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Genetické poruchy pigmentace kiiZe

Abstrakt

Genetické poruchy kiize jsou jedny z nejcastéji vyskytujicich se onemocnéni. AvSak
nemusi se striktné jednat ptimo o choroby klize. Existuje spousta onemocnéni, ktera se
manifestuji na pokoZce, ale z diagnostického hlediska nemaji s kizi nic spole¢ného.
Tato bakalaiska prace se zabyva kizi a jejimi nejCastéji se vyskytujicimi
onemocnénimi. Dale pak se souvisejicimi autoimunitnimi onemocnénimi a genetikou.
Vitiligo je onemocnéni, které je spojeno s poruchou melanocytt, ve kterych se vytvari
pigment a v jeho duasledku se na kiizi objevuji bilé skvrny.

Morbus Darier je onemocnéni klize charakterizovana bradavicovitymi viidky na téle.
Vitidky jsou obvykle nazloutlé barvy, jsou citlivé na dotek, mirn¢ mastné a mohou
vydavat silny zapach.

V metodické Casti se tato bakalarska prace zabyva analyzou FOXD3 genu pro Vitiligo,
ktery mé jeden rozsahly exon a analyzou dvanactého exonu v ATP2A2 genu pro Morbus
Darier. Pro kazdé onemocnéni byly k dispozici dva probandi. K analyze vzorku byla
pouzita izolace DNA, nasledné PCR, Sangerovo sekvenovani a vyhodnoceni pomoci
programu BioEdit a NCBI databaze.

Avsak ani U jednoho probanda nebyla zjisténa zadna mutace v Zadném vysetfovaném

Useku.
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Genetic of skin pigmentation disorders

Abstract

Genetic skin disorders are one of the most common diseases. However, they may not be
strictly related to skin diseases. There are many diseases that manifest on the skin, but
from a diagnostic standpoint, they have nothing to do with the skin.

This bachelor thesis deals with the skin and its most frequent diseases. Furthermore,
related autoimmune diseases and genetics.

Vitiligo is a disease that is associated with a melanocyte disorder in which pigment is
formed and white spots appear on the skin.

Morbus Darier is a skin disease characterized by warts on the body. Sores are usually
yellowish in color, are touch sensitive, slightly oily and can produce a strong odor.

In the methodological part, this bachelor thesis deals with the analysis of the FOXD3
gene for Vitiligo, which has one large exon and analysis of the twelfth exon in the
ATP2A2 gene for Morbus Darier. Two probands were available for each disease. DNA
analysis was used to analyze the sample, followed by PCR, Sanger sequencing and
BioEdit and NCBI database evaluation.

However, no mutation in any of the investigated sections was detected in either proband.
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1. Uvod

Genetické poruchy kiize jsou jedny z nejéastéji vyskytujicich se onemocnéni. Avsak
nemusi se striktné jednat piimo o choroby kiize. Existuje spousta onemocnéni, ktera se
manifestuji na pokoZce, ale z diagnostického hlediska nemaji s kizi nic spole¢ného.

Pro nasi praci jsme vybrali dvé kozni onemocnéni. Prvnim onemocnénim je Vitiligo,
protoze mnozi z N&s maji at’ uz ve svém okruhu ptatel, rodiny nebo i dokonce sém

na své kuzi jednu bilou depigmentovanou skvrnu. Tudiz je Vitiligo dosti znamé a jedno
Z nejcastéji vyskytovanym onemocnénim, at’ uz ziskanym nebo vrozenym. Druhym
onemocnénim je Morbus Darier. Toto onemocnéni neni piili§ ¢asté. I pies to jsme meli
moznost se setkat s probandy, diky kterym jsme mohli diagnostiku uskute¢nit.

FOXD3 je gen, ktery zajist'uje melanogenezi, a tim zabarvuje pokozku. U Vitiliga je
FOXD3 porusen a tim vznikaji depigmentované mista na kazi. Gen je umistén

na prvnim chromozomu (1p31.1) a ma velmi rozsahly exon, kde muze vznikat fada
mutaci.

ATP2A2 je gen regulujici produkci enzymu SERCAZ2, ktery je zodpovédny za fizeni
hladiny iontd vapniki uvniti bun¢k. Nedostatek enzymu SERCA2 sniZuje hladinu
vapniku v endoplazmatickém retikulu, coz zptsobuje jeho dysfunkci. SERCA?2 je
vyplavovan do celého téla, ale neni vsak jasné, pro¢ zmény v tomto enzymu ovliviiuji
pouze pokoZzku a zptsobuji bolestivé viidky. ATP2A2 je umistén na dvanactém
chromozomu (12g24.11) a ma velky pocet exond.



2. Kize

Kize (lat. cutis, fec. derma), je rozsahly ploSny organ tvofici zevni povrch téla a tim i
bariéru organismu vii¢i okoli. Je u¢innou ochranou proti fyzikalnim, chemickym a
mikrobiologickym jeviim z okoli. Uspotfadanim svého cévniho fe€isté a svymi Zlazami
je ktize hlavnim termoregulatorem téla. Kiize se téz podili na funkci imunitniho systému
organismu. Obsahuje imunokompetentni buiiky a také se v ni mohou tvofit protilatky,
bojujici proti cizorodym organismam. (Cihak, 2016)

Kutize dospélého Elovéka dosahuje plochy téméf 2 m? (priméré 1,6-1,8 m?). Tloustka
ktze ¢ini od 0,5 mm do 4 mm (podle oblasti t€la). Hmotnost dosahuje az 3 kg. Pokud je
vSak kiize zesilena tukovym polsStafem, miZze jeji hmotnost v extrémnich ptipadech
dosahnout az 20 kg. (Cihak, 2016)

2.1 Pigment

Pigment je ve form¢ drobnych zrnécek obsazen v buiikéch hlubsich vrstev epidermis a
dodava kiizi az temné hnédou barvu. Vznika v melanocytech bazalni vrstvy epidermis
Z tyrosinu za katalytického plsobeni enzymu tyrosinasy. Pigment (melanin) je

v burikach ve formé subcelularnich télisek zvanych melanosomy. (Novotny, 1989)

Tyrosinasa

+Cystein 4—1 \—. Leucodopachrome

/ \ Dopachrom

5,6-cysteinyl-dopa 2,6-cysteinyl-dopa tautomerasa Dopachrom
Benzothiazinové derivaty 5,6-hydroxyindol-2- 5,6-hydroxyindol
i -karboxylova kyselina /
Feomelanin Quinones
. Enzym
. Aaminokyselina
. Vysledny produkt Mﬁ

Obréazek 1 Syntéza melaninu (zdroj: vlastni)

Na téle je pak pigmentace rtizna podle oblasti téla. Chodidla a dlan€ jsou témét bez
pigmentace. KliZe zad je vice pigmentovana néz bfisni ¢ast. N&kterd mista maji vSak
pigment nahromadény a tim tmavsi zabarveni (kiize na dvorci bradavek, na penisu,
okolo fitniho otvoru). (Novotny, 1989)

