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Abstrakt

Pojem trombofilie zacind byt v dneSni dob¢ velice aktudlnim tématem. Jedna se
0 zvySenou predispozici K tvorbé trombu anasledné komplikace pravé v dusledku
zvySeného srazeni krve, které mohou byt velmi vazné az smrtelné. Vcasné stanoveni
trombofilnich mutaci pomiize pacientovi piedejit mnoha rizikovym situacim (napf.
v ptipad¢ operace, téhotenstvi). V dneSni dobé existuje nejméné 30 genetickych
laboratoii v Ceské republice, které trombofilni mutace vysetiuji. BohuZel toto vysetieni
je hrazeno pojistovnou pouze U indikovanych ptipadi podl€hajicim prisnym selekénim
kritériim. Pokud mé jedinec zajem o0 takové vysetfeni aneni indikovan oSetfujicim
I¢katem, musi vySetfeni hradit sam. Nékolik pojistoven Vv rdmci svych preventivnich
programii na tato vySetfeni pispivaji uréitou finanéni ¢astkou, jedna se napt. 0 Ceskou
pramyslovou zdravotni pojistovnu, Zdravotni pojistovnu ministerstva vnitra CR &i
Zdravotni pojistovnu — Revirni bratrskou pokladnu.

Cilem mé bakalaiské prace bylo praktické zvladnuti metody RFLP PCR, metody
PCR ARMS a reverzni hybridizace na stripech pro detekci nejcastéjSich trombofilnich
mutaci vV ¢eské populaci a vypracovani reserse tykajici se dané problematiky.

V teoretick¢ cCasti své bakalaiské prace se zaméfuji na popis jednotlivych
nejvyznamnéjSich trombofilnich mutaci v ceské populaci ajejich rizika. Déle zde
uvadim jednotlivé genetické metody, kterymi se vybrané trombofilni mutace
v genetickych laboratotich vySetiuji.

V praktické c¢asti uvadim vlastni vysledky, ziskané vySetfenim Ctyf hlavnich
trombofilnich mutaci apolymorfismi. Jednd se o0 Leidenskou mutaci, mutaci
protrombinového genu a polymorfismy MTHFR 1298 a MTHFR 677. VySetieni jsem
provadéla pomoci genetickych metod RFLP-PCR, PCR ARMS a reverzni hybridizace
na stripech. Veskeré metody jsem provadéla Vv genetické laboratoii GENLABS

v Ceskych Budgjovicich. K vysetieni jsem vyuzila vzorky DNA ziskané ze své rodiny.

Kli¢ova slova: mutace — RFLP-PCR — PCR ARMS - trombofilie



Abstract

Recently the term thrombophilia is becoming a current topic. It is an increased
precondition for the creation of tromboses and the following complications as the result
of increased blood coagulation which could be very serious or even fatal. A timely
diagnosis of thrombophilia mutations helps patients to avoid many critical situations
(e.g. in case of operations, pregnancy etc.). In these days there are at least 30 genetic
laboratories in the Czech Republic which research thrombophilia mutations.
Unfortunately this medical examination is covered by insurance companies just in case
of indicated symptoms which are under strict criteria. If someone is interested in a
medical examination and a doctor does not indicate him with the symptoms, they are
forced to pay the examination on their own. There are a few insurance companies which
contribute with some amount for these examinations as a part of their preventive
programmes (e.g. Ceska primyslova zdravotni poji§tovna, Zdravotni pojistovna
ministerstva vnitra CR or Zdravotni poji§tovnu — Revirni bratrska pokladna).

The aim of my bachelor thesis was a practical mastery RFLP-PCR method, PCR
ARMS method and a reverse hybridization on strips to detect the most common
mutations of thrombophilia in the population of the Czech Republic and deviloving on
the issue.

In the theoretical part, | focus on a description of the most important thrombophilic
mutations in the Czech population and their risks. | also describe particular genetic
methods by which each of thrombophilia mutations is being examined in genetic
laboratories.

My own results of the examination of four major thrombophilia mutations and
polymorphs are shown in the practical part. These are the Leiden mutation, prothrombin
mutation, MTHFR 1298 and MTHFR 677 polymorphs. For my examinations | used
these genetic methods: RFLP-PCR method, PCR ARMS method, reverse hybridization
on strips. 1 made all these methods in the genetic laboratory Genlabs in Ceské
Budg¢jovice. For the examinations | used DNA samples of my family.

Keywords: mutation - RFLP-PCR - PCR ARMS - thrombophilia
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1 UvVoD

Téma trombofilnich mutaci zac¢ina byt v dnes$ni dobé Siroké nabidky komer¢nich
genetickych testi velice aktudlni. Ja osobn¢ jsem tomuto tématu nevénovala nijak
zvlast velkou pozornost, dokud jsem nezacala psat tuto praci. Praktickou cast své
bakalafrské prace jsem vyzkousSela sama na sobé. A co jsem necekala, bylo to, Ze mé
vySetfeni bylo pozitivni pro Leidenskou mutaci. Z tohoto diivodu jsem zacala na svou
préaci nahlizet jinak. Hledani informaci pro mé meélo daleko vétsi vyznam. Méla jsem
svym zpusobem S§tésti, Zze 0své genetické predispozici vim a mohu ptedejit mnoha
komplikacim. V mnoha ptipadech se na vyskyt trombofilnich mutaci nepfijde a bohuzel

nekdy se na n¢ piijde ptilis§ pozde¢.

2 TEORETICKA CAST

2.1  Soucasny stavy

Problematika vySetfovani trombofilnich mutaci je z genetického hlediska velice
aktualni uz proto, ze kardiovaskuldrni onemocnéni, mezi kterd patii aterotrombodza,
predstavuji nejcastéjsi smrtelnou chorobu soucasného CElovéka. Recentni studie se
zabyvaji pfedev§sim epidemiologickymi a klinickymi stavy asociovanymi S Zilnim
tromboembolismem (ZTE) a zvy$enym vyskytem kardiovaskularnich chorob. Vysetteni
individualni rizikovosti pomoci molekularné genetického piistupu mutze v budoucnu
zlepsit diagnostiku i 1é¢ebny efekt kardiovaskularnich onemocnéni obecné (Kvasnicka
et al., 2012). Navic frekvence nejcasté&ji se vyskytujicich trombofilnich mutaci je ve
zdravé Ceské populaci pomérmné vysokd, Vv ptipadé¢ Leidenské mutace je to 4.5 %
a v piipadé mutace protrombinového genu 1.3 % (Kvasnicka, 2014). VySetieni téchto
dvou trombofilnich mutaci je v Ceské republice selektivné doporu¢ovano u rizikovych

skupin populace na zakladé konsensu Ceské spole&nosti pro trombozu a hemostazu CLS



JEP, Spoleénosti pro 1ékaiskou genetiku CLS JEP a Ceské hematologické spoleénosti
CL JEP (Kvasnicka, 2010).
Trombofilni mutace mohou vyznamné ovliviiovat hemokoagulaci a koagula¢ni

kaskadu, proto se témto pojmum vénuji v dalsich kapitolach.

2.2 Hemokoagulace

Hemokoagulace neboli proces srazeni krve, je soucasti hemostazy, tj. procesu, ktery
brani ztratdm krve pii posSkozeni krevnich cév. Hemokoagulace je zplisobena aktivaci
vice koagulacnich faktorti (ddle budou oznacovany zkratkou F a pfislusnym cislem
faktoru, u aktivovaného faktoru se pfipisuje malé pismeno a). Jedna se 0 kaskadu
poji volné desticky a vytvoti tak krevni srazeninu neboli trombus. Koagula¢ni kaskada
je zalozena na existenci dvou cest: vnitini a vnéj$i, a cesty spolecné.

Vngéjsi cesta se aktivuje kontaktem tkanového tromboplasminu s faktorem FVII.
Ten se aktivuje na FVlla aaktivuje FIX. FIXa aFVIlla aktivuji FX, ktery s FVa
zajistuje preménu protrombinu na aktivovany trombin.

Vnitini cesta se aktivuje kontaktem s poskozenym povrchem (napf. obnazena
kolagenni vlakna). Pomoci bilkoviny kalikreinu a vysokomolekularniho Kininogenu se
aktivuji faktory FXIIl, FXI a FIX. Pomoci FIXa a FVIIIa se opét aktivuje FX, ktery
Vv pritomnosti trombocytd, vapniku a FVa aktivuje pfeménu protrombinu na trombin
(Kvasnicka, 2003).

Aktivovany trombin aktivuje fibrin stabilizujici faktor FXIII (obr. 1).
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Obrazek 1: Schéma koagulacni kaskady.

Zdroj: http://observatory.cz/news/nizkoteplotni-plazma-zastavuje-krvaceni.html

2.3 Trombofilie

Trombofilie je stav zvySené predispozice K tvorbé trombi (Kvasnicka, 2003).
V principu se jednd 0 poruchu hemostazy, coz ma za nasledek vétsi nachylnost ke
srazeni krve.

Z klinické praxe je znamo mnoho faktord, které zvysuji riziko trombozy a pokud
jsou pfitomny, hovotime 0 vrozené nebo ziskané trombofilii. Nejvyznamnéjsi klinickou
manifestaci trombofilnich stavi je Zilni tromboembolismus. Za zilni tromboembolismus
je povazovana hluboka zilni tromb6za a mozna nasledna plicni embolie, infarkt
myokardu ¢i cévni mozkova ptihoda (Kessler, 2006). Roc¢ni incidence hluboké Zilni
trombozy a plicni embolie U bilé populace se pohybuje kolem 0,1 — 0,2%, coz
predstavuje asi 1 — 2 ptipady na 1000 obyvatel. Incidence je stejna u muzi i U Zen, ale
niz8i U Asiati nez u Evropanti nebo Afri¢anu (Musil, 2009).

Pokud se u jedince vyskytuje rizikovy faktor trombdzy, neznamena to jesté, ze ji
musi nutné prodelat. Nad rizikem trombofilniho onemocnéni uvazujeme, pokud se

u pacienta vyskytuji alespon dva rizikové faktory (Kessler, 2006).


http://observatory.cz/news/nizkoteplotni-plazma-zastavuje-krvaceni.html

Rizikové faktory souvisejici S podezieni na trombofilii:

e Zilni trombdza pied 40. — 45. rokem nebo tepenna trombdza pied 30. — 35. rokem.

e Pozitivni rodinn4d anamnéza.

e Trombobza arterialni i zilni.

e Trombodza Vv netypické lokalizaci.

e Opakované ztraty plodu (3 a vice naslednych samovolnych potratli pred 10. tydnem
gravidity, nebo jedno a vice umrti morfologicky normalniho plodu po 10. tydnu
gravidity).

¢ Rizikové téhotenstvi.

e Porod mrtvého plodu.

Podle etiologie miizeme trombofilie délit na vrozené, ziskané a smisené (Kessler,
2006).

2.3.1 Doposud znamé klinicky vyznamné vrozené trombofilie

Vrozené trombofilie neboli vrozené hyperkoagulacni stavy jsou stavy
charakteristické opakovanymi tromboembolickymi piihodami pied 45 rokem Zivota,

trombolitickym onemocnénim V rodinné anamnéze ¢i opakovanymi potraty (Poul,
2006).

Mezi nejvyznamnéj$i vrozené trombofilie patfi:

e APC (aktivovany protein C ) rezistence faktoru V (viz. dale).

e Mutace faktoru V Leiden, faktoru VV Cambridge.

e Mutace protrombinového genu 20210A.

e Deficit antikoagula¢nich faktort: deficit proteinu C, proteinu S, antitrombinu
(Storkova, 2009; Vavruskova, 2010).
Deficit proteinu C byl poprvé publikovan v roce 1981 Griffinem. Gen pro protein

C oznacovany jako PROC je sloZzen z 9 exonll a vV sou€asné dobé je znamo vice nez 160
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mutaci tohoto genu. Geneticka analyza je proto velice komplikovana a probiha pouze ve
specializovanych centrech (Khor aVan Cott, 2010). Tento deficit je definovan
poklesem plazmatické aktivity antikoagula¢niho proteinu C. Heterozygoti maji az 7x
vys§i riziko vzniku hluboké Zilni trombézy (HZT). Homozygotni ptipady byly popsany
jen ojedinéle (Griffin et al., 1981).

Deficit proteinu S byl poprvé popsan Compem V roce 1984. Jedna se 0O sniZeni
koncentrace volného proteinu S. Nositelé tohoto defektu maji 10x vyssi riziko vzniku
HZT. Homozygotni forma tohoto deficitu je vzacna (Engesser, 1987).

