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Analyza polymorfismu NFR 2 genu pomoci metody PCR

Abstrakt

Cilem mé bakalatrské prace bylo praktické zvladnuti metody PCR a vypracovani reserse
tykajici se dané problematiky. Pro NFR2 gen je specifické, ze je hlavnim reguldtorem

homeostazy.

V experimentalni ¢asti bylo cilem praktické zvladnuti izolace DNA z bukalniho stéru
a periferni krve, pfiprava a provedeni PCR reakce, detekce PCR produkti pomoci

gelové elektroforézy.

Prakticka cast prace byla provedena Vv laboratoti GENLABS s. r. 0. pod dozorem pani
Mgr. Dagmar Bysttické, Ph.D. Pfedlozena bakalarska prace v praktické ¢asti shrnuje
poznatky o NFR2 genu, o jeho funkci, struktufe, evoluci a lokalizaci. Nakonec shrnuji
analyzu polymorfismu NFR2 genu pomoci metody PCR-CTPP (polymerase chain
reaction with confronting two-pair primers) vyuzivajici dva pary primert. V zavéru

popisuji vlastni pritbé¢h métent.

Klic¢ova slova:CVD-NFR2 gen- hypertenze- polymorfismus



Analysis of the NFR2 gene polymorphism using PCR method

Abstract

This bachelor thesis elaborates on the NFR2 gen analysis by the means of PCR method.
In this bachelor thesis | focus on the NFR2 gen, which is the main key to cardiovascular
diseases, to which belongs for example hypertension. NFR2 gen is also the main

regulator of homeostasis, which plays an important role in cell signalling.

The submitted bachelor thesis summarizes the knowledge of NFR2 gen, its function and
structure, method, evolution and localisation and then | summarize the polymorphism

analysis with the help of PCR method.

The aim of my bachelor thesis was practical mastering of PCR method and the

elaboration of the research of given topic.

In the experimental part, the goal was to practically manage the isolation of DNA from
the buccal swab and peripheral blood, the detection of PCR products with help of gel
electrophoresis, the preparation and execution of PCR reaction and the examination
itself of the NFR2 gen by the means of PCR.

The practical part of the thesis was carried out in the GENLABS s.r.o. laboratory under
the supervision of Mgr. Dagmar Bystficka, Ph.D. The assessment of the patients was
made by an analyser. In the end of the thesis | describe the process of the

measurements.
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1 Uvod

NFR2 je transkripéni faktor, jehoz nazev je odvozen z anglictiny (nuclear factor E2-
realated 2). Jedna se o jaderny faktor odvozeny od erytroidd. NFR2 gen je hlavnim
kli¢em kardiovaskularniho onemocnéni, které piinasi mnoho rizikovych faktori. Mezi
nejznamé&jsi typy Kkardiovaskularniho onemocnéni patiéi napi. hypertenze, srde¢ni

hypertrofie, kardiomyopatie apod.

Mechanické uloha exprese NFR2 genu v regulaci krevniho tlaku neni dosud objasnéna.
Neni jasné, zda je oxidacni stres pfispivajicim faktorem k hypertenzi nebo zda
hypertenze vyvolava oxidacni stres. Jeden z moznych mechanismu je indukce genu hem
oxygenasa, kterd mize snizit krevni tlak (Chen et al.2003). Biliverdin mize byt
pfeménén na silny antioxidaéni bilirubin a tim pfispiva k U¢inkiim HO-1 na udrzeni

vaskularni homeostazy (Datla et al., 2007).

Srde¢ni  hypertrofie je b&znym patologickym rysem né&kterych hlavnich
kardiovaskularnich onemocnéni, véetné hypertenze. Navic srdec¢ni hypertrofie je silné

spojena se zvySenym rizikem srde¢niho selhani a nahlou srde¢ni smrti (Giordano 2005).

Poskozeni myokardu vede k poruchdm u diabetiki. NFR2 m¢l zabranit nastupu diabetes
mellitus a udrZet metabolismus gluk6zy. NFR2 hraje také dileZitou roli v protinadorové

1é¢bé, kde 1éky mohou vyvolat poSkozeni srde¢niho svalu (Rajesh et al.2010).

NFR2 gen fidi obranné mechanismy proti vzniku kardiovaskularnich onemocnéni.
NFR2 gen je dilezity proti oxidativnimu stresu u kardiovaskularniho onemocnéni.
Regulace oxidativniho stresu je dulezitym faktorem. Mnoho signalnich drah, mize také
regulovat metabolismus reaktivnich druhti kysliku (ROS) prostfednictvim ptimych nebo
nepifimych mechanismi. Nizké hladiny ROS jsou obecné $kodlivé pro bunky. Stav
rakovinnych bunék se obvykle 1i8i od stavu normalnich bunck. Vzhledem
k metabolickym a signalizacnim odchylkam vykazuji rakovinné buniky zvy$ené hladiny
ROS. Vysoké hladiny ROS mohou piedstavovat piekdzku pro tumorigenezi. Nicméné,
ROS muze také podporovat tvorbu nadort tim, ze indukuji DNA mutace (Kobayashi et
al., 2004, Ogura a kol., 2010, Erkens,2015).



V réamci bakalarské prace jsou shrnuty informace o NFR2 genu. Soucasti teoretické

¢asti je 1 popis postupu metody PCR a gelové elektroforézy.

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo zvladnuti laboratornich metod — izolace DNA
Z bukalniho stéru, izolace DNA z periferni krve, PCR, detekce mutace genu NFR2
pomoci metody PCR.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Molekularni biologie genu

2.1.1 Popis genu

Termin gen zavedl v roce 1909 dansky botanik Wilhelm Ludvig Johannsen, ktery pouzil
termin ,,Gene", aby jim oznacil zdkladni jednotky dédi¢nosti. Byl poprvé pouzit, aby
byly pojmenovany Mendelovy faktory dédi¢nosti a dfive pouzivanému terminu pangen

vychazejici z Darwinovy teorie pangeneze. (Kuciel, 2016).

Po letech Wilhelm Johannsen vyuzil pojem gen od zakladatele G. J. Mendela z roku
1866.