Mnozstvi pigmentu v kiizi se zvySuje vlivem slune¢nich paprskl a pigment pak chrani
hlubsi vrstvy kiize pted jejich Sskodlivym u¢inkem. Mnozstvi pigmentu se méni 1
zvysujicim se vékem. Mnozstvi melaninu se mtize zvySovat a tim zacit tvofit napf.
stafecké skvrny, senilni lentigo nebo melandza coli. Koncentrace melaninu se muze téz
snizovat a tim zpusobit napt. Sedivéni vlasi nebo bilé skvrny. (Scheie, 1981)
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2.2 Nejznaméjsi genetickd onemocnéni kuze

Jednim z nejznaméjsich onemocnéni je rozhodné SLE — systémovy lupus
erythematodes. Je to komplexni autoimunitni onemocnéni charakterizované produkci
autoprotilatek proti molekulam jaderného, cytoplazmatického a bunééného povrchu,
které piekracuji hranice specifické pro urcity orgén. Protilatky indukuji zanét a nasledné
poskozeni vice orgdni a vede ke kone¢nym projevim SLE, v¢etné glomerulonefritidy,
dermatitidy, trombdzy, vaskulitidy a artritidy. Onemocnéni se dédi autosomalné
recesivné a je zpisobena mutaci napt. v genu DNASE1L3. (Exner, 1980)

Lidé ¢asto zaménuji SLE s dal$im velmi znamym onemocnénim — Lupénkou.

Lupénka je porucha rohovaténi koznich bun¢k. Proces rohovaténi u nemocnych se
nestihne dokoncit a nezrohovatélé bunky se pak na kazi vyskytuji ve formé lozisek
stiibtitych Supinek. Pod témito lozisky je zarudla kize, ktera nékdy svédi. Neni zndmo,
pro¢ si porucha rohovaténi u jednotlivych nemocnych vybira jen urcita mista. Tato

mista pak mohou svédit, bolet a za n&sledné tvorby puchyiu i popraskat. Nehty jsou
barevné i vzhledové zménéné. (Rocken, 2018)

Dalsi znamou chorobou je Xeroderma pigmentosum. Jednd se o skupinu onemocnéni,
kterd jsou heterogenné podminéna a dédi se autosomalné recesivné. PostiZzeni maji
vadny gen zodpovédny za molekuldrni mechanismy opravy DNA a tim maji poruSenou
schopnost opravovat mutace. Castym projevem nemoci je hypersenzitivita vici
sluneénim paprsktim, a proto se po vystaveni UV-paprskiim objevuji popaleniny. Velice
Casto a brzo se u nich vyvijeji kozni naddory. Déale se mohou objevit neurologické
degenerace a projevy piedc¢asného starnuti. (Kocarek, 2010)

Dyskeratosis congenita je dal§i zndmou chorobou s koznimi projevy. Je to vSak vzacna
genetickd forma selhéni kostni dfené. Kostni dfeii neni schopnd produkovat dostatecné
mnozstvi krvinek. Pivodni myslenkou bylo, Ze Dyskeratosis congenita je kozni
onemocnéni, které ovliviiuje kiizi, zptisobuje dystrofii nehti a bile skvrny na sliznici
ust. Existuji 1 jedinci, ktefi nesou mutaci, ktera se vSak nikdy nevyvine. Dédi se
X-vazang, a proto jsou postizeni hlavné chlapci. (Sieff, 2003)

Acanthosis nigricans (Akant6za) je oznaceni pro kozni zmény charakterizované
ztlusténim, zdrsnénim kize, tmavou pigmentaci a bradavi¢natymi vyrastky. Nejcastéji
postihuje podpazi, tfisla a krk. Velmi Casto je typicky pro obézni lidi a diabetiky.
Vyskytuje se zcela nahodné v jakémkoli véku z riznych pticin. AvSak byla pozorovana
vyskytujici se i v roding, a tak se nevyluéuji dédi¢né vlivy. (Meyers, 1995)
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3. Genetika

Geneticky podminéné patologické stavy predstavuji zdvaznou kapitolu lidské patologie.
Primarni podstatou jejich vzniku je zména (mutace) genetickeé informace (DNA), ktera
se prendsi na dalsi generace bunék vznikajicich z pivodni matetské bunky postihnuté
mutaci. To vSak neznamena, ze kazdy geneticky patologicky stav je dédi¢ny.

(Srsen, 1995)

3.1 Mutace

Mutace se podle pFi¢in déli na spontdnni, pfi kterych neni mozno odhalit souvislost

s exogennimi faktory a indukované, u kterych se pii diagnose opirame o prostredi, kde
pacient Zije nebo se v ném zdrzoval. Dale se mutace d¢li podle druhu bunék, ve které
se vyskytuje poskozena DNA. D¢li se na gametické, kde se mutace nachazi v gametéch,
a proto se prenasi na vSechny buriky postizeného potomka a somatické, které vznikaji

v somatickych buiikach na rizné urovni postzygotického vyvinu jedince a prenaseji se
na dal$i generace dcefinych bunék. Vysledkem je genetickd mozaika mutantnich a
normalnich bun¢k. (Brdicka, 2001)

Podle charakteru, respektive rozsahu poruchy DNA se rozpoznavaji:

3.1.1 Genomové mutace (aberace)

V piipad¢ téchto mutaci je charakteristicka zména poctu chromozomi, které jsou pro
kazdy druh specifické. Tedy celkovy pocet chromozomd, u kterych se za fyziologickych
podminek jedna o diploidii, je zménén v poctu sad, naptiklad triploidie, znamenajici
pritomnost tfi sad misto dvou. (Brdicka, 2001)

Dale jsou sem zafazovany chromozomalni mutace numerické. Jedna se o odchylky
Vv poétu jednotlivych chromozomd, pfi kterych se v karyotypu misto klasického paru
vyskytuji chromozomy tii — trizomie, nebo pouze jeden — monozomie. (Brdic¢ka, 2001)

3.1.2 Chromozomalni mutace strukturni

Odehravaji se bud’ uvniti jednotlivych chromozomt (intrachromozomaln¢), anebo i
mezi chromozomy (interchromozomalng) a mohou, ale nemusi ovliviiovat jejich
celkovy pocet. Klasicky tfidime chromozomalni zmény na delece, inzerce, duplikace,
translokace, transpozice a inverze. O vyznamu chromozomalni mutace rozhoduje mimo
jiné i umisténi mutace v chromozomu. Dale je dilezitym aspektem umisténi
centromery. Centromera by se méla vyskytovat uprostfed chromozomu, ale nebyva
tomu tak vzdy. Za patologickych stavii se muize centromera vyskytovat na netypickém
misté anebo miiZe 1 chybét. Ke zméndm v umisténi centroméry vedou tzv. pericentrické
inverze. Tyto inverze, které neobsahuji centroméru, jsou pro odliSeni oznaovany jako
tzv. paracentrické. (Brdicka, 2001)

Genomové a chromozomalni aberace jsou zna¢nou odchylkou od fyziologického stavu.
Pokud se jedna o gameticky anebo rané postzygoticky pivod, vedou vétSinou

k zavaznym porucham vyvoje plodu a omezuji jeho Zivotnost. Avsak nekteré
chromozomalni aberace jsou dlouhodobé slucitelné se zivotem, dokonce nemusi byt
pfimou odchylkou od normalniho fenotypu. (Brdicka, 2001)
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4. Autoimunitni reakce

