml mikrozkumavky napipetovano 300 pl plné krve
a poté¢ pridano 900 ul RBC Lysis Buffer. Zkumavka byla promichana pifevracenim,
nikoliv vortexovanim. Nasledovala inkubace 10 minut pii pokojové teploté
a centrifugace pii 3 tis. ot./min. po dobu 5 minut. Z mikrozkumavky byl odstranén
supernatant a k pelet¢ DNA bylo pfidano 100 pul RBC Lysis Buffer. Dale bylo ptidano
200 pl GB Buffer a vzorek byl zvortexovan a kratce sto¢en. Opét nasledovala inkubace,
tentokrat v termostatu pii 60 °C po dobu 10 — 15 minut. Béhem inkubace je nutné
zkumavku prevracet kazdé tfi minuty. Z chladiciho boxu vyndame 96% ethanol
a pridame ke vzorku, vortexujeme 10 s a kratce centrifugujeme. Obsah mikrozkumavky
(Iyzat) byl nasledné pieveden na kolonku (GD Column), ktera je umisténa v ¢isté 2 ml
sbérmé zkumavce. Sbérna zkumavka s kolonkou byla centrifugovana pii 14 — 16 tis.
ot./min. po dobu 5 minut. Po centrifugaci byla kolonka pfendana do nové sbérné
zkumavky a predchozi zkumavka byla vyhozena. Na kolonku bylo napipetovano 400 pl
W1 Buffer a poté byla se sbérnou zkumavkou centrifugovana pti 14 — 16 tis. ot./min po
dobu 30 s. Poté byla ze sbérné zkumavky vylita tekutina, kolonka se vratila zpét a bylo
ptidano 600 pul Wash Buffer. Kolonka se sbérnou zkumavkou byla centrifugovana opét
pii 14 — 16 tis. ot./min. po dobu 30 s. Ze sbérné zkumavky byla vylita tekutina
a kolonka se vratila zpét a nasledovala zase centrifugace pii 14 — 16 tis. ot./min. po
dobu 3 min. Centrifugaci bylo nutné opakovat dokud nebyla kolonka upIné sucha.
Suché kolonka s navazanou DNA byla pfevedena do 1,5 ml zkumavky a pfimo na

filtr bylo ptfidano 100 ul Elution Buffer predehiatého na 60 °C. Kolonka byla
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inkubovana po dobu tii minut pfi pokojové teploté a opét zcentrifugovana pfi 16 tisicich
ot./min. 30 s.

Nasledovalo méfeni koncentrace DNA. DNA byla uloZzena v chladicim boxu pro
pozdéjsi pouziti, a to maximalné po dobu 24 hodin nebo v mrazicim boxu pii -20 °C

k archivaci.

4.2 Meérieni koncentrace DNA

Koncentrace izolované DNA byla provedena na pfistroji Qubit® 2.0 Fluorometer.
Nameétené hodnoty jsou udavany v ng/ul a piiklad hodnot izolace z bukalniho stéru vs.
periferni krev je vidét v tabulce €. 5. Z tabulky je patrné, Ze zpiisob odbéru biologického

materidlu nema vliv na vyslednou koncentraci izolované DNA.

Tab.5 Koncentrace DNA ve vybranych vzorcich

Cislo vzorku | Typ vzorku Koncentrace DNA
(ng/pl)
1/16 Periferni krev 21,2
2/16 Periferni krev 12,9
24/16 Bukalni stér 91,2
25/16 Bukalni stér 19,3
30/16 Periferni krev 34,6
33/16 Periferni krev 14,8
38/16 Bukalni stér 16,2
39/16 Bukalni stér 27,2
40/16 Bukalni stér 26,8
76/16 Periferni krev 43,0

4.3 Real-time PCR

Metoda byla provedena za pomoci soupravy GeneProof Factor V Leiden PCR Kit

dle doporuceni vyrobce.