Slovo gen pochazi z némeckého Gene a ma zaklad z feckého genos (rasa, potomci),
genesis (zrozeni), genea (generace, puvod) a z geno (narodit se). (Kuciel, 2016)

Gen, je charakterizovan jako zdkladni jednotka genetické informace obsazena
Vbunécném  jadie v chromosomech Vv podobé makromolekuly =~ DNA

(deoxyribonukleové kyseliny). (Kocarek et al., 2008)

NFR2 gen je transkripéni faktor odvozeny od erytroidd. Je znamy pod pojmy NRF2
nebo NFE2L2. NFR2 gen patii do skupiny transkrip¢nich faktori leucinového zipu,
ktery reguluje expresi mnoha antioxidativnich drah. NFR2 se udrzuje na bazalni hladiné
Vv bunikach vazbou na jeho inhibitor. NFR2 gen chrani mnoho buné¢k a organi, napiiklad
chrani plice od hydroxytoluenu, nebo pifed plicni fibrozou. NFR2 gen mé zvySenou
citlivost na acetaminofen vyvolany hepatocelularni nekrézou. NFR2 gen také pfispiva

k neuroochrané (Kobayashi et al., 2004, Ogura a kol., 2010).
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NFR2 jako ochrance burky

NFR2 gen, jenz reguluje produkeci celé fady antioxida¢nich a protizanétlivych proteinti
chranicich buiiku proti oxida¢nimu poskozeni. NFR2 se pohybuje kolem bunééného
jadra v bunééné cytoplazmé a v pohotovosti ho udrzuji proteiny Keapl a Cullin3. Kdyz
dojde k vystaveni buiiky zvySenym hladinam oxida¢niho stresu, Keapl aktivuje NFR2
a ten se presune do bunééného jadra, kde se piipne k DNA a aktivuje procesy vedouci
k vytvofeni ochranného S§titu, ve smyslu prevence vzniku rakoviny, kdy antioxida¢ni
pusobeni muze ochranit DNA bunky pfed vlivem napft. karcinogennich latek. Pokud
dochazi ke kontrole ve zdravé buiice, tak tento proces brani poskozeni DNA a vzniku
ptipadnych mutaci.. Pokud dochézi ke kontrole v rakovinotvorné burce, tak ji to chrani
také a to napf. béhem podani chemoterapeutickych 1€ki. V téle je ve zdravych bunkach
NFR2 nejvice ptitomen v ledvindch, ve svalech, plicich, srdci, jatrech a mozku

(Kobayashi et al., 2004, Ogura a kol., 2010).

Obrazek ¢. 1: NFR2 obsahuje 7 funkénich domén (Nehl- Neh7)

C151 €273 C288

a Keap1 1 [ NTR | BIE | IVR/LR | DGR/Kelch repeat |CTR] 624
MafF,GK 1 [ [ b2p ] ]156/162
Nrf2 1 Neh4 597
' Activation domains : W

DLG motif K KKKK KK ETGE motif
b nNrfaNeh2 1| QDIDLG VLR R R TR ”osmsm ) |98
a-Helix p Turn P

© Disruption of DC-DLG binding
€ Disruption of both DC-ETGE and DC-DLG binding
0 Disruption of BTB-Cul3 binding

Inducer-thiol
interactions

Mutations

————————— () Decreased affinity at DC-ETGE or DC-DLG site
N 5 P ors . . . .
st 9 Disruption of DC-DLG binding by p62, p21, PGAMS, or DJ-1

=SH
\—”"‘u @ Reduced expression of Keap1

Zdroj: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4680839/
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NRF2- Keapl

NFR2 je primarné¢ regulovan proteinem Keapl, substratovy adaptér obsahujici
vazebnou doménu Cul3. Keapl ma tfi funkéni domény zahrnujici doménu bric-a-brac
(BTB), intervencni oblast (IVR) a doménu Kelch, také zndmou jako doménu dvojitého
glycinu (DGR). BTB doména vaze Cul3 a je vyzadovana pro dimeraci Keapl (Zipper
and Mulcahy 2002; Lo a kol., 2006). Doména Kelch / DGR je kriticka pro udrzeni
interakce mezi NFR2 a Keapl interakci s Neh2 doménou (Itoh et al. 1999; McMahon et
al. 2004). IVR spojuje domény BTB a Kelch / DGR a obsahuje nékolik cysteinovych
zbytkd, které slouzi k regulaci aktivity Keapl (Kobayashi et al., 2004, Ogura a kol.,
2010).

Neh2 je hlavni regula¢ni doména obsahujici 7 zbytkd lysinu, které jsou zodpovédné za
konjugaci ubiquitinu stejné jako dalS§i 2 domény oznacené jako ETGE a DLG, jez
pomahaji regulovat stabilitu. Domény ETGE a DLG spolupracuji s Keapl. Domény
Nehl a Neh6 rovnéz reguluji stabilitu NFR2. Nehl obsahuje CNC-typ bZIP DNA-
vazebny motiv, ktery umoZziiuje NFR2 vazat DNA a dimerizovat s jinymi
transkripénimi faktory. Doména Neh6 obsahuje dvé vazebna mista (DSGIS a DSAPGS
motivy) pro b-transducin repeat Protein (b-TrCP). B-TrCP pusobi jako substrat pro
ubigitin Skp1-Cull-Rbx1 / Rocl Ligazového komplexu (McMahon et al. 2004; Rada et
al. 2011; Chowdhry et al. 2013). Domény Neh3, Neh4 a Neh5 interaguji s aktivatory,
aby umoznily transaktivaci cilovych gent NFR2. Doména Neh3 se vaze na CHD®6, jenz
funguje jako transkripéni aktivator NFR2 (Nioi et al. 2005). Domény Neh4 a NehS5
interaguji s CH3 doménami CBP (protein CREB), aby se usnadnila transaktivace
cilovych gent Nrf2 (Katoh et al. 2001; Zhu and Fahl 2001).
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NFR2 gen a redoxni homeostaza

Regulace redoxni homeostazy je zasadni pro udrzeni normalnich bunécénych funkci
a zajisténi preziti bun¢k. Rakovinové bunky se vyznacuji zvySenou aerobni glykolyzou
(nazyvanou Warburglv efekt) a vysokymi hladinami oxidativniho stresu. Tento
oxidacni stres zpusobuji reaktivni druhy kysliku (ROS), které se hromadi v dusledku
nerovnovahy. Vysoké hladiny ROS v rakovinovych buiikach jsou disledkem zmén v
nekolika signaliza¢nich cestach, jez ovliviiuji bunécny metabolismus. Tyto trovné ROS
jsou potlaceny zvySenymi antioxida¢nimi obrannymi mechanismy v rakovinovych

bunkach (Kobayashi et al., 2004, Ogura a kol., 2010).

ROS jsou Siroce definovany jako chemikalie obsahujici kyslik. Zahrnuji superoxid
(02« -) ahydroxyl (HO ¢) volné radikaly stejné jako peroxid vodiku (H202). Tyto
molekuly jsou hlavné odvozené z kysliku, jenz se spotiebuje pfi riznych metabolickych
reakcich. Zejména v mitochondriich, peroxizomech a endoplazmatickém retikulu (ER).
Mitochondrie jsou hlavnim zdrojem ROS. Peroxizomy se podili na rozkladu H202 a na
vyrobé ROS (prostiednictvim B-oxidace mastnych kyselin a aktivity flavin oxidasy). ER
vytvaii oxidacni prostiedi, které podporuje vytvareni disulfidickych vazeb a zvySuje

hladiny ROS oxidaci bilkovin (Kobayashi et al., 2004, Ogura a kol., 2010).