Zéakladem autoimunitni imunopatologické reaktivity je naruSeni principu tolerance
vlastnich mechanismi s naslednym imunopatologickym zanétem, ve kterém dominuji
poskozujici slozky. Autoimunitni imunopatologické nemoci jsou vyznamnou piicinou
morbidity a mortality dnesni populace. Zahrnuji nékolik desitek onemocnéni a
syndromil projevujicich se moznou destrukei jednotlivych organii, poptipadé destrukci
celkovych systému. Pomoci rychlého pokroku v medicinskych oblastech imunologie,
molekulové biologie a genetiky nam dava pomérné solidni predstavy o
imunopatogenetickych mechanismech téchto nemoci. Dale také piinasi zdokonalovani
laboratornich diagnostik téchto onemocnéni. Avsak, i pies zdokonalovani v téchto
oblastech, se bohuzel neobjevuje vyznamny pokrok v 1é¢bé. Ve vétsin€ piipadi nezbyva
nez se pokouset tlumit jen poSkozujici zanét. (Krejsek, 2004)

Na autoimunitni imunopatologickou reaktivitu nahlizime v souc¢asné dob¢ jako

na multifaktorialni, vicestupnovy a dlouhodoby proces. Tedy k poruse autotolerance je
potteba nekolika faktord, a to vnitinich ¢i vnéjSich. (LukeSova, 2016)

Vedle genetické predispozice jedince, ktera je uréena piedevsim polymorfismem
nekterych genetickych systémi, také velkou roly hraji infekéni agens. Ty mohou
plisobit cestou molekulovych mimikri! nebo ve vétsi mife uvoliiovat autoantigeny.
(Krejsek, 2004)

4.1 Faktory vnitini

Pro ucast genetickych faktorti svéd¢i pomérné vysoka shoda vyskytu choroby u
jednovajecnych dvojcat, kterd se vyskytuje mezi 25 a 70 % u riznych autoimunitnich
onemocnéni. (Hotejsi, 2017)

Nejc¢astéjsim vnitinim faktorem ovlivitujicim vznik a pribéh autoimunitnich
onemocnéni patii asociace s HLA systémem. U fady chorob se vyskytuje asociace

s uréitym haplotypem nebo ur¢itymi alelami HLA T a II. tfidy. U mnoha riznych
autoimunitnich chorob je pozorovana asociace se stejnym alotypem HLA, coz
nasvédcuje tomu, ze je dédicny pouze sklon k onemocnéni, které je nadéale vyvolano
jinymi konkrétnimi podminkami. (Hotejsi, 2017)

Dal$i moznosti byva polymorfismus genti kodujici cytokiny. Autoimunitni onemocnéni
V tomto piipadé miZe vyvolat nadbytek nebo deficit urcitého cytokinu, nejspise proto,
ze dojde k poruse regulace podtypti T lymfocyti.

Polymorfismy nebo genové mutace v genech regulujicich apoptozu a aktivacni prah
bun€k mohou byt dalsim divodem. V tomto piipadé dochazi k mutaci genu kodujici
molekuly, které jsou soucésti procesu apoptdzy (Fas, FasL,..) a tim dochazi

k nedostatecné regulaci a ukonceni imunitni reakce. (Hotejsi, 2017)

4.2 Faktory vnéjsi

U dnesni populace nejvyznamnéj$im vnéjSim faktorem je hlavné stres, a vSak se dale
nejvice uplatituji infekce, 1€ky, jiné chemikalie a UV zéfeni. Infekcim je pfisuzovan
nejveétsi podil na indukci k autoimunitnim porucham, i kdyz zadné konkrétni infekéni
agens nejsou zcela spojovani s urcitou autoimunitni chorobou. (Hoftejsi, 2017)

! Molekularni mimikry (antigenni mimikry) je napodobovani jedné molekuly molekulou jinou. To se
muze stat ndhodou, ale mnohdy dochazi k tomuto jevu u molekul nékterych parazit ktefi tak napodobuji
molekuly svého hostitele a unikaji tim jeho imunitni obrang. (Cammack, 2006)

13


https://cs.wikipedia.org/wiki/Parazitismus
https://cs.wikipedia.org/wiki/Hostitel
https://cs.wikipedia.org/wiki/Imunita_(biologie)

4.3 Rozdéleni autoimunitnich onemocnéni

Autoimunitni onemocnéni lze zhruba rozdélit na systémova, organové lokalizovand a
organove specifickd autoimunitni onemocnéni. Hranice mezi t€émito skupinami neni
vSak ostra. U jednoho jedince se v disledku selhani mechanismi tolerance mohou
manifestovat rizna autoimunitni onemocnéni (systémova, organove specifickd i
lokalizovand) bud’ sou¢asné nebo postupné béhem vyvoje onemocnéni. Celkovy vyskyt
autoimunitnich onemocnéni v populaci je kolem

5-7 %. (Hotejsi, 2017)

4.3.1 Systémova autoimunitni onemocnéni

U systémovych autoimunitnich onemocnéni je autoimunitni reakce namitena proti
konzervovanym strukturam jadernych a dalSich organové nespecifickych antigen.
Uplatiiuje se zejména imunokomplexovy typ poskozeni tkani a postihuje celé télo.
Typickym ptikladem této skupiny je systémovy lupus erythematodes, revmatoidni
artritida nebo systémova sklerodermie. (Hotejsi, 2017)

4.3.2 Organové specificka autoimunitni onemocnéni

Jedna se o choroby, na nichz se podileji imunopatologické mechanismy, které vedou
K postizeni vétsinou jednoho organu a jsou navic provazeny fadou systémovych
ptiznakt a Castym vyskytem orgadnové nespecifickych autoprotilatek. Autoprotilatky
mohou mit diagnosticky, avSak obvykle nepatogeneticky vyznam. Do této skupiny
spadaji nespecifické stfevni zanéty jako je naptiklad ulcerdzni kolitida a Crohnova
nemoc, dale pak celiakie, autoimunitni hepatitidy nebo fibroza plic. (Hotejsi, 2017)

4.3.3 Organové specificka autoimunitni onemocnéni

Tyto choroby zptsobuji poskozeni tkani, které vyvolavaji autoreaktivni T lymfocyty,
nebo autoprotilatky, které maji cytotoxicky ucinek nebo ovliviiuji funkci cilové
struktury. Ve vétSing piipadu se kombinuji humoralni i buné¢né autoimunitni reakce.
Pfitomnost autoprotilatek se na rozdil od autoreaktivnich T lymfocytl urcu;ji laboratorné
Iépe, a proto jsou dilezitym diagnostickym znakem. Vsak u nékterych chorob pievazuji
bunécné mechanismy autoimunity bez vyraznéjsi produkce autoprotilatek jako
napiiklad u demyeliniza¢nich onemocnéni CNS typu roztrouSené sklerdzy. DalSim
typickym onemocnénim spadajici do této skupiny chorob je naptiklad Hashimotova
thyreoiditida, Gravesova-Basedowova nemoc, autoimunitni polyglandularni syndromy
nebo autoimunitni poruchy produkce a syndrom pied¢asného ovariélniho selhani.
(Hoftejsi, 2017)
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5. Vitiligo

Vitiligo je onemocnéni, které je spojeno s poruchou melanocytti, ve kterych se vytvari
pigment. V disledku se na kiizi objevuji bilé skvrny. Vitiligo se zacina projevovat
nejcasteji v puberté a mezi 20. — 30. rokem, ale mize se objevit v jakémkoli véku. Ma
tendenci se postupem ¢asu zvétSovat, pricemz veEtsi ¢asti kize ztraceji pigment. Nékteti
lidé s vitiligem maji ztraty pigmentu i v oblasti hlavy nebo na pokoZzce, coz zpusobuje
ztratu pigmentu vlasu. (Boissy, 2009) (obrazek 2)

Obrazek 2 Vitiligo ve vlasech (zdroj: vlastni)

Vyzkumnici identifikovali nékolik forem vitiliga.