Deficit antitrombinu byl poprvé publikovan Egebergem v roce 1965. Jedinci
s heterozygotni formou maji 10x vyssi riziko HZT. Homozygotni forma tohoto deficitu
nebyla zatim popsana.

e Dysfibrinogenémie.

Dysfibrinogenémie zahrnuje abnormality vV molekule fibrinogenu, které narusuji
jeho funkci.

e Homozygotni homocystinurie.

Jedna se 0 poruchu metabolismu methioninu a homocysteinu. Jsou znamy 3 typy
homocystinurie. Nejbéznéjsi je prvni typ oznacovany jako klasicka homocystinurie. Ta
je spojena s deficitem enzymu cystathioninsyntdzy. Diisledkem je zvySeni koncentrace
homocysteinu v séru a nasledné zvyseni piilnavosti trombocytid. U homozygott se vada
zacne projevovat kolem 3. roku zivota jako zména umisténi Cocky (ektopie Cocky),
kratkozrakost (myopie), Sedy zakal (katarakta) a atrofie celého optického systému oka.
Casto se také objevuji tromboembolické pifihody mozku, Vv ledvinach av plicich
(Storkova, 2009; Vavrugkova, 2010).

e Sticky platelet syndrom.

Sticky platelet syndrom neboli syndrom lepivych desti¢ek patii mezi dédi¢né
trombofilie s autozomalné¢ dominantni dédi¢nosti (Mammen 1999). Jde 0 nadmérné
shlukovani desti¢ek. Pfi¢ina neni doposud znama. Tento syndrom se Casto vyskytuje
v kombinaci s jinymi trombofilnimi stavy, napft. v pfitomnosti mutace FV Leiden nebo

v kombinaci s hyperhomocysteinémii (Mammen, 1999).
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2.3.2 Klinicky vyznamné ziskané trombofilie:

Ziskané trombofilie vznikaji v prubéhu zivota za rizikovych situaci, jako jsou
operace C¢i traumata, nebo jako projev jiného patologického procesu napf.

hematologického ¢i autoimunitniho onemocnéni.

Vyéet klinicky nejvyznamnégjsich ziskanych trombofilii dle Storkova (2009) a
Vavruskova (2010):

e Antifosfolipidovy syndrom.

Antifosfolipidovy syndrom je diagnostikovan klinicky i laboratorné a to na zaklad¢
pritomnosti antifosfolipidovych protilatek a soucasné klinickych projevi. Mezi tyto
klinické  projevy zahrnujeme vendzni  aarteridlni  trombozy, cirkulacni
mikrotrombotizace nebo opakované reprodukéni ztraty (Bulikova, Penka, 2005).

e Myeloproliferativni onemocnéni a trombocytémie (polycytemia vera, esencialni
trombocytémie, primarni myelofibroza v prolifera¢ni fazi).

Myeloproliferativni onemocnéni je klonalni hematopoetické onemocnéni kmenové
bunky. Toto onemocnéni je charakterizovano proliferaci jedné ¢i vice myeloidnich linii
Vv kostni dfeni. Mezi myeloproliferativni onemocnéni fadime chronickou myeloidni
leukémii, polycytemia vera, esencidlni trombocytémii, primarni myelofibrozu
(Kacirkova, Campr, 2007).

e Stav po prodélané tromboze.
e Maligni nadory.

Pacienti s malignimi nadory Casto trpi hyperkoagula¢nimi stavy z divodu tvorby
latek s prokoagulacni aktivitou (napi. tkanovy faktor). VTE se vyskytuje asi u5 %
téchto pacient.

e Srdecni nedostateCnost NYHA IIl a IV.

Pozn.: NYHA (New York Heart Association) je klasifikace dusnosti. NYHA III

znamend, ze jiz béznad aktivita je vycCerpavajici a NYHA IV znamena dusSnost pii

minimélni namaze i v klidu (Spinar, Vitovec, 2001).
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e Zavazna respiracni onemocnéni.

e Autoimunitni choroby (Bechcetliv syndrom).
e Gravidita a Sestinedéli.

e [écba estrogeny.

e Paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie.

e Rezistence k aktivovanému proteinu C nezptisobena mutaci faktoru V.
e Nefroticky syndrom.

e Veéknad 60 let.

e Chronicky stievni zanét.

e Obezita.

e Koufeni.

e Varixy dolnich koncetin.

e Paréza koncetin.

2.3.3 Nejvyznamnéjsi trombofilie smiSeného pitvodu:

e Zvysena hladina faktoru VIIL

Zvysena hladina FVIII se vyskytuje pouze u jedinct s jinou krevni skupinou, nez je
0. Jedinci s krevni skupinou 0 maji pfirozen¢ nizsi hladinu FVIIL. FVIII je taktéZ protein
akutni faze, tento stav mize také zpusobit jeho zvySenou hladinu (Matyskova,
Hrachovinova, 1999).

e Hyperhomocysteinémie.

Ta mlze byt podminéna polymorfismy v genu pro methylentetrahydrofolat
reduktazu - MTHFR C677T nebo A1298C nebo nedostatkem vitaminu B6, B12 ¢i
kyseliny listové (Kvasnicka, 2003).

e ZvySend hladina fibrinogenu.

Referenéni rozmezi fibrinogenu je 2,0 — 3,5 g/l, pti¢emz hodnota kolem 4 g/l jiz

predstavuje mirné trombofilni riziko. Naopak pro hemostazu je dulezitd hodnota

alespon 0,6 g/l (Kvasnicka, 2003).
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e ZvysSend hladina faktoru FIX.

Referen¢ni rozmezi je U osob strasich 18 let 50 - 150 %.

Krom¢ uvedenych vrozenych ¢i smiSenych trombofilii je zndma cela fada tzv.
provokujicich faktord Zilniho tromboembolismu. Podle jejich trombofilniho potencialu
jsou déleny na silné provokujici faktory a ostatni provokujici faktory. Nize uvadim

rozdéleni t&chto faktort dle (Poul, 2006; Storkova, 2009; Vavrugkova, 2010).

2.3.4 Silné provokujici faktory

e Operace — hlavné ortopedicka, cévni, neurochirurgicka a onkologicka chirurgie.

o Urazy — zejména polytraumata, poranéni dolnich konéetin a panve.

e Imobilizace spojena s dal§imi faktory jako jsou paréza koncetin, trauma, sepse,
malignita, srde¢ni ¢i respira¢ni nedostatecnost.

e Chemoterapeutické rezimy.

2.3.5 Ostatni provokujici faktory

e Sadrové fixace dolnich koncetin.

e Imobilizace nad 72 hodin.

e Dlouhy let.

e Dlouhodobé zavedeny centralni Zilni katétr, gravidita a Sestined¢li.
e Hormonalni antikoncepce.

e Estrogenni substituce.

e Terapie antiestrogeny.

e Terapie kortikoidy.
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2.4  Klinické manifestace trombofilnich stavii

2.4.1 Hluboka %ilni trombéza (HZT)

Takto oznacujeme ptitomnost trombu v Zilnim systému (obr. 2). Tato srazenina se
nejcastéji tvori v Zilach dolnich koncetin, obzvlasté pak v oblasti tiisel, Iytek a zadni
&asti kolen. Nebezpednym vyusténim HZT je plicni embolie. Mezi p¥iznaky HZT patii
bolest a otok a snizena citlivost postizené asti t€la (Musil, 2009).

Valve Blood flow

Thrombus

Obrazek 2.: Obrazek krevni srazeniny, pievzato z Hildebrandt (2012).
Zdroj: dostupny na http://sciencenordic.com/stopping-treatment-blood-thinning-drug-

can-be-fatal

2.4.2 Plicni embolie

Pfi plicni embolii dochazi k obstrukci plicnice nebo nékteré jeji vétve predevsim
krevni srazeninou. Embolii je nazyvam proces uvolnéni trombu z mista vzniku
a nasledné piemisténi do plicnice (obr. 3). Embolii mohou vzacné zpusobit i jiné hmoty
jako napf. tuk akostni dfen pii urazech, plodova voda pii porodu ¢i vzduch pfi
potapéni. Mezi ptfiznaky plicni embolie patii nahle vznikld duSnost, bolest na hrudi,
modré zbarveni rti a prstu, kratkodoba ztrata védomi, obéhova nestabilita a nahlé amrti

(Mandovec, 2008).
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Obrazek 3: Obrazek vzniku plicni embolie.

Zdroj: http://operativa.cz/embolicke-pooperacni-komplikace/

2.4.3 Infarkt myokardu

Jednd se o loziskové odumieni c¢asti srdeéniho svalu, ke kterému dochazi v
dusledku uzavéru nebo zizeni véncité tepny (obr. 4). Tepnu muize akutné uzavfit
trombus (v 90 %), embolus, spazmus (stah cévy), ateroskleroticky plat nebo ojedinéle

poranéni ¢i zanét koronarni tepny (Kelnarova, 2007).

Krevni
srazenina

B Misto uzavéru
tepny
I | okalizace
infarktu

Obrazek 4: Infarkt myokardu, pievzato ze Stranky Institutu Klinické a EXperimentalni
Mediciny. Zdroj: http://wwwz2.ikem.cz/www?docid=1005912
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2.4.4 Cévni mozkova piithoda (CMP)

CMP je postizeni mozkové tkané v disledku nedostatecného prokrveni. Podle
mechanizmu vzniku CMP je miizeme rozdé¢lit na ischemické CMP a hemoragické CMP
(obr. 5). Ischemické CMP vznikaji na podkladé trombdzy nebo embolie. Hemoragicka
CMP vznika v dusledku ruptury mozkové cévy (Seidl, 2008).

Ischemic Stroke

Hemorrhagic Stroke

)( W y_zJ Weakened/diseased
1 3 i

Blood clot stops the

flow of blood to an area Blood leaks into brain tissue

of the brain

Obrazek 5: Tento obrazek popisuje vlevo ischemickou CMP a vpravo hemoragickou

CMP. Zdroj: http://www.heartability.org/what-is-heart-disease-1 /

2.5 Trombofilni mutace

Mezi nejcastéj$i trombofilni mutace zahrnujeme mutaci faktoru V (Leidenska
mutace) a mutaci faktoru Il (protrombinu). Polymorfismy v genu pro MTHFR, které
byly diive b&zné oznaCovany jako trombofilni mutace, nejsou V soucasné dobé
povazovany, vzhledem K jejich povaze, za rizikové z hlediska trombofilnich stavi.

Prevalence trombofilnich mutaci jako je mutace faktoru V a protrombinového genu
G20210A se v jednotlivych etnikéach lisi. U Africani a Asiati se vyskytuji jen vzacné,

nejcastéjsi jsou V kavkazské populaci. Vyskyt nékterych trombofilnich poruch
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v kavkazské populaci a u pacientti s tromboembolickou nemoci (TEN) shrnuje tabulka

& 1 (Poul, 2006).

Tabulka 1: Prevalence vybranych trombofilnich poruch v kavkazské populaci

a u pacientti S TEN.

Trombofilie Prevalence Prevalence u pacienti

v kavkazské populaci s TEN

ZvySena hladina faktoru VIII 11% 25 %

Mutace faktoru V Leiden 4.8 % 18.8 %

Dysfibrinogémie 8 % 15 %

Hyperhomocysteinémie 4.8 % 10 %

Mutace protrombinu 20210A 2.7 % 7.1 %

Deficit proteinu S 0.7 % 2.3 %

Deficit proteinu C 03 % 3.7 %

Deficit antitrombinu 0.2 % 3 %

(Poul, 2006)

2.5.1 Mutace FV Leiden

Leidenska mutace je znama od roku 1993. V tomto roce popsal Dahlbick et al. tzv.

rezistenci na aktivovany protein C (APC-R), jejiz nejcastéjsi pri¢inou je Leidenska

mutace. Leidenska mutace je pojmenovana podle mésta Leiden v Nizozemsku, kde byla

objevena. Z historického hlediska se tato mutace poprvé objevila v kavkazské populaci

asi pred 21 000 — 34 000 lety. V té dobé méla spise protektivni charakter v piipadé zivot

ohrozujiciho krvaceni napt. pii porodech ¢i traumatech (Zivelin et al., 1997,

Bounameaux, 2000).