NFR2 jako hlavni regulator antioxidacnich reakci

Nuklearni faktor erytroidn (NFR2) ovladd nékolik riznych cest antioxidanty. Prvnim
Znich je glutathion (GSH), vyroba a regenerace, kterd se ftidi nasledujicimi
antioxidanty: glutamatu, cystein, ligdza a komplex modifikatoru podjednotky (GCLM),
GCL a katalytické podjednotky (GCLC) s cystinem / glutamatem, transportérem XCT
a glutathion reduktdza (GSR). Druhym je pouziti GSH, jenZz je regulovdn na
glutathion S -transferases (GSTA1, GSTA2, GSTA3, GSTA5, GSTM1, GSTM2,
GSTM3 a GSTP1) a glutathion peroxiddzy (2GPX2). Tteti je thioredoxin (TXN)
vyroba, regenerace a ultilization regulovany TXN1, thioredoxin reduktaza 1 (TXNRD1)
a peroxiredoxin 1 (PRDX1). Ctvrty je NADPH vyroby, ktery je fizen glukoza-6-fosfat-
dehydrogenazy (G6PD), fosfoglycerat dehydrogenasu (PHGDH), jable¢ného enzymu 1
(ME1) a isocitratdehydrogenaza 1 (IDHI). Oba GSH a TXN vyuzit NADPH pro
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regeneraci se poté, co snizuje reaktivni formy kysliku (ROS). Tyto ctyii skupiny
antioxidacnich gent, jez jsou vSechny stimulovana Nrf2, maji oba komplementarni
a prekryvajici se funkce. Mezi dalsi antioxidanty, které jsou ovlddany Nrf2 zahrnuji
NAD (P) H: chinon oxidoreduktazy 1 (NQO1) a enzymy, regulacni zeleza sekvestraci
jako hemové oxygenazy (HMOXI1), feritin tézkého tetézce (FTH) a ferritinu lehky
fetézec (FTL).Je pozoruhodné, Zze né€kolik NFR2 cilovych gent nebyly zahrnuty
V tomto obrazku, protoZe se netykaji antioxida¢nich funkci (Kobayashi et al., 2004,
Ogura a kol., 2010).

Obrazek ¢. 2:

Iron sequestration  GSH utilization
i e Quinone

@ @ detoxification
- = 1
CSTALto
GSTA3, GSTAS

GSTM1 to GSTM3
GSTP1

AN

production

NADPH
production

and
l regeneration

@
&
@

I |

TXN production,
regeneration
and utilization

Nature Reviews | Drug Discovery

Zdroj: http://www.nature.com/nrd/journal/v12/n12/fig_tab/nrd4002_F2.html


http://www.nature.com/nrd/journal/v12/n12/fig_tab/nrd4002_F2.html

2.1.2 Funkce NRF2 genu

Hlavni funkci NFR2 genu je aktivovat reakci bunééného antioxidantu vyvolanim
transkripce Siroké fady gent, které jsou schopné bojovat proti Skodlivym ucinkiim, jako

jsou xenobiotika a oxidacni stres.

NFR2 gen véazici se na antioxida¢ni prvky v promotoru cilovych gent je dilezity pro
tento oxidacni stres. Muize byt zapojen do transkripéni aktivace genti beta — tzn. injekce
globinového insulinu zprostfedkovavajici ¢innost na piecitlivéni tohoto insulinu. NFR2
gen chrani mnoho bun€k a organovych systému (http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=NFE2L2#function).

NFR2 gen se podili i na ochran¢ neuronu, chrani pfed neurodegenerativnim
onemocnénim, diabetem, kardiovaskularnim onemocnéni a plicni fibrozou. NFR2
podporuje nejen pieziti normalnich bunék, ale také rakovinotvorné¢ bunky

(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NFE2L2).

2.1.3 NFR2 gen- poloha, délka

Velikost geni je rizné dlouhd od nékolika pari bazi (bp) az po miliony bp.
Pro NFR2 gen je typicka poloha a délka nasledujici:
Chromozom: 2

Zacatek: 177,227,595 bp
Konec: 177,392,697 bp

Obrazek ¢. 3:

oqll .=
oql3

old .1
oqld .2
oqld .3
oqZz .1
oqzZz .3
q25 .3
ozd .
ozd =2
o2d .3
o3l .1
o3z .1
g3z .3
o33 .1
o33 .3
==t

o35

o35 .1
oq3E .3
o337 .1

E
a
E

Zdroj: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NFE2L 2#localization
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2.2 Genetika na molekuldrni uirovni
2.2.1 Geneticky polymorfismus a metody jeho detekce
Geneticky polymorfizmus je existence mnoha alel vjednom lokusu. DNA

polymorfizmus se miize vyskytovat i mimo kodujici sekvence a je nezavisly na genu.

Geneticky polymorfizmus mize byt indukovan faktory nebo vznikat nahodnymi
procesy, tzv. geneticky polymorfizmus oznaceny jako genetickd mutace (Kuciel,

Kejnovsky, 2016).

Polymorfizmus na drovni proteinu

Polymorfizmus, kde mohou byt pozorovany varianty proteini liSici se i Vjen jedné

aminokyselin¢ (Brown, 2007).
Polymorfizmus na arovni DNA
DNA polymorfizmus je vysledkem odlisné nukleotidové sekvence, nebo variabilniho

poctu nukleotidovych jednotek (Brown, 2007).

Alela je tedy diilezita soucast polymorfizmu. Neni to jen forma genu, proto nemusi byt
v kédujici sekvenci genu. Alela vyjadiuje, Ze v daném misté je variabilita. Lokus je

misto na chromozomu upfesiiujici polohu alely.

DNA polymorfizmti vyuziva k analyze genli a mohou byt oznaceny jako DNA markery
(Brown, 2007).
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Tridy DNA polymorfizmi

Rozlisujeme 3 tiidy polymorfizmii:
e jednonukleotidové polymorfizmy,
e mikrosatelity,

e minisatelity.
Jednonukleotidové polymorfizmy (SNP)

Nejrozsitengj$i typ polymorfizmu. Nové SNP vznikaji spontanni mutaci, to znamena
Spatné zatfazeni nukleotidu. SNP se nachdzi mimo kodujici sekvence genii (Brown,

2007).

Mikrosatelity

V populaci se miize vyskytovat mnoho alel s rozdilnymi délkami (Brown, 2007).
Minisatelity

Jsou podobné mikrosatelitim, pouze se lisi délkou a poctem, ale vyskyt je mensi

(Brown, 2007).
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Typy DNA markert

DNA markery jsou DNA polymorfizmy. DNA markery se déli na pfimé nebo nepiimé.
Piimy marker je soucasti genu a je pficinnou mutaci.