Generalizované vitiligo (nazyvané téZz nesegmentalni vitiligo) je nejéastéjsi formou
zahrnujici ztratu pigmentu (depigmentace) v ¢astech pokozky po

celém téle. Depigmentace se obvykle vyskytuje na obli¢eji, krku a pokozce hlavy a
kolem t€lnich otvort, jako jsou uUsta a genitalie. Nékdy se pigment ztraci i ve sliznicich,
jako napftiklad na rtech. Ztrata pigmentace je také ¢asto pozorovana v oblastech, které
maji tendenci zazivat tfeni, narazy nebo jiné trauma, jako jsou napiiklad ruce, paze a

mista, kde jsou kosti blizko k povrchu kiize (kostnaté prominence). (Richmond, 2013)

Dalsi forma nazyvana segmentalni vitiligo je spojena s malymi loZisky depigmentované

kuze, ktera se objevuji jen na jedné strané t€la v omezeném prostoru. Tento typ se
vyskytuje u asi 10 % postizenych jedinct. (Richmond, 2013)

Vitiligo je obecné povazovano za autoimunni poruchu. Autoimunitni poruchy
znamenaji, ze imunitni systém napada vlastni tkan¢ a organy téla. U lidi s vitiligem
imunitni systém napada pigmentové buiiky (melanocyty) v kzi. Asi 15 az 25 % lidi

s vitiligem je také postizeno alespon jednou dal$i autoimunitni poruchou, zejména
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autoimunitni poruchou stitné zlazy, revmatoidni artritidou, diabetem 1.typu, psoriazou,
pernicidézni anémii nebo systéemovym lupusem erythematodeem. (Richmond, 2013)

Pii absenci jinych autoimunitnich onemocnéni nema vitiligo vliv na celkové zdravi
nebo fyzickou funkci. Avsak obavy tykajici se vzhledu a etnické identity jsou pro
mnohé postizené osoby po psychické strance nebezpecnéjsi. (Richmond, 2013)
5.1 Frekvence

Vitiligo je béZzna porucha, ktera postihuje 0,5 az 1 % obyvatelstva po celém

sveéte. Zatimco tento stav muze byt vyrazng&jsi u lidi s tmavou pleti, vyskytuje se

s podobnou frekvenci ve vSech etnickych skupinach. (Boissy, 2009)

5.2 Pridiny

Rozdily ve vice nez 30 genech vyskytujicich se v riiznych kombinacich byly spojeny se
zvySenym rizikem vzniku vitiliga. Nejéastéjsi z téchto gent jsou

FOXD3, NLRP1 a PTPN22 . (JIN, 2012)

FOXD3 gen je regulatorem diferenciace melanoblastii a naznacuje, Ze zvySena
transkrip¢ni aktivita poskytovana variantou promotoru mize potlacit nebo zmenit
diferenciaci melanoblastli u téchto pacienti. (Alkhateeb, 2005)

NLRP1 gen poskytuje instrukce pro syntézu proteinu, ktery se podili na imunitni
systému a pomaha regulovat proces zanétu. Zanét nastava, kdyz imunitni systém vysle
signaliza¢ni molekuly a bilé krvinky do mista zranéni nebo nemoci, kde bojuji proti
mikrobialnim Uto¢niktim a usnadniuji regeneraci tkani. Té€lo pak inhibuje zanétlivou
odpoveéd, aby zabranila poskozeni vlastnich buné¢k a tkani. (Spritz, 2011)

PTPN22 gen poskytuje instrukce pro syntézu proteinu, ktery pomaha kontrolovat
aktivitu bun€k imunitniho systému. (Spritz, 2011)

Studie naznacuji, ze varianty fady dalSich gent také ovliviiuji zvySeny

vyskyt vitiliga. Mnoho z téchto genti se také podili na funkci imunitniho systému nebo
na funkci a variaci melanocytii. Nékteré z genovych zmén spojené se zvySenym
rizikem vitiliga byly také spojeny se zvySenym rizikem dalSich autoimunitnich stavi.
(JIN, 2012)

Neni jasné, jaké konkrétni okolnosti zpusobuji, Ze imunitni systém napada melanocyty
v ktizi. Vyzkum naznacuje, Ze imunitni systém postizenych jedinci mlize abnormalné
reagovat na melanocyty, které jsou zdiraznény faktory, jako jsou chemické latky nebo
ultrafialové zareni. Navic melanocyty lidi s vitiligem mohou byt vice nachylné na stres
nez melanocyty zdravé populace, a proto mohou byt pravdépodobnéji napadeny
imunitnim systémem. Stav je pravdépodobné vysledkem kombinace genetickych a
environmentalnich faktord, z nichz vétSina nebyla identifikovéna. (JIN, 2012)
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5.3 Dédic¢nost

Bylo zjisténo, ze 20-30 % pacientt s diagndzou vitiliga ma k nemoci genetické
predispozice. Statistiky vSak ukazuji, ze pouhych 5-7 % osob, jejichz rodice trpi
depigmentaci, touto chorobou trpi také. Vzhledem k tomu, Ze depigmentace se
vyskytuje hlavné u osob, v jejichz rodinach tyto tendence vysledovat nelze, tedy neni
mozné jednoznaén¢ prohlasit, Ze se jedna o chorobu dédi¢nou. (Spritz, 2011)

5.4 Chromosomalni umisténi
Cytogeneticka lokace: 1p31.1
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Obrazek 3 Umisténi FOXD3 genu na chromosomu (zdroj: omim.org)
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6. Vitiligo — probandi

6.1 Proband ¢islo 3

6.1.1 Rodokmen
V rodiné€ probanda ¢islo 3 se nevyskytoval Zadny ¢len rodiny, ktery by trpél timto
onemocnénim. Tudiz se vylucuje ptfima dédicnost.

6.1.2 Priznaky

Od utlého détstvi jako pravou zrzku ji naopak doprovazela nadmérna pigmentace po
celém téle. Kolem 50. roku nastal tzv. pfechod a tim spousty doprovazejicich ptiznaki.
Jako prvni se zacala objevovat ustupujici pigmentace na rukou i nohou, po ¢ase
pigmentace ustoupila na celém téle. Kvili rychlému nabirani vahy ji doktor poslal

na endokrinologii a nakonec se potvrdila hypofunkce §titné zlazy. To potvrzuje
teoretickou cast (viz. vyse), ve které se piSe, Ze vitiligo €asto doprovazi i jiné
autoimunitni onemocnéni.