Reagencie
e Master Mix FV Leiden
e Positive Control — FV Leiden wild type
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e Positive Control — FV Leiden mutant

e Positive Control — FV Leiden heterozygote

Ptiprava PCR

Do PCR zkumavek bylo napipetovano 18 pl MaterMixu a 2 pl izolatu nukleovych

kyselin. Zkumavky s reak¢éni smési byly uzavieny, kratce zcentrifugovany a vlozeny do

pristroje LightCycler, kde probihala amplifikace dle nasledujiciho:

Tab.6 Amplifika¢ni program

Stupei Teplota Cas Shér dat Cykly

1. Hold 95°C 10 min 1
95 °C 10s

2. PCR 64 °C 20s FAM + HEX 40
72 °C 20s

(GeneProof Factor V Leiden Kit piibalovy letak, 2015)

Vyhodnoceni vysledkil

Po uplynuti doby amplifikace byly vysledky zhodnoceny za pomoci pocitacového

programul.

Kanil FAM

Kanal HEX

NN

Vysledek

Validni

Validni

Validni

Nevalidni

Interpretace

G/G - standardni homozygot (wild type)

A/A - mutantni homozygot

G/A — heterozygot

Obr. 11 Vyhodnoceni vysledki amplifikacniho programu, ptevzato z GeneProof
Factor V Leiden Kit piibalovy letak, 2015
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44 RFLP-PCR

Pro piipravu PCR reakce byl pouzit kit MyTaq'™ Red DNA Polymerase
a PCRBIO HS Taq Mix, oba dle doporuceni vyrobce. Pro zvyseni vytéznosti PCR
reakce byl pouzit dimethylsulfoxid (DMSO).

Reagencie
e MyTaq™ Red DNA Polymerase
e Primer LEI_for
e Primer LEI_rev
e H,0 Agqua pro injectione
e DMSO

Sekvence primeri

FVL forward: 5’-GGA ACA ACA CCATGA TCA GAG CA-3°
FVL reverse: 5’-TAG CCA GGA GACCTA ACATGT TC-3°

Piiprava mixu pro PCR reakci probihala v laminarnim boxu, aby se zamezilo
jakékoliv kontaminaci. Reagencie a izolaty DNA byly pfedem vyndany z mraziciho
boxu, aby roztaly a mohly byt pouzity pro master mix. Do chladiciho stojanu bylo
ptipraveno potiebné mnozstvi mikrozkumavek (0,2 ml), které byly oznaceny Cislem
vzorku (LIC) a k tomuto mnozstvi jesté dvé mikrozkumavky, které slouzily jako
pozitivni a negativni kontrola PCR reakce a dale zkumavka (pfipadné¢ zkumavky)
0 objemu 1,5 ml. Do této zkumavky byl namichdn master mix za pouziti ptislusSného

mnoZzstvi reagencii.
Reakéni PCR mix

e H0 33,3 ul
e 5x MyTaqg Red Reaction Buffer 10 pl
¢ MpyTaq Polymerase (1U/ pl) 0,2 ul
e DMSO 5% 2,5 ul
e Primer LEI_for (20 pmol/ul) 1
¢ Primer LEI_rev (20 pmol/ul)

|
=
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e Celkem 48 ul
e DNA 2 ul

V piipad¢ master mixu byl jesté pouzit 2x PCRBIO HS Taq Mix od spole¢nosti
PCR Biosystems Ltd. Mnozstvi reagencii je uvedeno nize.

Reakéni PCR mix

e 2x PCRBIO HS Taqg Mix 12,5 ul

e Forward primer 0,5 ul
e Reverse primer 0,5 ul
e H,0O Doplnit do 25 pl
e DNA 2yl

Ze zkumavky, kam byl namichéan konkrétni master mix bylo do pfipravenych
zkumavek na vzorky rozpipetovano 48 ul master mixu (v piipadé pouziti 2x PCRBIO
HS Taq Mix 25 ul). Do kazdé této mikrozkumavky byly ptidany jesté 2 ul DNA vcetné
pozitivni kontroly a v pfipadé negativni kontroly 2 pul HyO. Zkumavky byly peclivé
uzavieny, kratce zvortexovany a stoCeny. Poté byly vlozeny do termocycleru a byl

spustén piislusny reakéni program Leiden (viz tab. 7 a 8).