Leidenska mutace je zptisobena bodovou mutaci ménici smysl tzv. missense mutaci

v genu pro koagulaéni faktor V, ktery je lokalizovan na chromozomu 1g23. Gen pro

faktor V mé celkem 25 exont a celkovou délku 70 Kb. Jedna se o bodovou mutaci
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v pozici 1691 v exonu 10, kdy dochazi k zaméné baze guaninu za adenin (FV G1691A),
(obr. 6). Nasledkem této zamény dochazi k zaméné aminokyselin argininu za glutamin
v peptidickém fetézci na pozici 506. V této pozici se vyskytuje vazebné misto pro
aktivovany protein C. APC je pfirozenym inhibitorem aktivovaného faktoru V. Diky
mutaci se stava faktor V rezistentni k APC a tudiz dochazi k nerovnovaze v koagula¢ni

kaskadé (Dahlbick et al., 1993; Penka et al., 2011).

1691 G 1691 A
A C G T A C G T
= -
e —
— Gy ma —
-_— -._ - — -__‘
—_—
N e B e
:~ ST —
= — - : ——
C— ‘ e oty
- TE
-‘“ _-
N pru——
—— -—-_.—

Obrazek 6: Ukazka zamény guaninu za adenin v pozici 1691 v exonu 10.

Zdroj: http://www.wikiskripta.eu/index.php/Leidenska mutace

Vyskyt Leidenské mutace prokazuje zavislost na rase a zemépisnych faktorech.
Penka (2001) uvadi, ze prevalence této dominantné dédicné mutace se Vv Evropé
a Severni Americe U bilé rasy pohybuje okolo 3-15 % ve zdravé populaci. V ostatnich
Castech svéta se vyskytuje spiSe vyjimecné. SrSen (2005) popisuje nejvyssi vyskyt
mutace faktoru V Leiden ve Svédsku a postupné smérem na jih pokles jejiho vyskytu.

Leidenska mutace je autozomalné intermediarni postizeni koagulaéniho faktoru V.

Z toho divodu se vyskytuji ptiznaky jak u heterozygotni tak u homozygotni formy, jen
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Vv jiné intenzité. U heterozygotl je riziko vzniku trombdzy 5-10x vyssi a u homozygott
pak 50-100x vys$si U obou pohlavi ve srovnani s normalni populaci (Penka et al., 2011).
Mezi projevy Leidenské mutace patii zejména trombofilni komplikace jako je vznik
tromb6z ariziko nasledné embolie. Mutaci jako takovou nelze 1é¢it, existuji ale
preventivni opatieni, kterd mohou riziko vzniku trombdzy znacn¢ snizit. LéCi se pouze
jeji nasledky, napft. trombodza se 1€Ci 1éky na fedéni krve jako je heparin ¢i warfarin. Za
preventivni opatieni pfi vCasné diagnostice této mutace muzeme povazovat napf.
eliminaci hormonalni antikoncepce, snizeni vahy U obéznich jedinct, nekufactvi,
uzivani vhodné profylaxe v obdobi zvySeného rizika (dlouhy let, t€hotenstvi apod.),
(Penka et al., 2011).

20



Otec Miatka

heterozygot heterozygot

T

25% 50 % 23%

= OhroZeny homozygot. Pravdépodobnost jeho narozeni je 25 %. Ve své genetické

informaci nenese ani jeden zdravy gen pro FV.

Ohrozeny heterozygot. Pravdépodobnost narozeni 50 %. Ve své genetické informaci
nese jeden zdravy gen pro FV.
Zdravy homozygot. Pravdépodobnost narozeni 25 %. Oba geny pro FV jsou

normalni, nepfendsi onemocnéni na potomstvo.

Obrazek 7: Princip autozomalné dominantni dédi¢nosti, ktery je spoleény pro
Leidenskou mutaci, mutaci protrombinového genu aoba polymorfismy v genu pro
MTHFR. Ptevzato z Geneticky brevif sanatoria Repromeda.

Zdroj: http://www.repromeda.cz/genetika/cs/index.php?localpage=Iloc_leiden.php
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2.5.2  Mutace protrombinového genu

Gen pro protrombin byl identifikovan Poortem Vvroce 1996 na chromozému
11pl11.2 aje slozen ze 14 exonu a jeho velikost je 12 Kb (Davie, Degen 1987). Mutace
protrombinového genu je druhym nejcastéjSim rizikovym genetickym faktorem pro
vznik zilni trombozy. Nejcastéji se jedna 0 nekodujici bodovou mutaci v tomto genu,
kdy v dusledku substituce guaninu za adenin V poloze 20210 (G20210A) dochazi ke
zvySené hladiné protrombinu. Tato mutace se nachazi ve 3" konci genu ato v oblasti,
kterd neni dale translatovana. Patii mezi tzv. gain-offunction mutace (mutace zisku
funkce), které zvysuji efektivitu S$tépeni pre-mRNA avedou Kk nasledné akumulaci
MRNA a jeji translaci do podoby koagula¢niho proteinu. Z tohoto divodu neexistuji
dostate¢né specificka funkéni koagulaéni vySetfeni (Rausova et al., 2005; Penka et al.,
2011).

Cetnost této mutace je vV normalni populaci v severni Evropé 1 % a V jizni Evropé
3 %. Mezi africkymi a asijskymi obyvateli se vyskytuje velice vzacné (Rosendaal et al.,
1998).

2.5.3 Polymorfismy v genu pro MTHFR

MTHFR neboli enzym methylentetrahydrofolatreduktdiza ma vyznam zejména
v metabolismu homocysteinu. Homocystein patii mezi neesencialni aminokyseliny
a vznika jako vedlejsi produkt metabolismu esencialni kyseliny methioninu. Pokud neni
poruSen metabolismus Vbunce, vznikajici homocystein se preménuje V dal
zuzitkovatelné¢ apro télo neskodné latky. Pokud vSak dojde ke zméné v genu pro
MTHFR, mlze dojit vdisledku sniZzené  aktivity enzymu MTHFR
k hyperhomocysteinémii neboli zvySené hladiné homocysteinu V krevni plazmé.
ZvySenou hladinu homocysteinu vSak muze zpuasobit i nedostatek vitaminu B6, B12
nebo kyseliny listové v potravé. Homocystein ma cytotoxické ucinky na endotelialni
bunky, inhibuje bunécnou proliferaci a inhibuje expresi trombomodulinu na endotelu

atim iaktivaci proteinu C. Také podporuje protrombotickou aktivitu v cévni sténé.
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Zvysend hladina homocysteinu mtize byt tedy brana jako rizikovy faktor pro zilni
tromboembolismus, aterosklerézu, mozkovou mrtvici, infarkt myokardu, sklerotické
a trombotické onemocnéni perifernich zil (Dekker et al., 1995; Goyette et al., 1998;
Den Heijer et al., 2005; Penka et al., 2011).

Lidsky gen pro MTHFR je umistén na chromozomu 1p36.6 a sklada se ze 12
exonu. V literatufe jsou popisovany dva nejéastéj$i polymorfismy genu MTHFR
snizujici jeho aktivitu. Jedna se o polymorfismus 677C/T a 1298A/C (Dekker et al.,
1995; Goyette et al., 1998; Den Heijer et al., 2005; Penka et al., 2011).

2.5.3.1 MTHFR 677

Polymorfismus MTHFR 677C/T je zptusoben substituci cytosinu za tymin V pozici
677 nukleotidového fetézce. Tato substituce ma za nasledek zaménu alaninu za valin
V pozici 222 v aminokyselinovém fetézci, ¢imz dojde ke snizeni Katalytické aktivity
enzymu anaslednému zvyseni hladiny homocysteinu v krevnim séru az 020 %.
Dé&dic¢nost tohoto polymorfismu je autozomdlné recesivni. V Evropské populaci je
zastoupeno 12 % homozygott TT, 43 % heterozygoti CT a 45 % zdravych homozygott
CC s timto polymorfismem (Prinz-Langenohi et al., 2009).

2.5.3.2 MTHFR 1298

Polymorfismus MTHFR A1298C je zplsoben substituci adeninu za cytosin
v pozici 1298 nukleotidového fetézce. Tato substituce ma za nasledek zdménu
glutamatu za alanin v aminokyselinovém fetézci v pozici 429. To vede opét ke snizeni
katalytické aktivity MTHFR. Nedochéazi zde vSak ke zvySeni hladiny homocysteinu.
Z tohoto divodu nema tak vysoce negativni ucinky jako polymorfismus MTHFR 677.
Nicméné kombinace téchto dvou polymorfismu (677C/T i 1298A/C) muze vést Kk fadé
abnormalit. Naptiklad u nositelek nékterych polymorfnich variant (677TT/1298AC

23



nebo 677CT/1298CC) bylo zjisténo vyssi procento spontannich potrati a varianta
677TT/1298CC je povazovana za nonviabilni (Van Der Put et al., 1998).

2.6 Metody detekce

Cilem molekularné genetické¢ho vySetieni je potvrzeni genetického rizika pro
chorobu, ktera je podminéna genovou mutaci nebo zjisténi uréitych predispozic ke
vzniku takového onemocnéni v postizenych rodinach.

Mezi zakladni molekularné genetické metody fadime izolaci DNA, fragmentaci
DNA, hybridiza¢ni techniky, analyzu nukleovych kyselin v gelu, amplifikaci
nukleovych kyselin a metody sekvenovani DNA (Kfemen et al., 1998).

2.6.1 Amplifikacni metody

Mezi zékladni amplifikacni metody patii polymerazova tetézova reakce (PCR).
Tato metoda je Siroce vyuZivana a ma mnoho modifikaci jako napf. PCR — RFLP
(polymerazova fetézova reakce - polymorfismus délky restrikénich fragmenti), AS —
PCR (alelové specifickd polymerazova ftetézova reakce), real — time PCR

(polymerazova fetézova reakce Vv realném case) a dalsi (Zima, 2007).

2.6.1.1 Polymerazova i‘etézovd reakce — PCR (polymerase chain reaction)

Jedna se o0 enzymatickou amplifikaci DNA v in vitro podminkach. Tato metoda
umoznuje namnozeni pouze ur¢itého tseku DNA z celkové genomové DNA. Principem
reakce je opakovand syntéza vybraného tiseku genomové DNA ohranicené specifickymi
kratkymi oligonukleotidy zvanymi primery. Dvouvlaknova DNA je nejprve
denaturovana na dvé jednovlaknové molekuly, na které pak na zakladé komplementarity
bazi specificky nasednou vybrané primery. Ty udavaji pocatek a konec, a tedy délku

amplifikovaného fragmentu. Béhem reakce dochazi k opakované enzymové syntéze
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novych fetézcti vybrané sekvence DNA ve sméru 5° = 3’za ucasti DNA polymerazy
a specifickych primert. Prvnim krokem je tepelna denaturace DNA pii 95 °C. Na
vzniklé jednovlaknové DNA molekuly nasledné hybridizuji primery pii teploté 50 — 55
°C. Napojenim téchto primert je zajiSténa syntéza komplementarnich vldken DNA pfi
65 — 75 °C, kterou zajistuje termostabilni enzym nejcastéji Taq polymeraza. Tato
polymeraza pochazi z bakterie Thermus aquaticus zijici v teplych pramenech, a tudiz
neni inaktivovana pii vySSich teplotich v pribéhu PCR (obr. 8). Po ukonceni tohoto
cyklu je replikovany usek DNA zdvojnasoben. Cely proces se opakuje 30 - 35x. Reakce
probiha V pfistroji zvaném termocykler. Tento pfistroj je schopny dostate¢né rychle
meénit teploty tak, aby byly dodrzeny tepelné a ¢asové podminky pro jednotlivé kroky
PCR reakce (Zima, 2007).

nativni ds DNA

s

/ \\ 1. denaturace (95 “C)

2. hybrnidizace se sondou
(primerem, 50 - 55 °C)

5 ¥ -
— 3 5
_ 3. syntéza komplementirniho
| fetézee (72 °C)
L ¥
5 3 5 .3
3 -5 ¥ 5

Obrazek 8: Princip polymerazové fetézové reakce (tii kroky 1. cyklu).
Zdroj: (Zima, 2007)
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2.6.1.2AS-PCR

AS — PCR neboli alelové specificka PCR byla poprvé pouzita Olerupem et al.
(1991) pro detekci subtypu HLA (human leukocyte antigens), coz je hlavni
histokompatibilni systém ¢loveéka, ktery ma vyznamnou funkci V imunitnim systému
Cloveéka (Penka et al., 2012). AS-PCR je jednoducha, spolehliva ajasné rozlisi
heterozygota od homozygotl pro jednu nebo druhou alelu (Ferrie et al., 1992). Tato
metoda se ¢asto vyuziva pro detekci malych deleci a bodovych mutaci. Principem je
vyuziti tii rdznych alelové specifickych oligonukleotidt, tedy primerd, které jsou
specialné vybrany na zaklad¢ sekven¢ni komplementarity S mutovanou, nemutovanou ¢i
variantni alelou. Tyto primery tedy hybridizuji k mutované nebo standartni alele,
pficemz jeden primer je vzdy spolecny pro obé& alely. Nejcastéji pouzivanou variantou
AS-PCR je PCR ARMS (amplification refraktory mutacion detection system neboli

amplifikacni refrak¢éni mutaéni systém (Zima, 2007).