Obrazek 4 Proband ¢&.3 (zdroj: vlastni)

6.1.3 Lécba
Uziva Euthyrox na §titnou Zlazu, ale u dermatologa nebyla, a tak skvrny nikdy nijak
nelécila. Lécba §titné z1azy nijak rychlost ztraty pigmentu neovlivnila.
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6.2 Proband ¢islo 4

6.2.1 Rodokmen

V rodiné probanda ¢islo 4 vitiligem trpél jeho otec, ktery onemocnéni zdédil po své
matce. Proband mé dv¢ déti. Prvni dité (5 let) zatim zadné projeveni onemocnéni nema.
Druhému ditéti (2 roky) se vitiligo jiz objevilo.

oL
—HMO ...
[1O— HO
[1—- o— |

ebez vyplné - zdravy O zena
*vyplii - nemocny O muz

Rodokmen proband ¢.4

Obrézek 5 Rodokmen proband ¢.4 (zdroj: vlastni)

6.2.2 Ptiznaky

Od narozeni mé bilé skvrny po celém téle. Od 6 let do 15 let skvrny byly stabilni.
Od dospivani se depigmentace zacala rozsifovat.

Pied nékolika lety se probandovi stala nehoda, kdy mu vybouchl kanystr s benzinem
do obli¢eje. Od zahojeni popalenin, vlasy dorostly barevné, ale na kiizi se mu

Obréazek 6 Proband ¢.4 (zdroj: vlastni)

6.2.3 Lécba
Uz od détstvi chodil k dermatolozce, ktera predepisovala rizné masti. AvSak 1écba

nebyla uspésna.
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7. Morbus darier
Choroba kuze je charakterizovana bradavicovitymi viidky na téle. Viidky jsou obvykle

nazloutlé barvy, jsou citlivé na dotek, mirn¢ mastné a mohou vydavat silny

zapach. NejéastéjSimi misty pro postizeni jsou ¢elo, paze, hrudnik, zada, kolena a

lokty. Sliznice mohou byt také postizeny, nej¢astéji na jazyku, tvatich, dasnich a v

krku. Dalsimi znaky Darierovy choroby jsou abnormality nehtd, jako jsou cervené a bilé
pruhy s nepravidelnou strukturou, suché loupavé dlan¢ a chodidla. (Burge, 1992)

Bradavicové viidky se obvykle objevuji v pozdnim détstvi az do rané

dospélosti. Zavaznost onemocnéni se méni ¢asem. Mnozstvi viidkd se méni.

U postizenych lidi se stfida obdobi, kdy maji viidkt méné ¢i vice. Vzhled viidka je
ovlivnén faktory okolniho prostedi. Vétsina lidi s Darierovo chorobou v 1ét€ ma horsi
pribéh, kdyz jsou vystaveni teplu a vihkosti. UV svétlo, drobné zranéni, tieni i poziti
nékterych 1éku také mize zptsobit narust. (Castory, 2009)

PiileZitostné mohou mit lidé s Darierovou chorobou neurologické poruchy, jako je
mirna intelektudlni porucha, epilepsie nebo deprese. Zjistény byly i poruchy uceni a
chovani. Védci vSak nevédi, zda jsou tyto poruchy, které jsou bézné i u obecné
populace, spojeny s genetickymi zménami zpusobujici Darierovu chorobu, nebo jsou-li
nahodné. Nékteii védci se domnivaji, ze problémy s chovanim mohou byt spojeny se
spolecenskym stigmatem lidi s Cetnymi poSkozenimi na kizi. (Kennedy, 1995)

Onemocnéni ma vice znamych forem.
Lineérni (segmentalni) forma je charakterizovana vadami na lokalizovanych oblastech

pokozky. Viidky nejsou tak rozsitene jako u typické Darierové nemoci. Nékteti lidé

s linearni formou, maji abnormality nehtd, které se vyskytuji u lidi

s klasickou Darierovou chorobou, ale tyto abnormality se vyskytuji pouze na jedné
strang téla. AvSak linearni forma je zptisobena genovymi mutacemi ATP2A2, které jsou
ziskany béhem Zivota ¢loveka a jsou pfitomny pouze v urcitych buikach. Tyto
somatické mutace nejsou dédény. Domnivame se tak, protoze nejsou zndmy Zadné
ptipady lidi s linearni formou, ktera by byla dédéna. (Castory, 2009)

7.1 Frekvence

Celosvétova prevalence Darierovy choroby neni zndma. Prevalence Darierovy

choroby se odhaduje na 1 z 30 000 lidi ve Skotsku, 1 ze 36 000 lidi v severnim Anglii a
1 ze 100 000 lidi v Dansku. (Kennedy, 1995)

7.2 PFiciny

Mutace v genu ATP2A2 zptsobuji Darierovu chorobu. ATP2A2 gen reguluje produkci
enzymu, ktery ma zkratku SERCA2. Tento enzym ptisobi jako ¢erpadlo, které pomaha
fidit hladinu iontd vapniku uvnitt bunck, zejména v endoplazmatickém retikulu a
sarkoplazmatickém retikulu. Endoplazmatické retikulum je struktura uvniti bunky, ktera
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se zabyva zpracovanim a transportem bilkovin. Sarkoplasmatické retikulum je struktura
ve svalovych burikach, ktera pomaha se svalovou kontrakci, uvoliiovanim a ukladanim
vapenatych iontl. Ionty vapniku ptisobi jako signaly pro velké mnozstvi aktivit, které
jsou dulezité pro normalni vyvoj a funkci bunék. SERCA2 umoziuje iontim vapniku

proniknout do buiiky a vystupovat z buriky v reakci na signaly bunky. (Burge, 1992)

Mutace v genu ATP2A2 vedou k nedostatecnému mnozstvi funkéniho enzymu
SERCAZ2. Nedostatek enzymu SERCA2 snizuje hladinu vapniku v endoplazmatickém
retikulu, coz zpiisobuje jeho dysfunkci. SERCA2 je vyplavovan do celého téla, neni
vsak jasné, pro¢ zmény v tomto enzymu ovliviiuji pouze pokozku. Néekteti vyzkumnici
poznamenavaji, ze kozni buniky jsou jedinymi typy bunék, které¢ exprimuje SERCA2,
ale nemaji "zalozni" enzym pro transport vapniku. Tato zavislost na enzymu SERCA2
muze zpusobit, Ze kozni bunky jsou obzvlasté citlivé na zmény v tomto enzymu.
(Sakuntabhai, 2000)

7.3 Dédicnost

Onemocnéni se dédi autozomalné dominantné vazané na X. To znamena, Ze jedna kopie
zménéného genu v kazdé bunce je dostate¢na k tomu, aby zpusobila poruchu a mtze

onemocnét, jak Zena, tak i muz. (Burge, 1992)

V nékterych ptipadech postizena osoba dédi mutaci jednoho postizené¢ho rodice. Jine
pfi¢iny mohou byt disledkem novych mutaci v genu. Tyto piipady se vyskytuji u osob,
které nemaji v rodiné poruchu. (Burge, 1992)

Linearni forma onemocnéni Darier neni obecné dédi¢na, ale vychazi z mutaci

Vv bunikéch téla, které se objevuji po poc¢ate¢nim pohledu. Tyto zmény se nazyvaji
somatické mutace. (Castory, 2009)

7.4 Chromosomalni umisténi

Cytogeneticka poloha: 12g24.11
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Obrazek 7 umisténi ATP2A2 genu na chromosomu (zdroj: Omim.org)
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8. Morbus darier — probandi

8.1 Rodokmen:
Proband ¢islo 1 zdédil toto kozni onemocnéni po svém otci, ktery onemocnéni ziskal

od své matky. Onemocnéni se dédi dominantné vazané na X. Dle Mendela (viz.
Tabulka 1)

Tabulka 1 X-vazana dédiénost

b4 Y
X XX XY X — Dominantni alela
X XX XY X —recesivni alela

(zdroj: vlastni)
Je 50 % pravdépodobnost, Ze onemocni jeden syn/dcera ze dvou.