Tab.7 Reakéni protokol PCR MyTaq™ Red DNA Polymerase

‘ Cas ‘ Teplota
1 cyklus
Pocate¢ni denaturace ‘ 5 min ‘ 95°C
35 cykla
Denaturace 15s 95°C
Annealing 15s 55°C
Extenze 10s 72 °C
1 cyklus
Terminalni extenze 5 min 72 °C
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Tab.8 Reakéni protokol PCR

PCRBIO HS Taq Mix

‘ Cas ‘ Teplota
1 cyklus
Pocateéni denaturace ‘ 5 min ‘ 95°C
40 cykla
Denaturace 15s 94 °C
Annealing 15s 55°C
Extenze 60 s 72 °C
1 cyklus
Terminalni extenze 5 min 72 °C

Precisténi PCR produktu

Reagencie
e 96% ethanol
e 70% ethanol
e H,O

K 45 pl PCR produktu bylo ptidano 250 ul 96% ethanolu a vyslednd smés byla
inkubovéna pii pokojové teploté dvé hodiny (je mozné 1 déle). Néasledné byla provedena
centrifugace pii 13500 ot./min. po dobu 30 minut. Poté byl ze zkumavky odpipetovan
ethanol tak, aby peleta DNA nebyla naruSena. K peleté bylo ptidano 100 pl 70%
ethanolu a znovu nésledovala centrifugace pii 13500 ot./min. po dobu 5 minut. Po

vyndani z centrifugy byl ethanol znovu peclivé odpipetovan a peleta se nechala pii

pokojové teploté vysusit. Nasledné byla peleta rozpusténa v 10 — 20 pl H,0.

Restrikéni Stépeni

Reagencie

e Restrikéni enzym Mnl I (5U/pl)
e 10x NEBuffer (restrik¢ni pufr)

Nez byla zapocata prace, z mraziciho boxu byl vyndan restrikéni pufr a nechal se

pii pokojové teploté rozmrznout.
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Pro restrikéni $tépeni byly pfipraveny nové mikrozkumavky, do kterych bylo
napipetovano 8 pl precisténého PCR produktu. K PCR produktu byl pfidan 1 pl
restrikéni enzym Mnl I (5 U/ul) a 1 pl 10x NEBuffer.

Zkumavky byly inkubovany v termostatu, ktery byl temperovan na teplotu 37 °C,
po dobu 45 — 60 minut.

Po restrikénim Stépeni byla provedena elektroforéza. Mnozstvi 10 — 15 pul
Stépeného PCR produktu bylo promichano s 2 pl vkladaciho pufru a napipetovano do
jamek v gelu. Elektroforéza probihala pii napéti 135 V, po dobu 15 minut. Pribéh
elektroforézy byl sledovan diky ilumindtoru. Po uplynuti casu se elektroforéza

automaticky vypne a gel je vloZzen do detekéniho systému, kde probiha vyhodnoceni

(tab. 9).

Tab.9 Referen¢ni hodnoty faktoru V Leiden

PCR produkt Stépeny PCR produkt Vysledny genotyp
287 bp 157 + 130 + 93 + 37 bp Heterozygot
287 bp 157 +93 + 37 bp Nemutovany homozygot (wild type)
287 bp 157 + 130 bp Mutovany homozygot

Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je diileZitou soucasti pouzitych metod, kdy se pouZziva nejen
ke kontrole velikosti produktdi PCR, ale v pfipadé metody RFLP-PCR slouZzi
k zobrazeni vysledkti restrikéniho §tépeni.

Principem gelové elektroforézy je pohyb v elektrickém poli. Zaporné nabité
molekuly DNA se pohybuji smérem k anodé¢. Nositel ndboje u nukleovych kyselin je
predevsim fosfatova skupina. V ptipadé gelové elektroforézy se molekuly oddéluji na
zéklad¢ jejich velikosti — malé postupuji rychleji, velké pomaleji — nezavisle na tom,

jaka je koncentrace DNA v jednotlivych vzorcich.