Nepiimy market je ten, ktery se nachazi v blizkosti a je v genové vazbg.

Cim bliZze je marker ke genu, tim dochézi k pienosu alel obou lokusi.

Vyhodou DNA markert je, Ze Ize urovat jejich alely bez ohledu na jejich vék.

DNA markery délime na tfi typy:

e Markery 1. typu jsou polymorfizmy v kdédujicich genech.

e Markery 2. typu jsou variabilni polymorfizmy nekddujicich sekvenci.

e Markery 3. typu jsou jednonukleotidové polymorfizmy (SNP), jez se mohou
vyskytovat v genech, ale vétSina se vyskytuje v nekodujicich genech (Brown,
2007).

2.3 Analyza DNA

2.3.1 Rany rozvoj genetiky

V roce 1952 bylo pfijato, ze DNA predstavuje geneticky kod. Do té doby se tikalo, Ze

funkci genli maji proteiny.

Béhem roku 1953 byla objasnéna struktura DNA, rozlustén geneticky kod a byly
popsany procesy transkripce a translace (Brown, 2007, Peter, 2009).
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2.3.2 Co je PCR a metody jeho detekce

Polymerazova tetézova reakce se lisi tim, ze u PCR se DNA smichd se souborem
reagencii a mikrozkumavka se vlozi do termalniho cykléru, coz je zafizeni, které
umozni inkubovani smési (Zima, 2007). Zakladni kroky budou popsany pozdéji

Vv praktické ¢asti mé bakalarské prace.

PCR ARMS nebo-li AS-PCR

PCR ARMS je zaloZena na principu komplementarity bazi na 3’konci primeru.

Zékladem pro spravnou amplifikaci je tato komplementarita. Pokud nedojde ke
komplementarité, nedojde ke specifick¢é amplifikaci. Jednd se o variantu AS-PCR

(alelové specifické PCR).

Do jednoduchého ARMS testu musi byt zafazena vnitini PCR kontrola, ktera odlisi, zda
jde o poruchu PCR reakce.

PCR ARMS se skladd ze dvou samostatnych reakci, z nichz jedna je specifickd pro

normalni DNA sekvenci a druha pro mutovanou sekvenci (obr. 1), (Zima, 2007).
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Obrazek ¢. 4: Princip reakce ARMS a AS — PCR

«n
5 3’
normilni DNA => vzniki produkt
3 5°
s —
«— m
57 3
normilni DNA = nevznikd produkt
- 5°
s —
«—n
5 +---3
mutantni DNA = nevzniki produkt
*---57
S
«— m
B *---37
mutantni DNA = vzniki produkt
*---57
s — |

Zdroj: 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

Zdroj:

Pokud se mluvi o mutovaném homozygotu, dochazi k vytvofeni PCR produktu

v amplifika¢ni reakci obsahujici spole¢ny primer.

Pokud se mluvi o nemutovaném homozygotu, dochazi k vytvoreni PCR produktu pouze

pro nemutovanou formu genu pii dosazeni spolecného primeru.
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V situaci, kdy dojde ke vzniku produktu v obou amplifika¢nich reakcich, obsahujicich
spoleCny a ,,nemutovany* primer i spoleCny a ,,mutovany“ primer, jednd se vzdy
o0 heterozygotu (tab. 1), (Zima, 2007). Tato metoda byla uspésné¢ aplikovana

napi. kK detekci mutaci v oblasti genu pro cystickou fibrozu (Ferrie et al., 1992).

AS- PCR

AS — PCR nebo-li alelové specifickou PCR poprvé vyuzil Olerup et al. (1991) na
detekci subtypi HLA (human leukocyte antigens), coz je hlavni histokompatibilni
systém a jeho dilezitou roli je funkce v imunitnim systému. (Penka et al., 2012). AS-
PCR je velmi jednoducha, spolehliva a také rozlisi heterozygotu ve svém lokusu od
homozygotu pro jednu nebo druhou alelu. Tato metoda se pouziva pro detekci malych
deleci a bodovych mutaci. AS-PCR se pouziva pro tfi rizné alelové specifické
oligonukleotidy, které jsou vzaty na zakladé komplementarity s mutovanou,

nemutovanou ¢i variantni alelou, kdy jeden primer je vZdy spolecny pro obé¢ alely.

Nejcastéji pouzivanou variantou AS-PCR je PCR ARMS (amplification refraktory

mutacion detection systém), jenz byl popsan vyse. (Zima, 2007).

ASO-PCR

Alelové specifické oligonukleotidy (ASO) jsou stanoveny Kk piimé detekci znamych
bodovych mutaci. ASO tvoti proby, k nimz se spoji testovana DNA. Produkty PCR se
rozClenuji na agaréozovém gelu. Poté nasleduje denaturace a dvojité blotovani gelu,
ktery musi byt vlozen mezi dvé nylonové membrany. Dale musi byt denatura¢ni roztok
slouzici k tomuto pfenosu. DNA k membrané je zabezpecena pomoci UV zafeni. Po
zabezpecCeni dochdzi k hybridizaci s ASO (normélnimi a mutantnimi) za pouZiti
ptijatelného detek¢éniho systému. Sekvence mezi sondou a analyzovanou DNA je bez
nejmensi chyby komplementarni (Zima, 2007). Vyhradné kratké ASO detekuji

jednonukleotidové zmény v sekvenci DNA (Nussbaum et al., 2007).
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2.3.3 Multiplex CPR

Multiplexni reakce patii k nejrozsifenéj$im metodam PCR. Multiplex PCR umoziuje
amplifikovat n€kolik PCR produktii v jedné amplifikacni reakci (Zima, 2007). VSechno
pokracuje jednim elektroforetickym délenim v agardze a zpravidla je uréeno K detekci
znac¢enim ethidiumbromidem (Zima, 2007) ¢i jinym interkalaénim barvivem (napf.

GelRed, MidoriGreen apod.).

U multiplex PCR jsou jednotlivé primery navrzeny stejné (dva parové primery) jako
u klasick¢ PCR. Klasicka PCR reakce se vyznacuje tim, Ze musi mit dil¢i primery
stejnou ¢i velmi podobnou teplotu annealingu. V elektroforéze jsou poté odliSitelné

velikosti amplifika¢nich produktt z jednotlivych lokust (Bartos).