PCR ARMS

Zakladnim principem PCR ARMS je pfesna komplementarita bazi na 3° konci
primeru. Tato komplementarita je zakladem pro spravnou amplifikaci. Pokud nedojde
ke komplementarité, nedojde ke specifické amplifikaci, coZ je zakladnim principem AS-
PCR. Dulezité je proto pouZiti vnitini kontroly reakce, ktera odlisi, zda jde o specifické
chybéni amplifikace nebo 0 nespecifickou poruchu PCR reakce. Samotny test PCR
ARMS je zalozen na dvou samostatnych reakcich. Jedna reakce je specificka pro

normalni DNA sekvenci a druhd reakce je specificka pro mutovanou nebo variantni

sekvenci DNA (obr. 9), (Zima, 2007).
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Obrazek 9: Princip reakce ARMS a AS — PCR, pievzato ze Zima, 2007,

Tabulka 1: Princip hodnoceni PCR ARMS a AS — PCR podle typu produktu reakce.

Genotyp Oligonukleotidy = Produkt
reakce
homozygot normalni s +n ano
s+m ne
heterozygot S+n ano
s+m ano
homozygot mutantni S +n ne
s+m ano

S —spole¢ny, N — norméalni, m — mutantni primer

Pokud je testovany jedinec nemutovany homozygot, vytvoii se PCR produkt pouze
pii pouziti spoleéného primeru a primeru navrzeného pro nemutovanou formu genu.
Pokud se jedna 0 mutovaného homozygota, dochazi naopak k vytvoieni PCR produktu
v amplifika¢ni reakci obsahujici spoleény primer a primer komplementarni k mutované

nebo variantni alele daného genotypu. V ptipadé kdy dojde ke vzniku produktu v obou
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amplifikacnich reakcich, obsahujicich spole¢ny a,nemutovany“ primer i spolecny
a ,,mutovany* primer, jedna se vzdy o heterozygota (tab. 1), (Zima, 2007).

Tato metoda byla Gispé$né aplikovana napt. pro detekci mutaci v genu pro cystickou
fibrozu (Ferrie et al., 1992).

2.6.1.3 Dalsi piiklady amplifikacnich metod

Multiplex PCR

Principem této reakce je piidani vice primerovych pari do jediné amplifikac¢ni
reakce, ¢imz je dosazeno paralelni amplifikace dvou avice lokusi (podle poctu
primerovych part) v ramci jedné PCR. Je zde nutné fadné optimalizovat podminky této
multiplex PCR tak, aby jednotlivé primery V ramci primerovych partt spolu netvofily
nezadouci produkty. Tato metoda se vyuziva K paralelni analyze nékolika mutaci ¢i
polymorfismi a pro ptipravu specifickych produktt, které jsou vyuzivany dale pro jiné
molekularné-biologické metody (napft. reverzni hybridizace na stripech), (Henegariu et
al., 1997).

ASO PCR

Alelové specifické oligonukleotidy (ASO) jsou urceny K detekci znamych
bodovych mutaci. ASO pfedstavuji jakési proby, ke kterym se na zaklade
komplementarity vaze testovana DNA. Pfed samotnou hybridizaci s ASO prob&hne
elektroforetické déleni PCR produktl na agar6zovém gelu. Poté probéhne denaturace
a dvojité blotovani gelu. Gel musi byt umistén mezi dvé nylonové membrany. K tomu,
aby doslo K pfenosu, zde slouzi denaturaéni roztok. Fixace DNA k membrané je
zajisténa pomoci UV zafeni. Nasleduje hybridizace testované DNA s ASO (normalnimi
a mutantnimi), za pouziti vhodného detekéniho systému. Pokud je sekvence mezi

sondou a analyzovanou DNA bezchybné komplementarni, dojde k hybridizaci
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a vizualizaci testované DNA (Zima, 2007). Pouze kratké ASO specificky detekuji

jednonukleotidové zmény v sekvenci DNA (Nussbaum et al., c2007).

2.6.2 RFLP-PCR

PCR - RFLP (polymerase chain reaction — restriction fragmen lenght
polymorphism, polymerazova fetézova reakce — polymorfismus délky restrikénich
fragmentu) je metodou, ktera vyuziva PCR amplifikace pro vybrané oblasti genomové
DNA, které jsou nasledné specificky $t€peny pomoci bakteridlnich endonukleaz (tzv.
restriktaz). Téchto endonukledz je znamo veliké mnozstvi (asi 1500) a lisi se schopnosti
rozpoznat rizné dlouhé sekvence nukleotidu a §tépit je na libovolné dlouhé fragmenty
na zakladé jejich sekvenéni specificity. Mista rozpoznavané endonukleazami jsou
vétsinou palindromické sekvence. To jsou takové sekvence, které maji stejné potadi
nukleotidi na komplementarnich vlaknech DNA ve sméru od 5° konce (obr. 10),
(Kosinova, 2007; Zima, 2007). Béhem restrikéniho Stépeni miize dochéazet ke Stépeni
nukleotidl, které nelezi naproti sobé. Potom vznikaji nestejné dlouh¢é konce rozstépené
dvousroubovice. To jsou tzv. kohezni neboli lepivé konce. Nebo miize dochazet ke
Stépeni protilehlych nukleotidti. Pak vznikaji stejné dlouhé neboli tupé konce

(Kosinova, 2007; Zima, 2007).

\)
5°...GCNNNNN.NNGC....3"
37...CGNN.NNNNNCG....5"

T

Obrazek 10: Ptiklad sekvence se stejnym potfadim nukleotidd ve sméru od 5¢ konce.
Pievzato z Multimedialni u¢ebnice DNA diagnostiky.

Zdroj: http://stary.If2.cuni.cz/Projekty/prusa-dna/newlook/defa.htm
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2.6.3 Hpybridizacni metody

2.6.3.1 Reverzni hybridizace

Slouzi k detekci bodovych mutaci a SNP polymofismi. Pti této metodé dochazi
k hybridizaci jednovlaknovych molekul nukleovych kyselin na zakladé jejich sekven¢ni
komplementarity za vzniku dvouvlaknové molekuly. Pficemz jedno vlakno predstavuje
vySetfovand DNA adruhé vldkno je referencni usek DNA se zndmou sekvencni
specificitou. Postup reverzni hybridizace se sklada ze tii krokiu. Zizolace DNA,
amplifikace analyzovanych genovych sekvenci a jejich hybridizace Kk referenénim
sekvenéné specifickym sondam imobilizovanym na pevném podkladg.

Pro vizualizaci uspésné hybridizace testované DNA s imobilizovanou sondou se
pouziva nékolik pfistupli. Mezi nejstarsi z nich patii radioaktivni znaceni zaloZené na
vyméné neradioaktivnich nukleotidii za nukleotidy S navazanym radioizotopem. Toto
znaceni se dnes Zz bezpecnostnich a hygienickych divodu pro rutinni diagnostiku
nepouziva. Radioaktivni znaceni bylo postupné nahrazeno neradioaktivnim znacenim,
kdy se vyuZzivaji fluorescencni nebo nefluorescenéni molekuly véazici se na nukleové
kyseliny. Ty jsou inkorporovany do nukleotidového vldkna pifimo napi. béhem PCR,
nebo reverzni transkripce, anebo jsou do nové vznikajiciho vldkna zaclenovany
nukleotidy obsahujici vazebny protein, ten se nasledn€¢ béhem detekce vaze
s partnerskou molekulou (protilatkou, ligandem, jinym proteinem) s vysokou afinitou.
Tato partnerskd molekula je pak konjugovéna s fluorescenénim barvivem nebo
s enzymem napf. alkalickou fosfatazou, ktera pak zprostfedkuje chemiluminiscenci.
Jinym pfistupem detekce je tzv. ABC (avidin-biotin complex) metoda, technika avidin-
biotin komplexu nebo SABC (streptavidin-biotin komplex) metoda. Principem je
oznaceni sekundarni protilatky biotinem, na ktery se nasledné navaZze (strep)avidin-
biotinovy komplex oznaceny kienovou peroxiddzou. Na zdklad¢ jeji enzymatické
aktivity dojde k zviditelnéni hybridizace komplementarnich genomovych sekvenci,

tento piistup je dostate¢né citlivy a velice rozsifeny (Zima, 2007).
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Mezi hybridizacni metody na pevnych nosi¢ich zahrnujeme dot-blot a slot-blot
hybridizaci, Southerntiv nebo Northerntiv pienos, hybridizaci DNA ¢i RNA na stripech,

microarrays apod., hybridizaci in situ apod.

2.6.3.2 Reverzni hybridizace na stripech

Reverzni hybridizace na stripech vyuziva jako pevny nosi¢ napi. nitrocelulézvou
membranu ve tvaru prouzku nazyvaného strip (obr. 12). Sondy jsou na stripech
imobilizovany jako pararelni linky. Kazd4 sonda obsahuje béznou nebo mutovanou
sekvenci DNA. Hybridizovany PCR produkt je béhem PCR naznacen biotinem. Pokud
neni PCR produkt hybridizovan na strip, dochazi K jeho vymyti. Po pfidani alkalické
fosfatdzy konjugované se streptavidinem a piislusného chromogenniho substratu dojde
k fialovému zabarveni nahybridizovanych PCR produkti. Vyslednou reakci lze odecitat

pouhym okem (Matyskova, Cech, 2009).
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Obrazek 12: Ukazka stripu pro detekci trombofilnich mutaci, zdroj: CVD Strip-Assay

31



2.6.4 Real Time-PCR

RT — PCR (Real — time polymerazova fetézova reakce) je dalsi variantou PCR.
Tato metoda slouzi K pfimé kvantifikaci PCR produktu béhem amplifika¢niho procesu.
Principem je pfesné a rychlé zaznamenavani mnozstvi vznikajiciho PCR produktu, a to
Vv jednotlivych cyklech PCR. Detekce PCR je umoznéna pomoci riznych systémd, které
pracuji na principu zmény intenzity fluorescenéniho zareni béhem amplifikace. Tato
detekce je umoznéna piitomnosti fluorescen¢niho substratu, ktery je inkorporovan do
nové vznikajicich DNA molekul. Po navazani substratu na DNA dojde k vyzareni
fluorescence. Hladina fluorescence je pifimo imérna mnozstvi pfitomné DNA (Zima,

2007).

2.6.5 Sekvenovini DNA

Sekvenovani patii jiz fadu let ke standardnim postuptim v molekularné-genetickych
vyzkumech. Tato metoda je zalozena na principu detekce jednotlivého potadi
nukleovych bazi v sekvencich DNA.

Prvni pokusy 0 sekvenovani zapocaly jiz v 60. letech minulého stoleti za pomoci
elektronového mikroskopu. Vyznamny posun V oblasti sekvenovani ptinesla laboratot
F. Sangera. Jeho metoda vyuzivala procesu replikace DNA. Do replikujici DNA se
zacCletiuje dideoxynukleotid, ktery zastavi elongaci fetézce. V reakci jsou vyuZivany
¢tyfi typy dideoxynukleotidi odpovidajici jednotlivym nukleotidim. Kazda nové
vznikajici sekvence je tak po pfidani konkrétniho dideoxynukleotidu do PCR reakce
uméle ukoncena V urcité délce, pficemz jsou V reakci zastoupeny vSechny délky
fragmentd zakoncené konkrétnim nukleotidem A, T, C nebo G. Fragmenty jsou
nasledn¢ preneseny na polyakrylamidovy gel a podrobeny elektroforéze.

Dalsi metodu DNA sekvenovani zavedli v roce 1977 Maxam a Gilbert. Pfi této
metodé¢ je konec sekvence oznafen radioaktivnim fosforem andsledné podroben
chemickému Stépeni. Metoda opét probiha ve ¢tyfech reakcich, kdy je DNA specificky

Stépena V konkrétnich mistech atak dochazi K rozeznani koncového nukleotidu.
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Nasledné je opét podrobena elektroforéze na polyakrylamidovém gelu a poté vystavena
y-zéateni.