Reagencie
e Crystal 10xTBE Buffer — prasek
e 10x TBE - roztok pfipraveny z 10xTBE Buffer
e Pracovni roztok 1x TBE (50 ml 10x TBE a 450 ml destilované vody)
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e Agardzovy prasek

e DNA Loading Buffer Blue

e Midori Green Advanced DNA Stain*
e 100 bp DNA LADDER H3RTU*

Piislusny pocet agardzovych tablet (1 tableta = 0,5 g agar6zy) byl vhozen do min.
100 ml ké&dinky a dolito 1x TBE pufru. Mnozstvi roztoku zéalezi na pozadované
velikosti gelu, tzn. pro maly gel bylo pouzito 50 ml roztoku, pro velky gel 100 ml. Pocet
vhozenych agardzovych tablet urcuje koncentraci gelu — 1 tableta/50 ml = 1% gel, 2%
tablety/50 ml = 2% gel atd. Pro tcely této prace byl pfipravovan 4% gel. Tablety bylo
zapotiebi uplné rozpustit a kadinku poté zahtat v mikrovinné troubé po dobu 3 minut na
maximalni ohfev. Proces zahtati byl minimaln¢ dvakrat opakovan do doby, nez bylo
dosazeno co nejmensiho poctu bublin a tablety Gplné rozpustény.

Do roztoku byla pfiddna Midori Green Advanced DNA Stain a to 12 pl, gel se
S barvickou rozmichal a nechal kratce zchladnout. V pribéhu byla pfipravena
elektroforetickd podlozka s hiebeny, které urcuji pocet jamek v agar6zovém gelu.
Ptipraveny gel byl nalit na tuto podlozku. Po 10 — 15 minutach byly hiebeny vyndany
a gel byl vlozen do elektroforetické vany s 1x TBE pufrem. Gel musi byt zcela ponoten.

Do prvni nebo posledni jamky bylo napipetovano 5 ul 100 bp DNA LADDER
H3RTU, ktery slouzi jako marker pro kontrolu velikosti PCR produkti.

Samotna elektroforéza probihala pti 100 — 135 V, 10 — 15 minut. Za pomoci
iluminatoru MUPID™ Led bylo mozno sledovat pribéh celé elektroforézy, a to diky
pouzité barvé Midori Green.

Po ukonceni elektroforézy byl gel prenesen na detekéni systém FastGene® GelPic
LED Box. Diky tomuto svételnému boxu mizeme vysledek -elektroforézy

vyfotografovat a pomoci pamétové karty pienést do pocitace k dalsimu zhodnoceni.

4.5 Reverzni hybridizace na stripech

Reagencie
e Amplification mix

e Tag DNA polymerase
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e Taq Dilution Buffer

e DNAT

e Hybridization Buffer

e Wash Solution Buffer A
e Conjugate Solution

e Wash Solution Buffer B

e Color Developer

Pted samotnou hybridizaci bylo potfeba izolovanou DNA amplifikovat za pomoci

PCR. Pro kazdy vzorek byly do chladiciho stojanku ptipraveny dvé mikrozkumavky.
Do téchto mikrozkumavek byl namichan PCR mix A a B (tab. 10 a 11).

Tab. 10 Reakéni mix A

Reagencie MnoZstvi pro jednu reakci
Amplification Mix A (zluté vi¢ko) 15 pl
Taq DNA polymerase (nafedéna) 5ul
DNA 5ul

Tab. 11 Reak¢éni mix B

Reagencie MnoZstvi pro jednu reakci
Amplification Mix B (zelené vicko) 15 pul
Taq DNA polymerase (nafedénd) 5ul
DNA 5l

Zkumavky s PCR mixem byly peclivé uzavieny, zvortexovany, kratce stoCeny

a nasledné vlozeny do termocycleru, ktery byl temperovan na 94 °C. Byl spustén

ptislusny reakéni protokol (tab. 12).
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Tab. 12 Reakéni protokol PCR

‘ Cas ‘ Teplota
1 cyklus
Denaturace ‘ 2 min. ‘ 94 °C
35 cykli
Denaturace 15s 94 °C
Annealing 30s 58 °C
Extenze 30s 72 °C
1 cyklus
Terminalni extenze 3 min. 72 °C

Po skonceni PCR byla provedena kontrola PCR produktli na 4% agardézovém gelu.
Do jamek v gelu bylo napipetovano 5 pl kazdého vzorku, do prvni nebo posledni jamky
marker a byla spusténa elektroforéza pti napéti 135 V po dobu 10 minut.