Metoda je velmi naro¢na ve fazi ptipravy, kdy je dilezité navrhnout primery, a poté
sestavit jeho dvojice k jiz vytvofené struktuie (Barto$). Ke kazdé reakci je dilezité

provést pozitivni 1 negativni kontrolu (Zima, 2007).
PCR-CTPP

Metoda PCR-CTPP umozinuje genotypizaci SNPs bez restrik¢niho Sté€peni. Princip
PCR-CTPP v pouziti dvou primerovych parti. Schéma nasedani primerti je zndzornéno
na obr. 5. Prvni primerovy par je navrzen pro X alelu (primer 1F a 1R) a druhy
primerovy par je navrzen pro alelu Y (primer 2F a 2R). Velikost produkti DNA, které
maji byt specificky amplifikovany pro kazdou alelu, musi byt dostate¢né odlisné, tak,
aby PCR produkty byly rozlisitelné na gelu po probéhnuti elektroforézy. V piipadé
ptitomnosti alely X (homozygotni XX genotyp) jsou pozorovany produkty o urcité
specifické délce, Vv piipadé pritomnosti druh¢ alely Y (homozygotni genotyp YY) dojde
k amplifikaci PCR produktu o jiné délce. V piipadé ptitomnosti obou alel
(heterozygotni genotyp XY) jsou aplifikovany oba typy produkti, odpovidajici alele X i

Y protoze DNA sekvence mezi primery 1 F a 2 R je také amplifikovana.
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Obrazek ¢. 5: Princip reakce PCR-CTPP

«——— abp ———»|

R1
> «—

X allele 5 NNNNNNNNNNNNNNNNNN X NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 3

— hbp ———————

F2 R2

Y allele 5 NNNNNNNNNNNNNFNNNN Y NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 3

A4

chp

=Py : Primer
N: Base around single nucleotide polymorphism
X, Y : Biallelic base of the polymorphism

Zdroj: Hamajima, N et al., 2002.

Neni pochyb o tom, ze PCR-CTPP je Casové Usporna a levnd metoda. PCR-CTPP
zahrnuje Ctyfi rizné primery namisto dvou a nevyZzaduje jako napt. PCR RFLP
restrikéni $tépeni PCR produkti. Proto, aby PCR-CTPP probihala specificky vyZzaduje

pouziti primert s podobnou teplotou tani.
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3 Cil prace

Cilem m¢ bakalatské prace bylo:
e napsat odbornou resersi na dané téma,
e praktické zvladnuti laboratornich metod- izolace DNA z bukalniho stéru, izolace
DNA z periferni krve, PCR a detekce polymorfismu NFR2 genu,

e vyhodnoceni a diskuze.
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4  Prakticka ¢ast

Prakticka ¢ast se sklada ze dvou Casti. Prvni ¢ast je vé€novana izolaci DNA z bukalniho
stéru a izolaci DNA zperiferni krve, druhd c¢ast je vénovana vlastni analyze

polymorfismu NFR2 genu pomoci PCR.

Laboratorni ast bakalaské prace byla vykonana v Ceskych Budgjovicich v genetické
laboratoii GENLABS pod vedenim Mgr. Dagmar Bystiické, Ph.D. Veskera vysetfeni

byla provadéna pod odbornym dohledem kvalifikovaného pracovnika.

4.1 lzolace DNA

Pro kazdou PCR reakci pottebujici DNA je nutnd jeji izolace, ktera se provadi

Z bukalniho stéru nebo z periferni krve.

4.1.1 lzolace z bukdlniho stéru

Kizolaci DNA z bukalniho stéru byl pouzit DNA Isohelix DNA dle doporuceni

vyrobce.

Reagencie:
e Lysis buffer- LS

e Proteinase K- PK
e Capture buffer- CT
e Re- hydration buffer- TE

Pted zahajenim izolace byly pro jeden vzorek pfipraveny 3 x 1,5 ml mikrozkumavky.
Bylo potieba nastavit suchou lazeii na 60 °C a PK vyndat z mrazdku a nechat roztat pii

pokojové teplote.
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Postup

Do zkumavky bylo napipetovano 500 pl LS s odbérovym tamponem bukalniho stéru
a20 ul PK. Tento vzorek byl kratce zvortexovan, zcentrifugovan. Poté byl ulozen
k inkubaci pfi teploté 60 °C do suché lazné po dobu jedné hodiny. Po inkubaci doslo
op¢ct ke kratkému zvortexovani a zcentrifugovéani. Posléze do 1,5 ml mikrozkumavky
bylo piepipetovano 400 pl vzorku. Opét probéhla kratka centrifugace a doslo
k piepipetovani supernatantu k odebranym 400 ul vzorku. K naslednému vzorku bylo
piidano 500 pl CT, byl kratce zvortexovan azkumavka byla zcentrifugovana pii
13 tis. ot/min. po dobu 7 minut. Po cetrifugaci byl obezietn¢ odstranén supernatant, kde
nesmélo dojit k naruSeni pelety DNA. Po vyjmuti byla zkumavka opét kratkodobé
zcentrifugovana a byl vzat vSechen zbyly supernatant. K pelet¢ DNA bylo doplnéno
predehratého 30-150 ul TE (v ptipade vyssi koncentrace DNA Ize objem zmenSit az na
objem 30 ul). Tento vzorek byl inkubovan po dobu 5 minut pii pokojové teploté. Po
uplynuti této doby doslo ke zvortexovani a zcentrifugovani zkumavky pfi 13 tis. ot/min.
po dobu 2 minut. Poté nasledovalo odebrani supernatantu obsahujiciho izolovanou
DNA do nové 1,5 ml mikrozkumavky. Takto nachystana DNA byla uschovana do

krabi¢ky mraziciho boxu.

4.1.2 Periferni krev

K izolaci genomové DNA z plné krve byl vyuzZit Genomic DNA mini Kit dle

doporuceni vyrobce

Reagencie
e 96% ethanol
e GT Buffer
e W1 Buffer

e \Wash Buffer
e Elution Buffer
e RBC Lysis Buffer

26



Spotiebni material

e GD Column

e 2 ml collection tube
e 1,5 ml mikrozkumavky

e Spicky a rukavice

Pted zahajenim izolace bylo nutné vytemperovat termostat na 60 °C. Pro jeden vzorek
byla potieba prichystat 2 X 1,5 ml mikrozkumavky. Jedna zkumavka pro finalni eluci
adruha zkumavka pro lyza¢ni reakci. Kazdd zkumavka byla samoziejme opatfena

laboratornim ¢islem vzorku.