Zpocatku byly sekvenac¢ni metody schopny Vv jednom béhu piecist pouze 100 bazi.
Nyni je Vjednom béhu piecteno kolem 1000 bazi. Radioaktivni znaceni nukleotidd
a enzymatické Stépeni bylo nahrazeno fluorescenénim znacenim, pricemz sekvenacni
metody nadale vyuzivaji Sangertiv princip sekvenace. Lidsky genom byl osekvenovan

v unoru 2001 (Pospisilova et al., 2009).
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3 PRAKLICKA CAST

Prakticka cast mé bakalarské prace se sklada z nékolika ¢asti Prvni ¢ast je vénovana
izolaci DNA, druhd cast pak vlastni analyze sledovanych mutaci ¢i polymorfismt
v genech pro faktor V, protrombinovy gen agen MTHFR, ato pomoci tii riznych
molekularné-genetickych piistupi. Pro detekci Leidenské mutace a polymorfismu
MTHFR A1298C byla pouzita metoda RFLP-PCR. Pro vysetfeni mutace
v protrombinovém genu a polymorfismu MTHFR C677T pak metoda PCR ARMS.
Vsechny ¢tyfi mutace ¢i polymorfismy byly vySetieny jesté dalsi nezévislou metodou.
Jednalo se oreverzni hybridizaci na stripech, ktera umoziuje paralelni detekci vSech
sledovanych mutaci ¢i polymorfismii v ramci jednoho experimentu.

K jednotlivym metodam bylo nutné¢ vyuziti téchto pfistroji: chladni¢ka pro
laboratorni pouziti, termostat, chlazena centrifuga, stolni minicentrifuga/vortex,
mikrovinna trouba, sada pipet, teplotni cycler, Fluorometr, laminarni box,
elektroforeticky systém, iluminator na pozorovani elektroforézy a detekéni systém na

foceni gelu.

3.1 Izolace DNA

Pro kazdou PCR reakci a jinou molekularné biologickou metodu vyzadujici DNA,

je nutna jeji izolace. Izolace DNA se nejCastéji provadi z bukalniho stéru nebo

z lymfocytt periferni krve pacienta.

3.1.1 lzolace z bukdlniho stéru

Kizolaci genomové DNA zbukalniho stéru byl vyuzit DNA Isohelix DNA
Isolation kit: DDK-3 /DDK-50 dle doporuceni vyrobce.
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Reagencie:

Lysis buffer — LS
Proteinase K — PK
Capture buffer - CT
Re-hydration buffer - TE

Postup:

Pied zahajenim samotné izolace byly pro jeden vzorek ptipraveny tii 1,5 ml
mikrozkumavky. Sucha lazen byla nastavena na 60 °C a PK se po vyndani z mrazaku
nechala rozmrznout pfi pokojové teploté.

Do zkumavky s tamponem bukalniho stéru bylo napipetovano 500 pl LS a20 pl
PK. Tato smé&s byla kratce zvortexovana, zcentrifugovana a nasledné ulozena k inkubaci
do suché lazné pti 60 °C po dobu jedné hodiny. Po inkubaci doSlo opét ke kratkému
zvortexovani a zcentrifugovani smési. Poté bylo piepipetovano 400 ul vzorku do 1,5 ml
mikrozkumavky. Po odebrani vzorku byl tampon ve zkumavce otocen tak, aby se tycka
tamponu opirala 0dno zkumavky. Nasledovala opét centrifugace a odpipetovani
supernatantu k jiz odebranym 400 pl vzorku. Kvzorku bylo pfidano 500 pl CT
a zkumavka byla zcentrifugovana pii 13 tis. ot/min. po dobu 7 minut. Po cetrifugaci byl
odstranén supernatant tak, aby nedoslo k naruseni vzniklé pelety DNA. Po odebrani
byla zkumavka opét kratce zcentrifugovana a byl odebran zbyly supernatant. K peleté
DNA aproteinii bylo pfiddno 30 — 150 pl TE (podle potiebné koncentrace DNA)
anasledovala inkubace 5 minut pti pokojové teploté. Po skonceni inkubace doslo
ke zvortexovani a zcentrifugovani zkumavky pifi 13 tis. ot/min. po dobu 2 minut
a naslednému odebrani supernatantu obsahujiciho izolovanou DNA do nové 1,5 ml
mikrozkumavky. Takto izolovand DNA byla uloZena do mraziciho boxu a skladovana

pfi 20 °C.
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3.1.2 Plna krev

Kizolaci genomové DNA z plné krve byl vyuzit Genomic DNA mini Kit dle

doporuceni vyrobce.

Reagencie:

96% ethanol

GT Buffer

W1 Buffer

Wash Buffer
Elution Buffer
RBC Lysis Buffer

Postup:

Do 1,5 ml mikrozkumavky bylo napipetovano 300 pul plné krve a 900 ul RBC Lysis
Buffer. Tato smés byla promichana pievracenim Vv ruce ainkubovana 10 minut pii
pokojové teploté. Nasledovala centrifugace pti 3tis. ot/min. po dobu 5 minut.
Supernatant byl ze zkumavky odebran a peleta ponechdna. Ta byla resuspendovana za
pomoci 100 ul RBC Lysis Buffer. Nasledn¢ bylo pfidano 200 ul GB Buffer. Cela smés
byla kratce zvortexovana, sto¢ena a inkubovana 10 — 15 minut v termostatu pii 60 °C.
Bé&hem inkubace bylo nutné zkumavku kazdé 3 minuty pfevracet. Po ukonceni inkubace
bylo piidano 200 pul 96 % ethanolu, zvortexovano 10 sekund a kratce zcentrifugovano.
Poté byl veskery lyzat prepipetovan na kolonku (GD Column), ktera byla vlozena do
Cisté sbérné zkumavky (2 ml Collection Tube) a centrifugovana pii 14 — 16 tis. ot/min.
po dobu 5 minut. Po centrifugaci byla kolonka vlozena do nové sbérné zkumavky
apouzita sbérna zkumavka obsahujici supernatant byla vyhozena. Na kolonku
s navazanou DNA bylo napipetovano 400 ul W1 Buffer a opét byla centrifugovana pfi
14 — 16 tis ot/min. po dobu 30 sekund. Ze sbérné zkumavky byl odstranén supernatant
a nasledné bylo napipetovano na kolonku 600 ul Wash Buffer. Sbérna zkumavka byla

opét po centrifugaci slita a po vraceni kolonky probé¢hla centrifugace pii 14 — 16 tis.
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ot/min. po dobu 3 minut nasucho. Tato centrifugace probihala, dokud nebyla kolonka
zcela sucha. Sucha kolonka byla piesunuta do Cisté 1,5 ml zkumavky. P¥imo na filtr
kolonky bylo ptidano 50 pl Elution Buffer vytemperovaného na 60 °C, inkubovana byla
nejmén¢ 3 minuty pii pokojové teploté a centrifugovana pti 14 — 16 tis. ot/min. po dobu
30 sekund. Néasledn¢ byla DNA uloZena do mraziciho boxu a skladovéna pii teploté

-20°C.

3.2 Méi‘eni koncentrace DNA

Mg¢teni koncentrace DNA testovanych vzork bylo provedeno na pfistroji Qubit®
2.0 Fluorometer. Hodnoty koncentrace DNA jsou uvedeny vV tabulce niZze a jsou

vyjadieny v ng/ul.

Typ vzorku a jeho koncentrace DNA v ng/ pl:

Vzorek Typ vzorku Koncentrace DNA v ng/pl
3/15 Periferni krev 34
7/15 Bukalni stér 44
8/15 Bukalni stér 23.6
9/15 Bukalni stér 94.4
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3.3 Piiprava a provedeni gelové elektroforézy

Reagencie:

Crystal 10xTBE Buffer — prasek

10x TBE - roztok piipraveny z 10XTBE Buffer

Pracovni roztok 1x TBE — 50 ml 10x TBE a 450 ml destilované vody

Agarézovy prasek

DNA Loading Buffer Blue

Midori Green Advanced DNA Stain a 100bp DNA LADDER H3RTU kter¢ jsou
soucasti kitu: FastGene®Electrophoresis Reagent Kit (dodavané Elisabeth
Pharmacon)

Postup:

Pfislusné mnozstvi agar6zy bylo navazeno do plastové kadinky o objemu 100 ml
(0,59/50 ml = 1% gel, 19/50 ml = 2% gel, atd.). Bylo pfidano 50/100 ml 1x TBE
pufru podle velikosti gelu. Roztok TBE pufru aagarézy byl tepelné¢ zahtivany
V mikrovinné troub¢. Zahtivani prob¢hlo minimaln¢ dvakrat na maximalni ohfev po
dobu 3 minut, az vznikl prihledny gelovy roztok bez bublin. Do né&j bylo pfidano 12 pl
barvicky Midori Green Advanced DNA Stain, promichano a nechano kratce zchladnout.
Mezi tim byla ptipravena elektroforeticka podlozka, do které byly vlozeny hiebeny. Ta
urCovala tvar agar6zového gelu ahiebeny pak pocet avelikost jednotlivych jamek.
Gelovy roztok byl nalit na elektroforetickou podlozku. Po 10 — 15 minutach bylo mozné
ze ztuhlého gelu vyndat hiebeny a gel byl vloZen do elektroforetické vany s 1x TBE
pufrem, pficemz gel musel byt zcela ponofen. Hladina TBE pufru by méla byt
minimalné 3 milimetry nad gelem.

Do prvni ¢i posledni jamky bylo napipetovano 5 pl markeru 100 bp DNA
LADDER H3RTU, pro kontrolu velikosti PCR produktti (obr. 13).

Elektroforéza probihala piti 100 — 135 V po dobu 10 — 15 minut. Pribéh celé
elketroforézy bylo mozno sledovat pomoci specialniho iluminatoru Mupid™LED

[lluminator diky pouzité barveé v gelu. Po ukoncené elektroforéze byl gen prenesen na
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dete¢ni systém na foceni gelu FastGene® GelPic LED Box. Tento systém nam umozni
vyfoceni gelu a pomoci datového nosice Ize fotografii pienést do pocitace k dalSimu

vyhodnoceni.

Princip elektroforézy:

Principem gelové elektroforézy je pohyb zaporn€¢ nabitych molekul DNA
V elektrickém poli smérem Kk anodé. U nukleovych kyselin jsou hlavnim nositelem
naboje fosfatové skupiny. Pomoci gelové elektroforézy 1ze odd€lovat molekuly DNA na
zaklad¢ jejich velikosti atedy rozdilné pohyblivosti v gelu, nezavisle na celkovém

mnozstvi DNA V naneseném vzorku.

Dha Mass Base Pairs

(ng,/Spl)
A0 = A0
0 — 1,500
500 — 1000
A0 — G000
40 = G000
30 — T00
30 — GO0
a0 — SO0
Al e L O
30 — 300
& — 200
a0 — 100

Cat No. MWD100
1.5 % TAE agarose gel

Obrazek 13: Ukdzka pouzitého primeru pro kontrolu velikosti PCR fragmenti na

agarozovém gelu. Zdroj: http://www.nippongenetics.eu

34 Vlastni metody
Pro v8echny PCR reakce provedené v ramci této prace byl pouzit kit MyTaq Red
DNA Polymerase dle doporuceni vyrobce kombinovaného s optimalizaci jednotlivych

analyz. Jako facilititor PCR reakce byl pouzit dimethylsulfoxid (DMSO), ktery se
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pouziva pro zvySeni vytézku a specificity amplifikacni reakce, zejména v piipade

amplifikace naro¢nych genomovych oblasti.

34.1 RFLPPCR

3.4.1.1 Leidenska mutace

Reagencie:

MyTaq Polymerase

Mytaq Red Reaction Buffer
Primer LEI_for

Primer LEI_rev

H20 Aqua pro injectione
DMSO

Sekvence primert:
FVL for: 5’-GGA ACA ACA CCA TGA TCA GAG CA-3°
FVL rev: 5°-TAG CCA GGA GAC CTAACATGT TC-3

Postup pfi ptipravé PCR reakce:

Cela PCR reakce byla z diivodid zabranéni kontaminace pouZitych chemikalii
I vlastni PCR reakce provadéna v dekontaminovaném laminarnim boxu.