Mezitim byla predehiata lazen na 45 °C a na stejnou teplotu bylo nutné zahtat
i Hybridization Buffer a Wash Solution A. Do promyvaciho korytka, které se
K hybridizaci pouziva, bylo napipetovano 10 pl DNAT a 10 pl PCR produktu. Smés
byla pipetou promichana a inkubovana pii pokojové teploté¢ po dobu 5 minut. Poté byl
do kazdého korytka ptidan 1 ml Hybridization Buffer a testovaci strip ¢arkami nahoru.
Podnos s promyvacimi korytky byl vloZzen do vyhiaté lazné se ttepackou a inkukbovan
pfi teploté 45 °C po dobu 30 minut.

Nasledovalo promyvani, kdy byl z kazdého korytka odpipetovan vSechen roztok
a bylo ptfidano 1 ml Wash Solution A. Roztok byl znovu odpipetovan a ptidan opét
Wash Solution A. Podnos byl opét vlozen do lazné se tfepackou a inkubovan po dobu
15 minut pii 45 °C. Tento krok byl proveden jesté jednou.

Pro barveni prouzkl bylo nutné odpipetovat vSechen Wash Solution A a poté byl
pfidan 1 ml Conjugate Solution. Inkubace probihala za pokojové teploty po dobu 15
minut za stalého michani. Po skonceni inkubace byl konjugat odpipetovan a testovaci
prouzky promyty za pomoci Wash Solution B. Po promyti byl do kazdého korytka
pfidan 1 ml Wash Solution B a nasledovala inkubace po dobu 5 minut. Tento krok byl
jeste jednou zopakovan a pak byl ptidan 1 ml Color Developer. Inkubace probihala 15
minut za pokojové teploty na temném misté. Testovaci stripy byly oplachnuty
destilovanou vodou a osuseny ve tmé.

Pokud doslo k hybridizaci k cilové sondé umisténé na stripu, prouzek zfialovél.

Vysledky bylo mozné odecitat po srovnani testované¢ho prouzku s Sablonou.
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5 VYSLEDKY

Vzorky ur¢ené k diagnostice Leidenské mutace byly testované za pomoci tii metod
uvedenych v praktické ¢asti této prace. Konkrétné se jednalo o metodu real-time PCR,
RFLP-PCR a reverzni hybridizaci na stripech.

Vzorky urené k detekci Leidenské mutace byly pouzity také jako material pro

statistické zpracovani.

5.1 Metoda real-time PCR

Touto metodou byly vySetfeny Ctyii vzorky. Vysledek této metody byl odecten za

pomoci pocitacového softwaru, ktery zobrazuje vysledky PCR v redlném case.

5.2 Metoda RFLP-PCR

Vysledky této metody jsou zobrazovany pomoci gelové elektroforézy. Nejdiive se
zkontroluje PCR produkt a posléze vysledek restrikéniho $tépeni tohoto produktu (obr
12, tab. 13). Metodou RFLP-PCR bylo testovano celkem 31 vzorkd.

Szl

Marker 5315 5415 18/16 3416 36/16 42/16 3417 asnz

Obr. 12 Kontrola restrikéniho $tépeni na 4% agar6zovém gelu
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Tab. 13 Vysledek RFLP-PCR

Vysledek
Vzorek restrikéniho Genotyp
$tépeni
53/15 157 + 130 + 93 + 37 bp Heterozygot
54/15 157 + 130 + 93 + 37 bp Heterozygot
18/16 157 +93 +37 bp Nemu“(’vvv?llaytbg:)lozygot
34/16 157 +93 + 37 bp Nemut?vvv?lfayt%glozygot
36/16 157 +93 + 37 bp Nemut?vvv?lfayt%:)lozygot
42/16 157 +93 +37 bp Nemu“(’vvv?llaytbg:)lozygot
34/17 157 + 93 + 37 bp Nemut‘(’vrl?lfaytgg:)wzygot
35/17 157 +93 + 37 bp Nemut‘(’vrl?lfzjyt%g;ozygot

5.3 Metoda reverzni hybridizace na stripech

Reverzni hybridizaci byly vySetfovany tfi vzorky. Testovaci prouzky, které jsou
pouzivany k této metod¢, se pii hybridizaci zabarvi fialové a vysledky jsou tak

pozorovatelné pouhym okem (obr. 13).