Postup

Nejdiive do 1,5 ml oznacené zkumavky bylo napipetovano 300 ul plné krve. Déle bylo
piidano 900 ul RBC Lysis Buffer. Takto pfipravena smés byla promichana prevracenim
Vv ruce, dilezité bylo, abychom smés nevortexovali. Poté nasledovala inkubace 10 minut
pii pokojové teploté. Posléze byl vzorek centrifugovan pii 3 tis. ot/min. po dobu
5 minut. Supernatant byl ze zkumavky obezietné odstranén a byla ponechana peleta. Po
ponechani pelety, kterd byla nesuspendovana, nasledovalo ptidani 100 pl RBC Lysis
Buffer. Poté bylo pfidano 200 pl GB Buffer. Zkumavka byla zvortexovana a kratce
stoCena a inkubovana 10 - 15 minut v termostatu pii 60 °C. V pribéhu inkubace bylo
nutné zkumavku kazdé 3 minuty promichat pfevracenim v ruce. Po skonceni inkubace
bylo do zkumavky pfidano 200 pl 96 % ethanolu, nasledoval vortex 10 s, kratka

centrifugace (sto¢eni zkumavky).

Nasledovalo piepipetovani piipraveného lyzatu na kolonku (GD Column), jez byla
vsunuta do ¢isté sbérné zkumavky (2 ml Collection Tube). Tato kolonka s cistou
zkumavkou byla zcentrifugovana pii 14 — 16 tis. otackach po dobu 5 minut. Po
centrifugaci byla kolonka pfemisténa do nové sbérné zkumavky a pouZitd sbérna
zkumavka s tekutinou byla vyhozena. Na této kolonce Snavazanou DNA bylo
napipetovano 400 ul W1 Bufferu, opét probéhla centrifugace pii 14 — 16 tis. otaCkach
po dobu 30 s.
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Z této sbérmé zkumavky byla vylita tekutina, kolonka byla vracena zpét do stejné
sbérmé zkumavky. Na kolonku bylo napipetovano 600 pl Wash Bufferu a probé¢hla
centrifugace pii 14 — 16 tis. otackach po dobu 30 s. Ze sbérné zkumavky byla naposledy
vylita tekutina a kolonka vloZena zpét do sbérné zkumavky a zcentrifugovana pii 14 —
16 tis. otackach po dobu 3 min. Bylo nutné zrevidovat, zda kolonka je suchd, pokud ne,

bylo nutné opakovat ptedchozi centrifugaci, dokud kolonka nebyla zcela sucha.

Uplné sucha kolonka s navazanou DNA byla pienesena do pfipravené &isté 1,5 ml
mikrozkumavky fadné oznadené Stitkem (jméno a piijmeni klienta, RC, &islo vzorku,
datum izolace, iniciadly toho, kdo izolaci provedl). Rovnou na filtr kolonky bylo
napipetovano 50 pl predehiatého Elution Buffer (vytemperovano na 60 °C). Po
napipetovani nasledovala inkubace nejméné 3 minuty pii pokojové teploté. Kolonka
s oznac¢enou 1,5 ml mikrozkumavkou byla zcentrifugovana pii 14 — 16 tis. otackach po
dobu 30 s. Nasledn¢ izolovand DNA byla umisténa do lednice pro pozdé€jsi pouziti

(max. 24 hod) nebo do mraziciho boxu (- 20 °C), ve kterém je DNA archivovana.

4.2 Méieni koncentrace DNA

Meéteni koncentrace DNA testovanych vzorkli bylo provedeno na pfistroji Qubit® 2.0
Fluorometer. Kone¢né koncentrace u DNA izolované z periferni krve a u DNA

Z bukalniho stéru se vyrazné neliSily. Prestoze koncentrace DNA ziskand z bukalniho

stéru byla o néco vyssi nez koncentrace DNA z periferni krve.
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Tabulka €. 2: Hodnoty koncentrace DNA jsou uvedeny v tabulce nize a jsou vyjadieny

v ng/ul.

Vzorek Koncentrace DNA v ng/ul
42/17 >600
43/17 49,30
44/17 17,10
45/17 >600
49/17 42,30
50/17 36,70
51/17 43,30
56/17 10,50
57/17 29,60
58/17 34,70
60/17 23,90
63/17 18,70
64/17 42,90
65/17 28,00
66/17 17,60
67/17 33,90
68/17 34,60
69/17 33,80
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70/17 11,30
72117 15,50
73/17 54,00
74/17 >600
75/17 38,50
76/17 52,00
77/17 43,60
78/17 42,40
79/17 46,60
80/17 48,80
81/17 55,00
82/17 51,00
85/17 32,30
86/17 48,80
88/17 49,20
89/17 57,00
91/17 A 31,30 B 37,30
93/17 24,80
95/17 19,40
96/17 A 37,40 B 49,60
97/17 32,70
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98/17 48,20
99/17 33,40
100/17 19,10
102/17 29,10
103/17 44,70

Zdroj: vlastni

4.3 Gelova elektroforéza

Reagencie

Postup

Nejprve bylo nutné si pfipravit pracovni roztok 1 x TBE. TBE pufr se obméni

Crystal 10 x TBE Buffer

10 x TBE

Pracovni roztok 1 x TBE
Agar6zové tablety

Mildori Green Advanced DNA Stain
100bp DNA LADDER H3RTU
DNA Loading Buffer Blue

V elektroforetické vané 1 x za 14 dni.

Urc¢ité mnozstvi agarézy bylo navazeno do plastové kadinky o objemu 100 ml
(0,59/50 ml =1 % gel, 1 g/50 ml = 2 % gel, atd.). Tablety byly roztaveny v TBE pufru.
Nasledovalo zahfivani roztoku TBE pufru a agardézy v mikrovinné troubé. Po par
zahtivanich vznikl ¢iry gelovy roztok bez bublin. Do tohoto roztoku bylo ptidano 12 pl
barvicky Midori Green Advanced DNA Stain. Bylo nutné promichat a nechat
kratkodob€ zchladnout.

elektroforetickd podlozka, kde do gelu byly vsazeny hiebeny. Po ztvrdnuti gelu byly

Nez bylo zchlazeno,
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hiebeny vyjmuty a gel byl umistén do elektroforetické vany obsahujici 1 x TBE pufr.

Gel musel byt zcela ponoten.

Po vybrani prvni ¢i posledni jamky bylo napipetovano 5 pl markeru 100 bp DNA
LADDER H3RTU (obr. 2). Do zbylych jamek bylo napipetovano pokazdé 10 pl
kazdého PCR produktu.

Elektroforéza byla provadéna po dobu 10 - 15 minut pii 100 - 135 V. Prub¢h celé
elektroforézy bylo mozno kontrolovat pomoci specialniho iluminatoru MupidTMLED
[lluminator zasluhou pouzité¢ barvy Midori Green Advance DNA Stai. Po pterusené
elektroforéze byl gen zaznamenan pomoci detekéniho systému FastGene® GelPic LED

Box.

Princip elektroforézy

Princip gelové elektroforézy spociva v tom, ze pohyb zaporné nabitych molekul DNA
Vv elektrickém poli putuje smérem k anodé. Prostfednictvim gelové elektroforézy lze
rozdélovat molekuly DNA na zakladé¢ jejich velikosti a i odlisné pohyblivosti v gelu

nezavisle na celkovém mnozstvi DNA v naneseném vzorku.