Do chladiciho stojanku bylo pfipraveno mnozstvi PCR mikrozkumavek (0,2 ml)
odpovidajici po¢tu vzorka. Dale jedna PCR mikrozkumavka pro pozitivni kontrolu,
jedna PCR mikrozkumavka pro negativni kontrolu a jedna 1,5 ml mikrozkumavka pro
pfipravu spole¢ného master mixu. Zkumavky byly fadné popsany ¢islem vzorku ¢i PCR
reakce. Do této 1,5 ml mikrozkumavky byly napipetovany jednotlivé reagencie
spole¢né pro vSechny reakce. Poté byly rozpipetovany po 48 ul do jednotlivych PCR
mikrozkumavek a do kazdé byly pridany 2 ul DNA izolatu testovanych vzorki a DNA
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pozitivni kontroly. V pfipadé negativni kontroly byly pfidany misto DNA 2 pl H20
(tab. 2).

Tabulka 2: Reakéni PCR mix pro vysetieni Leidenské mutace:

Pro 1 reakci Pro 5 reakei
H20 33,3 ul 166,5 ul
5x MyTag Red Reaction Buffer 10 pl 50 pl
MyTaq polymerase (1U/ul) 0,2 ul 1 ul
DMSO 5% 2,5 ul 12,5 pl
Primer F +R (20 pmol/pl) 1 pl+1 pl 5 ul+5 pul
Celkem 48 nl 240 pl
DNA 2 ul

Po napipetovani vSech reagencii byly mikrozkumavky uzavieny, zvortexovany
a kratce stoceny. Poté byly vlozeny do termocycleru a byl spustén piislusny reakcni

program (tab. 3).

Tabulka 3: PCR reak¢ni protokol pro vysetieni Leidenské mutace:

W

1 cyklus Cas Teplota
Pocate¢ni denaturace 5 min 95°C
35 cykla

Denaturace 15s 95°C
Anealing 15s 55°C
Extenze 10s 72 °C
1 cyklus

Terminalni extenze 5 min 72°C

Po ukonceni amplifika¢ni reakce byla provedena kontrola PCR produktd na 2 %

agarozovém gelu. Na gel bylo napipetovano 5 pl z kazdého vzorku, pozitivni I negativni
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kontroly a hmotnostniho markeru. Poté byla spusténa elektroforéza na dobu 10 minut

pii napéti 135 V. Nasledné byl gel pfenesen na detekéni systém a vyfocen.

Vysledkem byl PCR produkt o velikosti 287 bp (viz obr. 15 kapitola vysledky).

Precisténi PCR produktu pied restrikénim Stépenim:
Reagencie:

96% ethanol

70% ethanol

H20

K PCR produktu bylo ptidano 250 pl 96 % ethanolu a PCR produkt byl inkubovan
2 hodiny pfi pokojové teploté. Nasledovala centrifugace 30 minut pfi 13500 ot/min. Po
centrifugaci byl odpipetovan ethanol tak, aby nedoslo ke ztraté nebo naruSeni pelety.
Bylo ptidano 100 pl 70 % ethanolu a nasledovala opét centrifugace 5 minut pii 13500
ot/min. Nasledné byl ethanol opatrné odpipetovan, peleta byla vysuSena pii pokojové

teploté a nasledné rozpusténa v 10 — 20 ul H20.

Restrikéni Stépeni:

Reagencie:

Restrikéni enzym Mnl | (5U/ul)
Restrikéni pufr 10x NE Buffer

Pro restrikéni $tépeni byly pfipraveny nové PCR mikrozkumavky, do kterych bylo
napipetovano 8 ul precisténého PCR produktu, dale restrikéni reakce obsahovala 1x
restrikéni pufr a 5U restrikéniho enzymu Mnl 1. Tato smés byla inkubovana 45 minut —
1 hodinu pii 37 °C v termostatu.

Na 4 % agardzovy gel byl napipetovan stejny vzorek vzdy do dvou sousednich
jamek. Nejprve jeho neSt€épeny PCR produkt, apoté PCR produkt po restrikénim
Stépeni. V prvni jamce, byl pfitomen PCR produkt o velikosti 287 bp. V druhé jamce,
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kde byl jiz PCR produkt po restrikénim Stépeni. Odpovidajici velikosti restrikénich
fragmentu byly 150, 130, 93 nebo 37 bp podle toho, zda byla pfislusna mutace ptitomna
¢i ne (tab. 4). Pro nanaseni produkti restrikéniho $tépeni na gel bylo nutné pouziti 2l

vkladaci barvicky DNA Loading Buffer Blue.

Tabulka 4: Referen¢ni hodnoty pro analyzu Leidenské mutace.

PCR produkt PCR produkt po RS Vysledny genotyp
287 bp 157+130+93+37 bp Heterozygot
287 bp 157+93+37 bp Nemutovany homozygot
287 bp 157+130 bp Mutovany homozygot

3.4.1.2 MTHFR 1298

Reagencie:

MyTag polymerase

MyTag Red Reaction Buffer
Primer MTHFR 1298 _for
Primer MTHFR 1298 _rev
H20 Aqua pro injectione
DMSO

Sekvence primert:
MTHFR 1298F 5 - ATG TGG GGG GAG GAGCTGAC-3"
MTHFR 1298R 5 - GTC TCC CAACTT ACCCTTCTCCC 3~

Postup pfi ptipravé PCR reakce:
Pro kazdy vzorek a pozitivni i negativni kontrolu byla pfipravena jedna oznacené
PCR mikrozkumavka ajedna 1,5ml mikrozkumavka pro spole¢ny master mix.

Spole¢ny master mix (tab. 5) byl rozpipetovan do jednotlivych mikrozkumavek po 48
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ul a nasledné byly piidany 2 pl DNA od kazdého vzorku. Do negativni kontroly byly
misto DNA pridany 2 ul H2O.

Tabulka 5: Reakéni mix pro vysetfeni polymorfismu MTHFR A1298C.

Pro 1 reakci Pro 6 reakei
H20 33,3 ul 200 pl
5x MyTag Red Reaction Buffer 10 pl 60 ul
MyTaq polymerase (1U/ul) 0,2 ul 1,2 ul
DMSO 5% 2.5 ul 15 ul
Primery F +R (20 pmol/ul) 1 pl+1 pl 6 ul+6 ul
Celkem 48 nl 288,2 ul
DNA 2 ul

Po napipetovani vSech reagencii byly mikrozkumavky uzavieny, zvortexovany
a kratce stoceny. Poté byly vlozeny do termocycleru a byl spustén piislusni reakéni

protokol (tab. 6).

Tabulka 6: PCR reak¢ni protokol pro vysetteni polymorfismu MTHFR A1298C.

1 cyklus Cas Teplota
Pocate¢ni denaturace 5 min 95°C
35 cykli

Denaturace 30s 95°C
Anealing 30s 61 °C
Extenze 30s 72 °C
1 cyklus

Terminalni extenze 20 min 72°C

Po ukonceni amplifikace byla provedena kontrola PCR produktu na 2%
agarozovém gelu. Na gel bylo naneseno 5 pul z kazdého vzorku, pozitivni i negativni
kontroly a hmotnostniho markeru. Poté byla spusténa elektroforéza po dobu 10 minut

anapéti 135 V. Nasledné byl gel pfenesen na detekéni systém a vyfocen.
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Vysledkem PCR byl v prvnich 5 jamkach produkt o velikosti 241 bp, do Sesté
jamky byla napipetovana negativni kontrola a tudiz zde zadny produkt nevznikl (viz
obr. 17 kapitola vysledky).

Precisténi produktu pred restrikénim Stépenim:
Reagencie:

96% ethanol

70% ethanol

H20

K PCR produktu bylo pfidano 250 pl 96 % ethanolu a inkubace s ethanolem
probihala 2 hodiny pii pokojové teploté. Néasledné byl produkt centrifugovan 30 minut
pii 13500 ot/min. Po centrifugaci byl odpipetovan ethanol tak, aby nedoslo k naruSeni
pelety. Bylo ptidano 100 ul 70 % ethanolu a opé&t nasledovala centrifugace 5 minut pfi
13500 ot/min. Poté byl opatrné odstranén vsechen ethanol, peleta byla vysuSena pfi

pokojové teploté a rozpusténa v 10 — 20 pl H20.

Restrikéni Stépeni:

Reagencie:

Restrikéni enzym Mbo 11 (5U/ul)
Restrikéni pufr 10x NE Buffer

Pro restrikéni $tépeni se pfipravily nové PCR mikrozkumavky, do kterych bylo
napipetovano 8 pl PCR produktu, dale restrikéni reakce obsahovala 1X restrikéni pufr
a 5U Mbo II. Tato smés byla inkubovana 45 minut az 1 hodinu pii 37 °C.

Na 4 % agar6zovy gel byl napipetovan stejny vzorek vzdy do dvou jamek. Nejprve
vysledny PCR produkt jako kontrola restrikéniho S$tépeni, apoté PCR produkt po

restrikénim $tépeni. V prvni jamce byl pfitomen produkt o velikosti 241 bp. V druhé
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jamce byly pfitomny restrik¢éni fragmenty 0 velikosti 241, 204 ¢i 37 bp vzdy podle

pfitomnosti variantnich alel (tab. 7).

Tabulka 7:Tabulka s referenénimi hodnotami pro analyzu polymorfismu MTHFR 1298.

PCR produkt PCR produkt po RS Vysledny genotyp
241 bp 241+204+37 bp Heterozygot MTHFR1298 AC
241 bp 204+37 bp varianta MTHFR1298 AA
241 bp 241 bp varianta MTHFR1298 CC
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3.4.2 PCR ARMS
3.4.2.1 mutace Protrombinu

Reagencie:

MyTaq Polymerase

MyTaq Red Reaction Buffer
Primer FII pS

Primer FI1 pN nebo FIl pM
H20 Aqua pro injectione
DMSO

Sekvence primerd:

FIl pS5 -TCTAGAAACAGTTGCCTGGC-3 _ (19889-19908)

FII (G) pN5_-CACTGGGAGCATTGAGGATC-3 _ (20229-20210)
FIl (A) pM 5 -CACTGGGAGCATTGAGGATT-3 _ (20229-20210)

Postup:

PCR reakce byla pfipravena v dekontaminovaném laminarnim boxu, aby nedoslo
ke kontaminaci pouzitych chemikalii a PCR reakeci.

Do chladiciho stojanku byly pfipraveny dvé PCR mikrozkumavky (0,2 ml) pro
kazdy vzorek a dvé 1,5 ml mikrozkumavky pro spoletné master mixy pro mutovanou
a nemutovanou formu genu. Do kazdé z téchto dvou zkumavek bylo napipetovano
stejné mnozstvi H.O, MyTaq Polymerase, 10x MyTaq Red Reaction Buffer, DMSO
a primeru pS, ktery je spolecny pro ob¢ reakce. Poté byl do jednoho mixu pfidan primer
pN pro nemutovanou formu a do druhého primer pM pro mutovanou formu genu (tab.
8).

Kazdy master mix byl rozpipetovan do jednotlivych popsanych PCR
mikrozkumavek ptipravenych pro kazdy vzorek po 48 pl. Do kazdého reakéniho mixu
byly ptidany 2 ul DNA vzorku nebo pozitivni kontroly. Do negativni kontroly byly
pfidany misto DNA 2 ul H20.
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Tabulka 8: Reakéni PCR mix pro vysetfeni mutace protrombinového genu.

Pro 1l reakci Pro 5 +5 reakei
H20 30 ul 150 pul
5x MyTag Red Reaction Buffer 10 pl 50 ul
MyTaq polymerase (1U/ul) 0,4 ul 2 ul
DMSO 5% 2,5 ul 12,5 pl
Primery pS + pN nebo pM (20 pmol/pl) 2.5 pul+2,5 pl 12,5 pl+ 12,5 pl
Celkem 48 nl 240 + 240 ul
DNA 2 ul

Po napipetovani vSech reagencii byly mikrozkumavky uzavieny, zvortexovany
a kratce stoCeny. Poté byly mikrozkumavky vlozeny do termocycleru, nasledné byl

spustén piislusny reakéni protokol (tab. 9).

Tabulka 9: PCR reak¢ni protokol pro vysetieni protrombinového genu.