r__
'_ Red Marker Line (1op)
= c—=a o Control
1 Factor vV G1691A (Leiden) mutant
g 2 Factor V G1691A (Leiden) wild lype
! 3 Factor v H1299R (R2) mutant
! 4 Factor V H1299R (R2) wild type
p— 5 Prothrombin G20210A mutant
! 6 Prothrombin G20210A wild type
) 7 Factor XIlI V34L mutant
8 Factor XIIl V34L wild type
< = 9 B-Fibnnogen -455 G=A mutant
) | = 10 B-Fibnnogen -455 G>A wild type
! 11 PAI-1 4GI5G 5G
12 PAI-1 4GI5G 4G
r— : 1 13 HPA1 alb 1b
14 HPA1 a'b 1a
— e —_— 15 MTHFR ce777 mutant
 o— [, 16 MTHFR Ce77T wild type
= f— f— 17 MTHFR A1208C mutant
| | = 18 MTHFR A1298C wild type
| 19 ACE D Del
’ = 20 ACE I Ins
=! i =1 21 Apo B R3500Q mutant
| 22 Apo B R3500Q wild type
23 Apo E (1)
=t (=2 3 o Apo E @
e = 25 Apo E 3)
m m '§ 26 Apo E (4)
Pt t §\. Green Marker Line (bottom)
S
> )

-
b
-
O,
b
0}

Obr. 13 Vysledky reverzni hybridizace na stripech
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5.4 Statistika

Tato prace shrnuje data testovani Leidenské mutace z obdobi leden 2014 — leden
2017.

Nejprve byly porovnany vysledky méfeni koncentrace DNA z bukalniho stéru
a z periferni krve. Pocet vzorkli odebranych bukdlnim stérem byl 61, pocet vzorkl z
periferni krve Cinil 48. V grafu nize mUZeme vidét, Ze koncentrace DNA byla ve
vzorcich z periferni krve primérné vyssi téméf o 10 ng/ul (graf 1). Tabulka 15 také

shrnuje naméfené minimum a maximum koncentrace DNA u jednotlivych odbért.

Tab. 14 Statistické hodnoty koncentrace DNA

Bukalni stér Periferni krev
Pocet 61 48
Primér 55,24 63,86
Minimum 0,50 5,56
Maximum 600 600
Koncentrace DNA
70 -
63,86
60 -
55,24
50
m Bukalni stér  m Periferni krev

Graf 1  Prumér koncentrace DNA

Dalsim statistickym tdajem, ktery je pouZit v této praci, je vysledny genotyp vSech
testovanych vzorkd. Pocet vzorku, které byly testovany, je z obdobi leden 2014 — leden
2017. Celkem se jedna o 109 vzorkl, kdy vétSina z nich byla primarné testovana na
Leidenskou mutaci a u nékterych se Leidenskd mutace prokdzala naptiklad pii reverzni

hybridizaci na stripech, kde je mozné vidét vice mutaci najednou. Tteti ¢ast z této
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skupiny byly vzorky, které¢ byly testovany naptiklad pro polymorfismy v genu pro
MTHFR, avsak byly pouzity pro ucel této bakaldiské prace a otestovany téz na

Leidenskou mutaci (graf 2).

Genotyp
100 -

50

21

m Wild type ® Heterozygot

Graf 2 Vysledny genotyp

Z grafu je patrné, Ze tzv. zachyt Leidenské mutace notné prevysuje celorepublikovy
a dalo by se Fici i celoevropsky priimér. Zatimco v CR je prevalence onemocnéni cca
5% (v literatufe se uvadi rozpéti 5 — 15%, n¢kde az 20%), V piipadé této statistiky je
22,89%.
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6 DISKUSE

Faktor V Leiden neboli Leidenskd mutace se poprvé objevil v kavkazské populaci
asi pfed 30000 — 40000 lety. Predpoklada se, ze mutace méla v severskych
podminkach, kdy hrozi vétsi riziko hemoragického Soku urcity divod, a to predevsim
ochranu pfed vykrvacenim pii zranéni a u Zen zase mensi ztratu krve pifi porodu.
V dne$ni dobé ma tato mutace také svou geografickou specifitu. Ve vétsi mife se
jeji vyskyt nizsi. Vyjimku tvoii Recko. V ernoiské a asijské populaci se témdf
nevyskytuje.