Proband ¢islo 1 ma dva syny. Jeden syn je zdravy a druhy je probandem Ccislo 2, ktery
onemocnénim trpi.

Po del§im zkoumani rodiny, tudiz i osob zemfelych, jsme zjistili, Ze Proband ¢islo 1,
mél i bratra postizeného timto onemocnénim. Bratr mél dceru a syna. Onemocnéni
zdédila jen dcera, kterd mé dceru, ta je vSak bez ptiznakd.

‘ Rodokmen probandii €. 1 a 2

—_

~g Proband &.1

O' | Proband ¢.2 .

O —@ W O
| I

ebez vyplné - zdravy O 7ena
®vypli - nemocny [ muz

Obrazek 8 Rodokmen proband ¢&.1, 2 (zdroj: vlastni)

8.2 Priznaky:

Prvnim ptiznakem je zarudnuti postizeného mista, kde se vytvoii pupinek podobny
akné, ktery nasledné praskne a rozsiii se do okoli klize. RozSifovani viidku také
napomahd poceni a obyc¢ejné myti.

Proband ¢islo 1: Prvni znamky podivnych ttvarti na kizi zpozorovala ve svych 17
letech, kdy si myslela, Ze jde o obyc¢ejnou bradavici (jako v mnoha ptipadech).

Az druhy Iékaft ji potvrdil toto onemocnéni a piipravil ji na to, ze ji to bude doprovazet
cely zivot. Po 30. roce se zacalo onemocnéni zhorSovat a tim roz$ifovat po téle.
Takovouto mirou onemocnéni trpi do ted’.
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Proband ¢&islo 2: Na rozdil od své matky zacal své priznaky pozorovat uz v 6 letech.
Ptes pubertu mél onemocnéni stale v malé mife. Po 30 roce se viidky rozsifili uz
po celém téle jako u matky a trva to do ted.

Obréazek 9 Proband ¢.1 oblast zad a biicha (zdroj: vlastni)

8.3 Lécba:

Viidky ¢asto hnisaji a také zapachaji, proto 1ékafi asto voli 1écbu pomoci antibiotik
rozpusténych v masti. Viidky zacinaji pomalu usychat a stavaji se z nich strupy, které
po ¢ase odpadnou. I pfes to, Ze se rana zcela zahoji, zCervenani neustupuje.

Obrézek 10 postiZena x zahojena oblast (zdroj: vlastni)
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8.4 Potvrzujici pribéh obecného teoretického popisu:

,Jednoho horkého dne, jsme se s prateli vydali k vodé. Cely den jsem stravila

na sluni¢ku a uz po n¢kolika hodinach jsem se necitila dobfe. Kazi uz jsem méla
zC¢ervenalou a zacinala svédit. Kvuli pratelim jsem jesté vydrzela néjakou chvili a
potom jsme se vydali domu. Béhem cesty svédéni a bolest byli velmi neptijemné.
Cestou jsme mijeli teplé 1é¢ivé prameny a kamaradka dostala napad, abychom se tam
zastavili. Pry bude dobré pro moji pokozku a ulevi se mi, souhlasila jsem. Z prament uz
jsme automaticky jeli na pohotovost do nemocnice, kde mi dali infuzi s antibiotiky a
analgetika. Nastésti do druhého dne zabrali a mné¢ se ulevilo.*

Jeji ptibeh potvrzuje Spatny vliv slunce a horké vody na poskozenou pokozku.
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9. Metodika
Pro nasi praktickou ¢ast jsme nejprve potiebovali ziskat DNA probanda, kterou jsme
ziskali z bukdlniho stéru.

9.1 Izolace DNA
Pted samotnou izolaci jsme si pfipravili 12 mikrozkumavek o objemu 2 ml, které jsme
vlozili do laminarniho boxu a nechali sterilizovat UV svétlem. Dale jsme si nahtali

vodni lazeni na 56 °C, rozpustili proteinazu a piidali ethanol do promyvaciho roztoku
(AW1 a AW2).

Do sterilnich mikrozkumavek jsme pomoci sterilnich ntizek odsttihli vytérovy tampon
z bukalniho stéru probanda, pfidali 200 ul PBS a kratce zvortexovali, stocili.

Dale jsme piidali 20 ul QIAGEN proteinazy K a 360 ul pufru AL a opét jsme
mikrozkumavku zvortexovali a sto¢ili. Vzorek jsme dali inkubovat pii teploté 56 °C
po dobu 15 minut a kratce jsme ho stocili. Steriln¢ jsme vyndali tampdn a ptidali

k nému180 ul 96 % ethanolu. Dale zvortexovali a stocili alespon 3x za sebou.

Vzorek jsme z mikrozkumavky piepipetovali do ozna¢ené QIAamp spin kolonky,
uzavieli jsme ji vickem. V Centrifuze jsme tocili kolonku 1 minutu pii 8000 rpm a
filtrat i se zkumavkou jsme vyhodili. (Do jedné kolonky jsme ptelili 3 vzorky od
jednoho pacienta pro vétsi kone¢nou koncentraci DNA).

Kolonku jsme vlozili do nové kolekéni zkumavky a piidali k ni 500 ul promyvaciho
pufru AW1, centrifugovali po dobu 1 minuty pii 8000 rpm. Filtrat jsme vylili a kolonku
vlozili zpét do kolekéni zkumavky. Dale jsme na kolonku ptidali 500 ul AW?2 pufru a
centrifugovali 3 minuty pii 14 000 rpm. Filtrat jsme vylili a kolonku vlozili zpét

do kolek¢ni zkumavky. Zkumavku jsme vlozili do centrifugy a sto€ili ji 1 minutu

na maximalni otacky.

Kolonku jsme ptesunuli do 1,5 ml zkumavky oznacené Stitkem s ¢islem vzorku a
kolekéni zkumavku s filtratem jsme vyhodili. Pfidali jsme 50 ul AE a inkubovali

5 minut pfi pokojové teploté. Vzorek jsme centrifugovali pii 8000 rpm 2 minuty.

Nakonec jsme roztok DNA znovu prepipetovali na kolonku, 5 minut inkubovali a
2 minuty centrifugovali pfi 8000 rpm.

Zkumavku s vyizolovanou DNA jsme skladovali pii teploté -20 °C.

9.2 Precipitace DNA

Do izolované DNA jsme napipetovali 40 pl octanu sodného (3 M) a 900 pl
ptedchlazeného absolutni etanolu. Zkumavky jsme nasledné zvortexovali a kratce
stocili v centrifuze. Pro zvySeni G€innosti jsme zkumavky inkubovali nejméné 1 hodinu
v -20 °C. Zkumavky jsme poté stocili v centrifuze pti 13 000 rpm po dobu 20 minut.