W

1 cyklus Cas Teplota
Pocate¢ni denaturace 5 min 95°C
35 cyklia

Denaturace 30s 95°C
Anealing 30s 61 °C
Extenze 30s 72 °C
1 cyklus

Terminalni extenze 5 min 72°C

Po ukonceni amplifika¢ni reakce byla provedena kontrola PCR produktu na 2 %
agar6zovém gelu. Na gel bylo napipetovano 20 ul PCR produktu kazdého vzorku. Poté
byla spusténa elektroforéza po dobu 10 minut a napéti 135 V. Nasledné byl gel pfenesen
na detekéni systém a vyfocen.

Na gel byl napipetovan vzdy vzorek nejprve s primerem pN pro nemutovanou

formu a poté s primerem pM pro mutovanou formu protrombinového genu. Vysledkem
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PCR je produkt o velikosti 340 bp nebo zadny produkt ato na zakladé toho, zda je
mutace piitomna ¢i ne (tab. 10), (viz obr. 19 kapitola vysledky).

Tabulka 10: Tabulka s referen¢nimi hodnotami pro ananlyzu mutace protrombinu.

PCR produk pS+pN PCR produkt pS+pM Vysledny genotyp
340 bp 340 bp Heterozygot
340 bp Bez produktu Nemutovany homozygot
Bez produktu 340 bp Mutovany homozygot

Pokud vznikne PCR produk v jamce s primerem pN i v jamce S primerem pM jedna
se 0 heterozygota. Pokud vznikne produkt pouze v jamce s primerem pN, jedna se o
nemutovaného homozygota. Produkt vznikly pouze vjamce sprimerem pM pak

vypovida o pfitomnosti mutovaného homozygota (obr. 14).

340 bp

Marker vzl vzl vz2 vz2 vz3 vz3

Obrazek 14: Ukazka vyslednych genotypt ziskanych analyzou protrombinového genu
pomoci metody PCR-ARMS; vz1 mutovany homozygot, vz2 heterozygot, vz3

nemutovany homozygot.
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3.4.2.2 MTHFR 677

Reagencie:

MyTaq Polymerase

10x MyTaq Red Reaction Buffer

Primer MTHFR 677F pS

Primer MTHFR 677R pN nebo MTHFR 677R pM
H20 Aqua pro injectione

DMSO

Sekvence primerd:

MTHFR 677F - pS5 - AAG ACG GTG CGG TGAGAG TG -3~
MTHFR 677R - pN 5 "- GAG AAG GTG TCT GCG GGATC-3"
MTHFR 677RM - pM 5 - GAG AAG GTG TCT GCG GGATT -3 "

Postup:
Postup ptipravy a provedeni PCR reakce byl obdobny jako u PCR ARMS pro

mutaci protrombinového genu. Rozdilné byly pouze pouzité primery (tab. 11).

Tabulka 11: Reakéni PCR mix pro vysetfeni polymorfismu MTHFR 677.

Pro1 reakci Pro5 +5 reakci
H.O 33,1 ul 165,5 pl
5x MyTaq Red Reaction Buffer 10 pl 50 pl
MyTaq polymerase (1U/ul) 0,4 ul 2 ul
DMSO 5% 2,5 ul 12,5 ul
Primery pS + pN nebo pM (20 pmol/ul) 1 pul+1 pl S ul+5 pl
Celkem 48 nl 240 + 240 pl
DNA 2 ul
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Po napipetovani vSech reagencii byly mikrozkumavky uzavieny, zvortexovany
a kratce stoceny. Poté byly vloZzeny do termocycleru s ptisluSnym rekénim protokolem
(tab. 12).
Tabulka 12: Reak¢éni protokol pro vysetteni polymorfismu MTHFR 677.

1 cyklus Cas Teplota
Pocate¢ni denaturace 5 min 95°C
35 cykla

Denaturace 30s 95°C
Anealing 30s 61 °C
Extenze 30s 72 °C
1 cyklus

Terminalni extenze 5 min 72°C

Po ukonceni byla provedena kontrola PCR produktu na 2 % agar6zovém gelu. Na
gel bylo naneseno 20 ul z kazdého PCR produktu. Poté byla spusténa elektroforéza po
dobu 10 minut o0 napéti 135 V. Nasledné byl gel pienesen na detekéni systém a vyfocen.

Na gel byl napipetovan vzdy vzorek nejprve s primerem pN pro nemutovanou
formu a poté s primerem pM pro mutovanou formu. Vysledkem byl produkt o velikosti
200 bp nebo zadny produkt na zaklade toho, které variantni alely byly u analyzovaného
jedince pfitomny (tab. 13), (viz obr. 20 kapitola vysledky).

Tabulka 13:Tabulka s referen¢nimi hodnotami pro analyzu polymorfismu MTHFR 677.

PCR produk pS+pN PCR produkt pS+pM Vysledny genotyp
200 bp 200 bp Heterozygot
200 bp Bez produktu Nemutovany homozygot
Bez produktu 200 bp Mutovany homozygot

Pokud vznikne PCR produk v jamce s primerem pN i v jamce S primerem pM jedna
se 0 heterozygota. Pokud vznikne produkt pouze v jamce s primerem pN, jedna se o
nemutovaného homozygota. Produkt vznikly pouze vjamce sprimerem pM pak

vypovida o pfitomnosti mutovaného homozygota (obr. 14).
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3.4.3 Reverzni hybridizace

Metoda byla provedena pomoci kitu CVD Strip Assay podle ptislusného protokolu
dodan¢ho vyrobcem kitu. Principem metody je reverzni hybridizace biotinylované¢ho
PCR produktu ziskaného v ramci dvou nezavislych multiplex PCR, ve kterych jsou
pouzity biotinylované primery, za vzniku barevnych prouzkil na stripu podlena zdklad¢
pfitomnosti dané mutace ¢i polymorfismu u testovaného jedince. Specificka hybridizace
biotinylovanych sekvenci ziskanych v ramci PCR k oligonukleotidovym probam
imobilizovanym na stripu je pak detekovana pomoci streptavidin-alkalické fosfatazy a
barevného substratu.

CVD Strip Assay je schopen zachytit varianty v genech pro FV Leiden, FV R2
haplotyp, F Il (protrombin), FXIII, beta-Fibrinogen, inhibitor aktivatoru plazminogenu
1 (PAI-1), lidsky destickovy antigen (HPA-1), MTHFR 677, MTHFR 1298,
angiotensin-konvertujici enzym (ACE), apolipoprotein B (Apo B) a apolipoprotein E
(Apo E).

Reagencie

Tag DNA polymerase

Taq Dilution Buffer

Amplification Mix 2x (zluté a zelené vicko)
Hybridizacion Buffer

Wash Solutin A

DNAT

Conjugate Solutin

Wash Solution B

Color Developer
Postup:

Pred vlastni reverzni hybridizaci bylo nutné provést PCR reakci. Pro rekci bylo

nutné nafedit Tag DNA polymerasu na pottebnou koncentraci 0,2 U/ul. Podle poctu
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vzorku (v mém piipadé 4) bylo nafedéno 1,6 ul Tag DNA polymerase s 38,4ul Taq
Dilution Buffer, aby vysledny objem byl 40ul.

Poté byly piipraveny do chladiciho stojanku dvé PCR mikrozkumavky pro
kazdy vzorek. Do jedné zkumavky bylo napipetovano vzdy 15 pl Amplification Mix se
zlutym vickem (Mix 1), 5 ul nafedéné Tag DNA polymerazy a 5 ul ptislusné DNA (tab.
14). Do druhé mikrozkumavky bylo napipetovano 15 ul Amplifikacion Mix se zelenym
vickem (Mix 2), 5 ul natedéné Taq DNA polymerazy a 5 ul pfislusné DNA (tab. 15).

Tabulka 14: Reakéni smés pro Mix 1.

1. Reakce pro 1 vzorek

Amplification Mix (Zluté vicko) 15 pul
Naredéna Taq DNA polymerase 5 ul
DNA 5 ul

Tabulka 15: Reakéni smés pro Mix 2.

2 . reakce pro 1 vzorek

Amplification Mix (zelené vi¢ko) 15 pul
Naredéna Taq DNA polymerase 5 ul
DNA 5 ul

Po napipetovani vSech reagencii byly mikrozkumavky uzavieny, zvortexovany
a kratce stoceny. Poté byly vloZeny do termocycleru a byl spustén ptislusny reakcéni

protokol (tab. 16).
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Tabulka 16: Reak¢ni protokol pro metodu reverzni hybridizace na stripech.

W

1 cyklus Cas Teplota
Pocate¢ni denaturace 2 min 94 °C
35 cykli

Denaturace 15s 94 °C
Anealing 30s 58 °C
Extenze 30s 72 °C
1 cyklus

Terminalni extenze 3 min 72°C

Po ukonceni byla provedena kontrola PCR produkti na 4 % agar6ézovém gelu. Na
gel bylo napipetovano 5 pl z kazdého vzorku. Poté byla spusténa elektroforéza po dobu
10 minut 0 napéti 135 V. Nasledné byl gel pfenesen na detek¢ni systém a vyfocen.

Nejprve byly na gel napipetovany vzorky z prvni reakce a poté vzorky z druhé
reakce. Na posledni pozici byl napipetovan marker (viz obr. 21 kapitola vysledky).

Po kontrole na agar6zovém gelu bylo nutné predehiat lazen na 45 °C. Na tuto
teplotu byl v lazni pfedem vytemperovan Hybridization Buffer a Wash Solution A.

Do spodni ¢asti promyvaciho korytka bylo vzdy napipetovano 10 ul DNAT, 10 ul
PCR produktu 1. reakce a 2. reakce téhoz vzorku. Tato smés byla 5 minut inkubovéana
pfi pokojové teploté. Nasledné byl pfidan 1ml Hybridizacion Buffer a testovaci strip
¢arkami nahoru. Promyvaci korytko se stripy bylo vlozeno do vyhtaté lazné s tfepackou
na dobu 30 minut.

Poté ptislo na fadu promyvani. Z jamek byl odpipetovan vSechen roztok a piidan
1 ml Wash Solution A. Poté byl opét vSechen roztok odpipetovan a znovu napipetovan
1 ml Wash Solution A. Nasledovala inkubace ve vyhtaté lazni po dobu 15 minut. Tento
postup byl zopakovan jesté jednou.

Nasledné byl zjamek odpipetovan vSechen Wash Solutin A apiidan 1 ml
Conjugate Solution. Inkubace probihala 15 minut pfi pokojové teploté¢ za stalého
michéani. Po inkubaci byl konjugat odpipetovan a stripy byly kratce oplachnuty pomoci
Wash Solutin B. Po oplachu byl do kazdé jamky pfidan 1 ml tohoto roztoku na dobu
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5 minut. Tato inkubace za pomoci Wash Solution B byla zopakovnana. Nasledné byla
veskera tekutina odpipetovana a byl ptfidan 1 ml Color Developer. Inkubace probihala
15 minut ve tmé¢. Poté byly testovaci stripy omyty destilovanou vodou a osuseny.
Testovaci stripy byly pfilozeny vedle Sablony, aby bylo mozno odecitat vysledky
reverzni hybridizace. Pokud doslo k hybridizaci k pfislusné cilové sondé ukotvené na
hybridiza¢nim stripu, byla tato pozitivni reakce opticky viditelna (viz obr. 22 kapitola

vysledky.).
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4 VYSLEDKY

41  Metoda RFLP - PCR

Touto metodou jsem vySetiovala Leidenskou mutaci (mutace FV) a polymorfismus
MTHFR A1298C.

Leidenska mutace:

1 2 3 4 NK
Obrazek 15: Kontrola PCR produktu na 2 % agarézovém gelu, RFLP-PCR, Leidenska

mutace.

1 2 3 4 5 6 7 8

315 315 7/15 715 8/15 8/15 9115 9115
PCRprodukt RS PCRprodukt RS PCRprodukt RS  PCRprodukt RS

Obrazek 16: Kontrola restrikéniho Stépeni na 4 % agarézovém gelu, RFLP-PCR,

Leidenka mutace.
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Tabulka ¢ 17: Vysledky RFLP PCR pro vysetfeni Leidenské mutace.

Cislo C.vzorku Vysledek PCR Vysledek RS Vysledny genotyp
2 3/15 287 bp 157+130+93+37 bl Heterozygot
4 7115 287 bp 157+93+37 bp Nemutovany homozygot
6 8/15 287 bp 157+130+93+37 bp Heterozygot
8 9/15 287 bp 157+93+37 bp Nemutovany homozygot

Pozn. ¢isla v tabulce odpovidaji pozici daného vzorku na gelu (obr. 16).