V soucasné dobé se jedna o jednu z nejéastéjSich hereditarnich trombofilnich
mutaci a vySetfeni této mutace jsou velmi frekventovand. Ackoliv jsou indikacéni kritéria
pomérné piisna, prichazi spousta pacienti — samoplatcii s pozadavkem na vysetieni
pravé Leidenské mutace. Vzhledem ke komplikacim, které mize zpusobit, je tento trend
ptiznivy.

Testovani Leidenské mutace je v ruznych laboratofich odlisné, podle tudajt
z Narodni referen¢ni laboratofe je nejvice zastoupena metoda alelické diskriminace
s fluorescenc¢ni detekci (39%), dale alelové specifickd PCR s riiznou detekci (31%),
RFLP-PCR (17%), HRM analyza (7%) a nakonec real-time PCR (5%).

V ptipadé¢ metody RFLP-PCR vV této praci bylo nutné nékteré vzorky testovat
dvakrat, protoze pii prvnim odecteni vysledkli na agar6zovém gelu nebylo patrné, zda
se jedna o alelu wild type, heterozygota, ¢i mutovaného homozygota. Pti poslednim
pokusu, kdy se opakovala detekce mutace v nékterych jiz testovanych vzorcich, doslo
také ke zméné pouzitého PCR mixu. Vysledky byly poté jasné ¢itelné.

Ve vysledcich této bakalarské prace je zakomponovéna statistika, ktera zpracovava
data sesbirana v obdobi leden 2014 — leden 2017 v laboratoii GENLABS s. r. o.
Celkové bylo ve statistice pouzito 109 vzorki, u kterych byla testovana Leidenska
mutace. Byl porovnan zptsob odbéru a jeho vliv na koncentraci DNA. V ptipadé
bukalniho stéru zalezi na kvalit€ odbéru, kterda muze ovlivnit koncentraci DNA. Dale
byl sledovan vysledny genotyp u testovanych vzorkl. Co se tyka rozdilu prevalence
Vv populaci a poctu pozitivnich zachyti z laboratote, diivodem muze byt nizky pocet
testovanych vzorkt a celorepublikové ¢islo také nemusi byt pfesné.

Metody pouzité¢ pro detekci Leidenské mutace v této praci se v nckolika

ohledech lisi. Pokud tyto metody srovname z hlediska ¢asového a finan¢niho, nejdelsi
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metoda je reverzni hybridizace na stripech, kdy je potieba nejprve amplifikovat
izolovanou DNA, zkontrolovat PCR produkt na agar6zovém gelu a pak provést
hybridizaci samotnou. Vyhodou metody je jeji citlivost a Siroké spektrum pouziti -
Vv jedné reakci miizeme otestovat vice mutaci. Metoda je ovSem pomérné draha.

Oproti tomu metoda real-time PCR je rychlejsi alternativou, ale nevyhoda této
metody spociva ve vyssich nékladech a narocich na technické vybaveni laboratofe,
Z porovnavanych metod je nejdrazsi.
pomoci PCR, produkt zkontrolovat elektroforeticky, provést Stépeni a vysledek tohoto
Stépeni odeCist za pomoci elektroforézy. Metoda je ovSem nejpiesnéjsi a také

nejlevnéjsi ze vSech tii porovnavanych.
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7 ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo sepsat reSerSi na dané téma a nasledné praktické
zvladnuti molekularné-biologickych metod, které se zcela bézné pouzivaji k detekci
Leidenské mutace.

V teoretické ¢asti mé bakalarské prace jsem se nejprve soustfedila na popis
fyziologie hemostazy, aby bylo zietelné, jak takova mutace na tento systém piisobi.
Soucasti reserSe je i uceleny piehled o rizicich, které jdou ruku v ruce s Leidenskou
mutaci, véetné vlivu na uzivani hormonalni antikoncepce a téhotenstvi. Nasledné jsou
zde popséany nejbéznéjsi metody k detekci Leidenské mutace z teoretického hlediska.

V praktické casti prace jsem uvedla nékolik genetickych metod vhodnych pro
testovani Leidenské mutace, a to real-time PCR, RFLP-PCR a reverzni hybridizaci na

stripech.
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