Po stoceni jsme vylili supernatant a piidali stejny objem 75 % etanolu. Zkumavky jsme
opét centrifugovali pti 13 000 rpm po dobu 5 minut. Opét jsme vylili supernatant a
zbytek etanolu jsme odpipetovali pipetou. Pro lepsi odpateni etanolu jsme zkumavky
vlozili do pfedem vyhtatého inkubatoru. Inkubator jsme nastavili na 37 °C a zkumavky
jsme inkubovali po dobu 30 minut. Do kazdé zkumavky jsme pipetou piidali 15 pl
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vody, tim jsme rozpustili ziskany sediment. Ditkladné jsem zkumavky zvortexovali a
kratce stocili v centrifuze.

9.3 Meéieni koncentrace DNA
Koncentraci DNA jsme méfili na Colibri Microvolume Spectrometer. Méfili jsme 1 ul
DNA proti TE pufru.

Tabulka 2 Koncentrace DNA

Proband é.1 é.2 é3 ¢4
koncentrace | 13,4 | 15002 | 61,30 57,75
(ng/ul)

(zdroj: vlastni)

9.4 Elektoforéza
Separa¢ni metoda zalozena na rozdilné pohyblivosti slozek vzorku v elektrickém poli.
Vzorek se separuje do gelu na zékladé jeho molekularni hmotnosti.

Ztedili jsme TBE pufr v poméru 9:1 destilovanou vodou, abychom ziskali 1 % pufr.

Pro nase ucely jsme natedili 0,5 1 pufru. Navazili jsme si 1,5 g agarozy a kvantitativné
ptevedli do earlenovy baiiky spolu se 100 ml pufru. Roztok jsme zahtivali v mikrovinné
troubé, dokud se agardza pIné nerozpustila. Zahtaty gel jsme schladili pod tekouci
vodou na 70 °C a pridali do n&j 4 ul ethydium bromid (pracovali jsme v rukavicich a

s peclivosti, protoze ethydium bromid je vysoce karcinogenni latka). Tekuty gel jsme
vylili do formy na gel s hfebinkem pro vytvoieni uréitych pozic pro umisténi vzorku.

RozmraZenou DNA jsme parkrat za sebou zvortexovali a stocili. Na parafinovy papir
jsme napipetovali 4 ul Loading buffer a k ni 4 ul vzorku DNA. Pomoci pipety jsme
modf a DNA smichali opétovnym nasatim a vypusténim a poté napipetovali na gel. Gel
jsme piesunuli do elektroforetické vany a nalili do ni dostate¢né mnozstvi pufru. Vanu
jsme zavteli vikem a napojili elektrody. Zdroj jsme nastavili na 80 V a 30 minut.

Hotovy gel jsme piesunuli na UV lampu, vyfotografovali a upravili pomoci
pocitacového programu UVITEC.

Obréazek 11 Elektroforeogram DNA (zdroj: vlastni)

26



9.5 NavrZeni primeri
Nejprve jsme museli najit vySetfovany gen v internetové databazi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. V naSem ptipad¢ se jednalo o 2 geny.

FOXD3 - pro vySetieni mozné mutace v tomto genu kvuli genetické poruse vitiligo

ATP2A2 - pro vySetieni mozné mutace v tomto genu kvuli genetické poruse Morbus
Darier

Do vyhledavace v internetové databazi jsme zadali vyhledavany gen s podminkou, ze
hledame ,,nukleotid* a zjistujeme ho u ,,homo sapiens*. Nalezeny gen jsme si zobrazili
v grafické podob¢, abychom Iépe vidéli velikost exonu, se kterym budeme nadale
pracovat. (Exon je na grafu vyznaceny Cernou barvou).

Homo sapiens forkhead box D3 (FOXD3), RefSeqGene on chromosome 1

|

NCBI Reference Sequence: NG_012220.1 ;
GenBank FASTA l
|

Link To This View | Feedback
! 500 T 1500 2§ 2,500 3K 3,500 4 4,500 SK 5500 =T 5,500 7 500 8¥ 8,500 J’Jq
== = |
= NG_012220.1 * | Find: v D& (I @ M= T A Tools v | ¥ Tracks » @ i
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, G L O 3 RO .. SRS . IR, .. SO i, SO L. OO o PO ., SO o SN L., OO . L 2. oo
- - . ——r - - - e - - !
mo sapiens Annctation Release
|
1
|
|
1 |
i ' |
-1 R 21635
i -
I —— i 1216341 I
FOND3 T S
I Ly ¢ 2 —
S e i 1 e e 1 8 1 11
NP_036315.1 |
1 |
[Alignments - Reference transcript alignments
K191 1
> Al 1
[s@0 |1k _jisea |2k 2.500 £l [3.500 4K {4580 5K (5508 6K 6500 7K |7500 |8k |ssen 9eeq
NG_012220.1: 1..9.1K (9.1Kbp) £ Tracks shom: 511 !

Obrazek 12 Graficka podoba genu FOXD3 (zdroj: vlastni)

Dale jsme si zobrazili sekvenci exonu. Celou sekvenci jsme si zkopirovali do programu
Microsoft Word a dusikaté baze jsme rozdélili na mensi ¢asti. Ke kazdé ¢asti jsme
ptidali ¢ast sekvence z predeslé ¢asti exonu (oznaceny zlut€) kvili naslednému postupu
ziskani primert (viz. niZze). U prvni a posledni ¢asti jsme piidavali dusikaté baze

z intronové ¢asti genu (oznaceny malymi pismeny).
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

FOXD3 -exon 1

1. ¢&ast
ccctgagceteegtggcagecceccgaacaccctcatcgeecgcetgeecccteeccgecgecgetaccaaccecgaggagggATGA
CCCTCTCCGGCGGCGGCAGCGCCAGCGACATGTCCGGCCAGACGGTGCTGACGGCCC
GAGGACGTGGACATCGATGTGGTGGGCGAGGGCGACGACGGGCTGGAAGAGAAGG
ACAGCGACGCAGGTTGCGATAGCCCCGCGGGGCCGCCGGAGCTGCGCCTGGACGA
GGCGGACGAGGTGCCCCCGGCGGCACCCCATCACGGACAGCCTCAGCC G eeecAce
AGCAGCCCCTGACATTGCCCAAGGAGGCGGCCGGAGCCGGGGLCCGGACCGGGGGE
CGACGTGGGCGCGCCGGAGGCGGACGGCTGCAAGGGCGGTGTTGGCGGCGAGGAG
GGCGGCGCGAGC
GGCGGCGGGCCTGGCGCGGGCAGCGGTTCGGCGGGAGGCCTGGLCCCCGAGCAAGC
CCAAGAACAGCCTAGT

2. Cdast
GGCCCCGAGCAAGCCCAAGAACAGCCTAGTGAAGCCGCCTTACTCGTACATCGCCGC
TCATCACCATGGCCATCCTGCAGAGCCCGCAGAAGAAGCTGACCCTGAGCGGCATC
TGCGAGTTCATCAGCAACCGCTTCCCCTACTACAGGGAGAAGTTCCCCGCCTGGCA
GAACAGCATCCGCCACAACCTCTCACT

3. ¢ast
ACAGCATCCGCCACAACCTCTCACTCAACGACTGCTTCGTCAAGATCCCCCGCGAG
CCGGGCAACCCGGGCAAGGGCAACTACTGGACCCTGGACCCGCAGTCCGAGGACA
TGTTCGACAACGGCAGCTTCCTGCGGCGCCGGAAACGCTTCAAGCGCCACCAGCAG
GAGCACCTGCGCGAGCAGACGGCGCTCATGATGCAGAGCTTCGGCGCTTA