Obrazek €. 5: Ukazka pouzitého primeru na agaré6zovém gelu.

DMA Mass Base Pairs  [NA Mass Base Pairs DNA Mass Base Palrs
{ng/5ul) (na/Sul) (ng/5p1)
2a — 10,000

0 — 1500 40 — 3000 2 — z.ﬁ
0 — 1200 gg — =000

203 — 000 o 1500 18 — 4,000
27 — BOO — L
73 — 700 92 = F000
- & 24 — 2,500
67 — 500 = — 000 = — 2000
1 —asa 40 -
2 —40 40 &00 20 —1.500
T — 320 30 — 700
a1 — 300 30 — &00 a9z .
25 — 250 80 — 500 1000
&7 — 200 40 — 400 23 — 750
* - 30 e 30 — 500
7 1 40 — 200
30 —_ 50 45 — 280

40 — 100

Cat. No. MWD50 Cat No. MWD100D Cal No. MWD1

2% TAE agarose gel 1.5 % TAE agarose gel 1 % TAE agarose gel

Zdroj: http://www.nippongenetics.eu
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4.4 Vlastni metody

Pro vSechny PCR reakce byl pouzit kit MyTaq Red DNA Polymerase dle doporuceni
vyrobce.

Pied zahajenim PCR reakce byla provedena izolace DNA. DNA byla izolovana

z bukalniho stéru nebo z periferni krve.

Kdyz je vzorek pfijat do laboratofe, musi byt uchovan v lednicce pfi teploté cca 4 °C.
Pted zpracovanim kazdého vzorku musi byt fadné¢ vyplnénd zddanka a informovany
souhlas s genetickym laboratornim vysetfenim. Po vyplnéni je vzdy zadanka

Zkontrolovéna a kazdému vzorku je pfifazeno identifikacni ¢islo.

4.4.1 PCR - polymerazova ietézova reakce

PCR je metoda molekularni biologie pouzivana k mnozeni specifického tiseku DNA in
vitro. PCR umoziiuje enzymatickou amplifikaci DNA in vitro syntézou vybrané

sekvence. (Bartova, 2011).

DNA v opakujici reakci, kdy se meéni 3 teploty za pouziti termostabilni DNA
polymerazy. Princip PCR je zaloZen na vyuZiti DNA polymerdzy na principu
komplementarity pro opakované kopirovani templatové molekuly DNA. Vysokou
teplotou dojde k denaturaci dvoutetézcové DNA a ziskana jednotetézcova DNA slouZi
jako templat. V dalSim kroku je zapotiebi dvou primera (kratké oligonukleotidy), jez se
piipojuji ke komplementarnim Usekim DNA. Tyto primery se vzdy pfipoji ke
komplementarnim tsekim DNA a ovladaji syntézu novych vldken ve sméru 5'—3".

(Bértova, 2011)

SloZeni PCR reakce:
e Templatova DNA, kterd je izolovana ze vzorku.
e Pfipravené primery, kdy kazdy je komplementarni k jednomu fetézci.
e Smés nukleotidlit ANTP (deoxyribonukleosidtrifosfaty).
e Termostabilni enzym DNA polymeraza (napt. Taq polymeraza ziskana

cey

z termofilni bakterie Thermus aquaticus zijici v horkych pramenech).
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Pribéh PCR reakce:

Kazda reakéni smés se vlozi do termocykleru, ve kterém probihaji 3 teplotni faze
s odlisnymi teplotami. Tento cyklus se nékolikrat opakuje. Do reakce se zapocitdva

I pocate¢ni denaturace a zavére¢na polymeracéni reakce.
Pocate¢ni denaturace DNA pii teploté 94 °C po dobu 2 - 5 minut.

1. Denaturace — rozvolnéni fetézci DNA vlivem vysoké teploty 94 - 98°C (20 — 45 s) za
vzniku jednovlaknovych DNA molekul.

2. Annealing — nasedani primert na specificka mista DNA diky snizené teploté na 50 —
65 °C (30-905)

3. Extension — syntéza komplementarni DNA, dochazi k nasedani naprimery
a ptipojovani na volné nukleotidy k vlaknu DNA ve sméru od 5° konce k 3° konci.

Obvykle se tyto kroky opakuji ve 30 cyklech.

Zaveéretna polymeracni reakce — dosyntetizovani fetézcet (72 °C, 5 min)
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Obrazek ¢. 6: Ukazka pribéhu PCR, 1 - denatuarace, 2 - annealing, 3 — extension

5' 3
3 5

¢® Denaturation
5 3
+

4
l (Z) Annealing ‘

5

“@) Elongation:‘ ,

Exponential growth of short product

Zdroj: http://mmp.vfu.cz/opvk2011/?title=popis_metod-pcr&lang=cz

442 NFR2gen PCR

Reagencie:
e H>O 33,3ul
e My Taq Red Reaction Buffer 10 pl
e My Taq Polymerasa 0,2 pl
e DMSO (Dimethylsulfoxid) 2,5 pl
e Primery F1+R1, F2+R2 0,5 ul 0,5 pl
e Celkem 48 pl
e DNA2ul
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Postup

Cela PCR reakce byla 2z divodi zabranéni kontaminace provadéna
vV dekontaminovaném laminarnim boxu. Do chladiciho stojanku bylo pfipraveno
10 mikrozkumavek odpovidajicich poc¢tu vzorku. Déle jedna PCR mikrozkumavka pro
negativni kontrolu, pro pozitivni kontrolu a jedna 1,5 ml mikrozkumavka pro ptipravu
spolecného master mixu. Zkumavky byly fadné popséany ¢islem vzorku. Do této 1,5 ml
mikrozkumavky byly napipetovany jednotlivé reagencie. Poté byly rozpipetovany po
48 ul do jednotlivych PCR mikrozkumavek a do kazdé byly ptidany 2 pul DNA izolatu

testovanych vzork (tab. 3).

Tabulka €. 3: Reak¢ni PCR mix pro vySetfeni NFR2 genu

Pro 1 reakci Pro 11 reakci
H,0O 33,3ul 366,3 ul
My Taq Red Reaction 10 pl 110 ul
Buffer
My Taq Polymerasa 0,2 ul 2,2 ul
DMSO 2,5 pl 27,5 ul
Primery F1+R1, F2+R2 0,5ul+ 0,5 pul 5,5 pl+5.,5 pl
Celkem 48 pl 528 ul
DNA 2 ul

Po napipetovani vSech téchto reagencii byly mikrozkumavky uzavieny, zvortexovany a

kratkodobé stoceny. Posléze byly umistény do termocykleru a byl spustén piislusny

program (tab. 4).
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Tabulka €. 4: PCR reak¢ni protokol pro vysSetieni NFR2 genu

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

Denaturace 30s 95 °C
Anealing 30s 55°C
Extentze 30s 72 °C
1 cyklus

Terminalni extenze 10 min 72 °C

Po dokonceni amplifikaéni reakce bylo nutné udélat kontrolu PCR produktii na 2 %
agar6zovém gelu. Na gel bylo napipetovano 10 pl z kazdého vzorku, pozitivni
i negativni kontroly, a 5 pl Ladderu. Poté byla zahdjena elektroforéza na dobu 10 minut.
Nasledné byl gel pfemistén na detekéni systém a vyfocen. Vysledkem byl produkt
o0 velikosti 282 + 205 + 113 nebo Zzadny produkt na zakladé toho, které variantni alely
byly u analyzovaného jedince pfitomny (tab. 5), (viz dale kapitola vysledky).