Polymorfismus MTHFR A1298C:

241bp

1 2 3 - 5 NK

Obrazek 17: Kontrola PCR produktu na 2 % agarézovém gelu, RFLP-PCR,
polymorfismus MTHFR A1298C.
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241 bp
204 bp

37bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
315 315 715 715 815 815 915 915 4514 45114
PCR RS PCR RS PCR RS PCR RS PCR RS

produkt produkt produkt produkt produkt

Obrazek 18: Kontrola restrikéniho Stépeni na 4 % agarézovém gelu, RFLP-PCR,
polymorfismus MTHFR A1298C.

Tabulka 18: Vysledky RFLP PCR pro vysetteni polymorfismu MTHFR A1298C.

Cislo C.vzorku Vysledek PCR Vysledek RS Vysledny genotyp
2 3/15 241 bp 204+37 bp Nemutovany homozygot
4 7115 241 bp 204+37 bp Nemutovany homozygot
6 8/15 241 bp 241+204+37 bp Heterozygot
8 9/15 241 bp 241+204+37 bp Heterozygot
10 45/14 241 bp 204+37 bp Nemutovany homozygot

Pozn. ¢isla v tabulce odpovidaji poloze vzorku na gelu (obr. 18).

4.2 Metoda PCR ARMS

Touto metodou jsem vySetfovala mutaci Protrombinu (Mutace FII) a

polymorfismus MTHFR C677T.
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Mutace protrombinového genu:

e A= A i e v, e ——

715 715 815 815 915 915 315 315 NK NK Marker
pS+pN pS+pM pS+pN pS+pM pS+pN pS+pM pS+pN pS+pM pS+pN pS+pM

Obrazek 19: Kontrola vysledki PCR na 2 % agar6zovém gelu, PCR ARMS, mutace

protrombinového genu.

Tabulka 19: Vysledky PCR ARMS pro vySetieni mutace protrombinového genu.
PCR produkt = PCR produkt

Cislo  Vzorek SS+pN 5S+pM Vysledny genotyp
1/2 7115 340 bp Bez produktu ~ Nemutovany homozygot
3/4 8/15 340 bp Bez produktu ~ Nemutovany homozygot
5/6 9/15 340 bp Bez produktu ~ Nemutovany homozygot
718 3/15 340 bp Bez produktu ~ Nemutovany homozygot
9/10 NK Bez produktu Bez produktu

Pozn. ¢isla v tabulce odpovidaji poloze vzorku na gelu (obr. 19).

Polymorfismus MTHFR C677T:

) B RO G e & & C5 | —

315 315 715 715 815 815 915 915 PK PK NK NK
pS+N pS+M pS+N pS+M pS+N pS+M pS+N pS+M pS+N pS+M pS+N pS+M

Obrazek 20: Kontrola PCR produkti na 2% agarézovém gelu, PCR-ARMS,
polymorfismus MTHFR C677T.
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Tabulka 20: Vysledky PCR ARMS pro vysetieni polymorfismu MTHFR 677.
PCR produkt PCR produkt

Cislo Vzorek oS +pN oS +DM Vysledny genotyp
1 3/15 200 bp Bez produktu Nemutovany homozygot
2 7115 200 bp 200 bp Heterozygot
3 8/15 200 bp Bez produktu Nemutovany homozygot
4 9/15 200 bp Bez produktu Nemutovany homozygot
5 PK 200 bp 200 bp Heterozygot
6 NK Bez produktu Bez produktu

Pozn. ¢isla v tabulce odpovidaji poloze vzorku na gelu (obr. 20).

4.3  Reverzni hybridizace na stripech:

Touto metodou jsem vysetiila vSechny Ctyii mutace @ polymorfismy soucasné.

3/15 7715 8/15 9/15 315 75 8/15 9/15 Marker
1. reakce 1. reakce 1. reakce 1. reakce 2. reakce 2. reakce 2. reakce 2. reakce

Obrazek 21: Kontrola PCR produktii na 4 % agar6ézovém gelu. V ramci 1. amplifikaéni
reakce (Mix 1) vznikly PCR produkty o velikosti: 134, 156, 173, 202, 223, 254, 297,
324 bp a v ramci 2. amplifikacni reakce (Mix 2) vznikly PCR produkty o velikosti: 225,
248, 283, 346 bp.
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Obrazek 22: Vysledky reverzni hybridizace na stripech.

Na obrazku ¢. 22 Ize vidét testované stripy vedle Sablony s vyznacenymi ndzvy

mutaci a polymorfismi. Podle zbarvenych pruhii lze odecitat genotypy testovanych

jedincu.
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Tabulka 21: Vysledky reverzni hybridizace pro sledované mutace a polymorfismy.

Cislo stripu 9 10 11 12
Vzorek 3/15 7115 8/15 9/15
Nemutovany Nemutovany
Faktor V Heterozygot Heterozygot
homozygot homozygot
) Nemutovany Nemutovany Nemutovany Nemutovany
Protrombin
homozygot homozygot homozygot homozygot
MTHFR Nemutovana Nemutovany Nemutovany
Heterozygot
Ce77T homozygot homozygot homozygot
MTHFR Nemutovany Nemutovany
Heterozygot Heterozygot
A1298C homozygot homozygot

Pozn. ¢isla v tabulce odpovidaji ¢islim stript na obr. 20.

Metodou RFLP — PCR jsem vysetiila Leidenskou mutaci a polymorfismus MTHFR
A1298C. Vysledkem analyzy Leidenské mutace u vzorku 8/15 (matka) a 3/15 (dcera)
byl heterozygotni genotyp a u vzorku 7/15 (otec) a 9/15 (syn) nemutovany homozygotni
genotyp. Vysledkem restrikéni analyzy polymorfismu MTHFR A1298C byl u vzorku
8/15 (matka) a 9/15 (syn) heterozygotni genotyp a u vzorku 7/15 a 3/15 jako genotyp
MTHFR 1298AA.

Za pomoci metody PCR ARMS jsem vySetfila mutaci protrombinového genu
a polymorfismus MTHFR C677T. Vysledkem analyzy mutace protrombinového genu
u vSech sledovanych vzorkt (3/15, 7/15, 8/15 a 9/15) byl nemutovany homozygotni
genotyp. Vysledkem analyzy polymorfismu MTHFR C677T byl uvzorku 7/15
heterozygotni genotyp MTHFR 677CT a u vzorku 3/15, 8/15 a 9/15 genotyp MTHFR
677CC.

Za pomoci metody reverzni hybridizace na stripech jsem vySetfila u vSech ¢lent
rodiny vybrané mutace a polymorfismy soucasné. Touto metodou jsem si potvrdila

spravnost vysledki ziskanych pomoci RFLP — PCR a PCR ARMS.
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7/15

FV -/-

FII -/-
MTHFR 1298 -/-
MTHFR 677 /-

8/15

FV +/-
FII -/-

MTHFR 1298 +/-
MTHFR 677 -/-

9/15

FV -/-

FII -/-
MTHFR 1298 +/-
MTHFR 677 -/-

vzorku mé rodiny.
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3/15

FV +/-
FII -/-
MTHFR 1298 -/-
MTHFR 677 -/-

Obrazek 23: Ukazka autozomalni dédi¢nosti jednotlivych mutaci a polymorfismi

na



5 DISKUSE

V Evropskych zemich je kazdé 10 tmrti spojovano s trombolickou komplikaci.
Jedna se tedy o tfeti nejcastéjsi pricinu zpisobenou kardiovaskularnim onemocnénim
a to hned po infarktu myokardu a ischemické cévni mozkové piihodé.

Vysetienim zakladnich trombofilnich mutaci a polymorfismi se v Ceské republice
v roce 2015 zabyvalo celkem 32 laboratoii, které jsou pravidelné podrobovany externi
kontrole kvality. Tyto laboratofe pouzivaji rozdilné detekéni piistupy pro analyzu
trombofilnich mutaci apolymorfismi. Je zde zastoupena alelickda diskriminace
s fluorescencni detekci (36 %), alelové specifickdi PCR sriznou detekci (27 %),
klasicka RFLP — PCR (20 %), real-time PCR (13 %), HRM analyza (5,5 %)
a hybridiza¢ni metoda na membrané (3 %).

V mé praci jsem za pomoci riznych genetickych metod (RFLP — PCR, PCR ARMS
areverzni hybridizace na stripech) vysetfila ¢tyfi nejcastéji zastoupené trombofilni
mutace a polymorfismy v ¢eské populaci, mezi které patii Leidenska mutace, mutace
protrombinového genu a polymorfismy MTHFR C677T a MTHFR A1298C. Témto
vySetieni jsem podrobila svou rodinu. Jednalo se o rodice a jejich dvé déti. Metodou
RFLP — PCR jsem vysettila Leidenskou mutaci a polymorfismus MTHFR A1298C. Za
pomoci metody PCR ARMS jsem vySetfila mutaci protrombinového genu
a polymorfismus MTHFR C677T. Metodou reverzni hybridizace na stripech jsem
vySetfila U vSech clenti rodiny vybrané¢ mutace apolymorfismy soucasné. Touto
metodou jsem si potvrdila spravnost vysledka ziskanych pomoci RFLP — PCR a PCR
ARMS.

Vysledky genetickych testi jsem znazornila ve tvaru rodokmenu na obr. 23, kde
mizeme vidét autozomalné dominantni zplsob dédi¢nosti z rodice na potomka.
Leidenska mutace pochazela tedy Vv ramci testované rodiny z matetské vétve a byla
pfedana pouze dcefi. Polymorfismus MTHFR C677T byl identifikovan v otcovské
vétvi a varianta MTHFR 677T nebyla na potomky pienesena. V piipad¢ polymorfismu
MTHFR A1298C byl nalezen stejny heterozygotni genotyp MTHFR 1298 AC u matky

a syna.
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Metody, které byly v mé praci pouzity, jsou rozdilné v ¢asové i finan¢ni naro¢nosti.
Nejméné casové i finanéné naro¢na je metoda PCR ARMS, kdy probiha pouze jedna
PCR reakce a jedna kontrola PCR produktii na agarézovém gelu, jde o tzv. end-point
PCR piistup. Metoda RFLP — PCR je zdlouhavé¢jsi z divodu kombinace metody PCR
anasledného restrikéniho Stépeni vzniklého PCR produktu na gelu, ktery je jesté
precistovan alkoholovym sraZzenim. Z hlediska interpretace vysledki je ale tato metoda
nejvice specifickd a presna. Béhem PCR-ARMS miuze totiz dojit k nedostatenému
nebo nepfesnému nasednuti primerti, naslednd elongace amplifikované sekvence
neprobéhne, PCR produkt tedy nevznikne a mohou byt odecteny faleSné negativni ¢i
pozitivni vysledky. V piipadé¢ PCR-ARMS bez pouziti vnitini kontroly mize dale dojit
k chybé pipetovani, kdy neni do reakce omylem ptidana DNA, opét pak dochazi
k ziskani nespravnych vysledkd. K vySetfeni vSech trombofilnich mutaci a
polymorfismi najednou je vhodnad pouzitd reverzni hybridizace na stripech. Zde
ziskdme vysledky vSech ¢ty reakci v ramci jednoho experimentu. Bohuzel metoda je

pomérné pracnd a nejvice finanéné narocna.
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6 ZAVER

Cilem mé bakalatrské prace bylo sepsani reSerSe na téma nejcastéjsi trombofilni
mutace Vv Ceské populaci Vramci teoretické Césti. Praktickd Cast byla zamétfena na
laboratorni praxi a zvladnuti vybranych molekuldrné-biologickych diagnostickych
pristupt téchto mutaci rutinné pouzivanych v genetické laboratofi.

V teoretické ¢asti jsem se zabyvala problematikou trombofilnich stavi a Ctyt
nejcastéj$ich mutaci a polymorfisma a to Leidenské mutace, mutace protrombinového
genu a polymorfismi MTHFR C677T a A1298C. Nasledné jsem se zaméfila na popis
nékterych molekularnich metod vhodnych pro detekci testovanych mutaci
a polymorfismu.

V ramci praktické c¢asti jsem si osvojila metodu PCR ARMS, RFLP — PCR
a reverzni hybridizaci na stripech, stejné tak i izolaci DNA z periferni krve i bukalniho
stéru, ptipravu PCR reakci, elektroforetickou separaci PCR produkti na agar6zovém
gelu arestrikéni $tépeni. VySe zminénymi metodami jsem vySetiila vSechny Ctyfi

mutace a polymorfismy a vysledky jednotlivych metod jsem mezi sebou porovnala.
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