Tabulka ¢. 5: Tabulka s referenénimi hodnotami pro analyzu polymorfismu NFR2

genu
PCR produkt Vysledny genotyp
282+205+113 bp Heterozygot NFR2 C617 CA
282+113 bp Varianta NFR2 C617 AA
282+205 bp Varianta NFR2 C617 CC
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Obrazek ¢. 7: Ukazka vyslednych genotypt ziskanych analyzou NFR2 genu pomoci
metodyPCR

Zdroj: vlastni

Na obrazku vidime polymorfismus NFR2 genu na gelové elektroforéze.
Pokud vznikne PCR produkt o velikosti 282 + 205 + 113 bp, jedna se o heterozygota.
Pokud vznikne PCR produkt o velikosti 282 + 113 bp ¢i 282 + 205, jedna se

0 nemutovaného homozygota ¢i vypovida o pfitomnosti mutovaného homozygota.
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Vysledky

Cislo vzorki Vysledek PCR Vysledny genotyp
1/58 282+113 bp Homozygot AA
2/60 282+113 bp Homozygot AA
4/63 282+113 bp Homozygot AA
5/64 282+113 bp Homozygot AA
6/65 282+113 bp Homozygot AA
7/66 282+113 bp Homozygot AA
8/67 282+113 bp Homozygot AA
9/68 282+113 bp Homozygot AA
10/69 282+113 bp Homozygot AA
11/70 282+113 bp Homozygot AA
12/72 282+113 bp Homozygot AA
13/73 282+113 bp Homozygot AA
14/74 282+205+113 bp Heterozygot CA
15/75 282+113 bp Homozygot AA
16/76 282+113 bp Homozygot AA
17177 282+113 bp Homozygot AA
18/78 282+113 bp Homozygot AA
19/79 282+205+113 bp Heterozygot CA
20/80 282+113 bp Homozygot AA




21/81 282+205+113 bp Heterozygot CA
22/82 282+113 bp Homozygot AA
23/83 282+113 bp Homozygot AA
24/84 282+113 bp Homozygot AA
25/85 282+113 bp Homozygot AA
26/86 282+113 bp Homozygot AA
27/87 282+113 bp Homozygot AA
28/88 282+205+113 bp Heterozygot CA
29/89 282+113 bp Homozygot AA
31/91 282+113 bp Homozygot AA
33/93 282+113 bp Homozygot AA
37/97 282+113 bp Homozygot AA
39/99 282+113 bp Homozygot AA
40/100 282+113 bp Homozygot AA
42/102 282+205+113 bp Heterozygot CA
43/103 282+113 bp Homozygot AA

Vysledkem PCR je produkt o velikosti 282 + 205 + 113 bp nebo zadny produkt, a to na
zaklad¢ toho, které variantni alely byly u jedince pfitomny. U vzorku ¢. 14/74, 19/79,
21/81, 28/88, 42/102 vysel heterozygot CA (cca 14%) a u ostatnich homozygot AA (cca
86%)
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5 Diskuze

NFR2 gen koduje transkripéni faktor, ktery je cClenem malé rodiny zakladniho
leucinového zipu (bzip) regulujiciho expresi mnoha dalSich gend. Jako transkrip¢ni
faktor reguluje geny, jez ovliviuji antioxidacni elementy v jejich promotorech a mnoho
z téchto gent koduji proteiny zapojené v reakci na poskozeni a zanét, ktery zahrnuje

tvorbu volnych radikali. Tento gen se vyskytuje v n¢kolika izoformach.

Proti oxidaénimu stresu putsobi také tzv. enzymy 2. faze: NAD(P)H, guanin

oxidoreduktaza, peroxiddza a hem oxygenaza.

Z literatury je znamo, ze polymorfismy genu NFR2 mély vliv na afinitu. V tomto genu
bylo objeveno mnoho polymorfismi. Mezi nejvyznamnéjsi polymorfismy v NFR2 genu
patii rs35652124 (A—G) ars6721961 (C—A), které jsou umistény v promotorové
oblasti tohoto genu. Bylo zjisténo, Ze oba polymorfismy vedou ke snizeni exprese

tohoto genu (Barancik et al., 2016).

NFR2 se muze podilet na regulaci genové exprese. Marzec et al. uvadi, ze exprese
NFR2 genu byla zna¢né vysoka v pfipadé polymorfismu v rs6721961 C ve srovnani
S promotorem obsahujici rs35652124 G ars6721961 A varianty. Pfedpokladalo se, Ze
tyto polymorfismy maji funkéni vyznam a ze rs6721961 ovliviiuje bazalni expresi genu
NFR2 a jeho funkci. Proto rizné transkripéni hladiny NFR2 genu mohou ovliviiovat
krevni tlak a chranit bunky proti oxida¢nimu stresu. U muzl bylo znacné vysoké
V1535652124 cholinesteraza (AG+GG). HDL cholesterol byl podstatné nizs§i v
rs35652124 (AG + GG).

Zavérem lze fici, ze pii hodnoceni jednotlivych vzorkl jsem ptfedpokladala zvySeny
pocet homozygotl S variantni alelou AA na zéklad¢ poznatkl z odborné literatury, coz

ve vétsing pripadl vyslo. Pouze 5 vzorkt s variantni alelou CA bylo heterozygotnich.
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6 Zavér

Cilem mé bakalaiské prace bylo sepsani reserSe na téma Analyza polymorfismu NFR2
genu pomoci metody PCR v ramci teoretické ¢asti.

V teoretické ¢asti jsem se zabyvala problematikou NFR2 genu.

V experimentalni ¢asti bylo mym ukolem praktické zvladnuti izolace DNA z periferni
krve a bukalniho stéru, pfiprava PCR reakce, elektroforeticka separace a detekce PCR

produktl na agard6zovém gelu.
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Seznam zkratek

PCR  Polymerazova fetézova reakce
TK krevni tlak
CDV  kardiovaskularni onemocnéni

SNP  Single Nucleotide Polymorphism
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