4, ¢&ast
ATGCAGAGCTTCGGCGCTTACAGCCTGGCGGCGGCGGCCGGLGLCCGLCGGGACCCTA
CGGCCGCCCCTACGGCCTGCACCCTGCGGCGGCGGLCCGGTGCCTATTCGCACCCGG
CAGCGGCGGCGGCCGCGGCTGCTGCGGCGGCGCTCCAGTACCCGTACGCGCTGCCG
CCGGTGGCACCGGTGCTGCCTCCCGCTGTGCCGCTGCTGCCCTCGGGCGAGCTGGG
CCGCAAAGCGGCCGCCTTCGGCTCACAGCTCGGCCCGGGCCTGCAGLCTGCAGCTCA
ATAGCCTGGGCGCCGCCGCGGCCGCTGCGGGCACAGCGGGCGCCGCGGGCACCAC
CGCGTCGCTCATCAAGTCCGAGCCAAGCGCGCGGCCGTCGTTCAGCATCGAG

5. ¢ast
CCGTCGTTCAGCATCGAGAACATCATAGGTGGGGGCCCCGCGGCTCCTGGGGGCTC
GGCGGTGGGCGCTGGGGTCGCCGGCGGCACTGGGGGTTCAGGGGGCGGCAGCACG
GCGCAGTCGTTTCTGCGGCCACCCGGGACCGTGCAGTCGGCAGCGCTCATGGCCAC
CCACCAACCGCTGTCGCTGAGCCGGACGACTGCCACCATCGCGCCCATTCTTAGCG
TGCCACTCTCCGGACAGTTTCTGCAGCCCGCAGCCTCGGCCGCCGCCGCTGCTGCG
GCCGCCGCTCAAGCCAAATGGCCGGCGCAATAGGGACGCGCCAATGGCCGGGACC
CAGGGTCCGGCGGCGGCCTCGAGCAACAAATGCACCTCCAGGCTGCGCGCCCTGTC
CCAAGCCCGGTCCCGGTCCCGCTGCCCAATCCTGGACTCTGCCTCTCCCCAATTTCC
TTTCCCCTGAGCCCCCAACGCCTACCTTCCGCGGCCTCCATCCCCTCGCGCACACCT
AAGCTGGTCGAGCAAACT

6. Ccast
AAGCTGGTCGAGCAAACTCACCGCGCGCCCGCCGGGGATAGCTTTCCATACAGGTA
AAACCGAAAACCGAATTTTCCAAAAATGCACCCCGACGGCGCCTGCTCTTAGTACC
GTGGGGATGGGAGGGAAATTCTTTGTATATATTTGTAAAAAAATTATTGACTTTCCT
TTTGGGGTTTTTATTTTTTTAAGAAAAAACAAATTCCGTAGATTTAGAGCTCTGAAC
TTTCATTTTTTTTGAAGGTTCACTCTCCGAAGTTTTATCTGAGAAAAGAATGTATAG
AGACGTTGGGAGATTTTAAATATAAAAAATTTTCAAAAAGGCAAAAAGTGTCATTC
TATTATAAAAGTCTGTTTATATATGAATGAATATATATGGTATTCTAAATGTTATTC
CATCGTGTTGTACACAACTTTGTAAATAAATTTTTAAAATGCCcagcctagtgttttatttagttgtct
gaagtaaatggcaagatttttaaatggtatttatttgccttttctc
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Kazdou ¢ast jsme zkopirovali do programu Primer-BLAST, ktery jsme nasli ve stejné
internetoveé databazi.

Primer-BLAST

Je vefejny program, ktery pomaha uzivatelim navrhnout své cilové specifické
primery. Primer-BLAST nabizi flexibilitu pro pfizpusobeni potiebam rtiznych navrhi
vlastnich primert. Uzivatelé mohou bud’ navrhnout nové primery nebo zkontrolovat
specifi¢nost jiz existujicich primert. Ma schopnost umistit primery na zaklad¢ hranic
exont / intronti a umisténi SNP. (Jian Ye et al., 2012)

Program Primer-BLAST se sklada z modulu pro generovani dvojic kandidatskych
primert a modulu pro kontrolu cilové specificnosti generovanych para primerti. Pouziva

se k vytvoreni kandidatnich part primerd pro danou templatovou sekvenci. (Jian Ye et
al., 2012)

Postup pro navrzeni primert v Primer-BLAST

Hlavni strana se sklada z n¢kolika sekci, kde uzivatelé mohou vlozit Sablonu PCR nebo
jiz existujici primery, stejné tak, jako mohou nastavit dalsi parametry napf. velikost
PCR produktu, teplotu primeri atd. Sekvenci mizeme vkladat bud’ ve formatu surové
DNA, FASTA nebo NCBI kddu. Délka $ablony je omezena na 50 000 bazi. V nasem
piipadé¢ jsme pouzili sekvenci z formatu FASTA s maximalni velikosti 522 bazi.
(Obrézek 13).

U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Sign in to NCBI
Primer-BLAST A tool for finding specific primers

Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST)

Resetpage Save search parameters Refrieve recent results Publication  Tips for finding specific primers

PCR Template

Enter accession, gi, or FASTA sequence (4 Clear Range

From To
+ | Forward primer

4 Reverse primer

c 27 it
Or, upload FASTA file

Vybrat soubor | So

Primer Parameters

Use my own forward primer 9 Clear
(5'>3' on plus strand) o
Use my own reverse primer ™ Clear
(5"->3' on minus strand)

M Ma
PCR product size 70 1000
# of primers to return 10
Min Opt Max Max Tm difference
Primer melting temperatures 57.0 60.0 63.0 3
Exon/intron selection A refseq mRNA sequence s PCR template input is required for options in the section &
Exon junction span No preference

Exon junction match Exonat5'side Exon at3' side
4

Obrazek 13 Primer-BLAST ¢&ast 1. (zdroj: vlastni)
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Po vyplnéni nasi poZzadované sekvence jsme si zkontrolovali nastaveni volitelnych
parametrd a odskrtli jsme policko vyznacené na Obrazek 14 proto, aby ndm program
nehledal specifickou Sablonu PCR, ale navrhl zcela nové primery. Nakonec jsme pouzili
policko ,,Get Primer* pro zobrazeni vysledki.

EXon junction span No preference Ve
Exon junction match Exonat§'side  Exonat3' side

7 4

Minimal number of bases that must anneal to exons at the 5' or 3' side of the junction &
Intron inclusion Primer pair must be separated by at least one intron on the comesponding genomic DNA
Intron length range Min Max

1000 1000000 | &

Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow
Primer Pair Specificity Checking Parameters

Specificity check able search for primer pairs specific to the intended PCR template &3
searchmode ~ OdSkrtnout automatic v %
Database Refseq MRNA viw
Exclusion Exclude predicted Refseq transcripts (accession with XM, XR prefix) || Exclude unculturedienvironmental sample sequences &4
Organism Homo sapiens

Enter an organism name (or organism group name such as enterobacteriaceae, rodents), laxonomy id or select from the suggestion list as you type &)

Add more organisms
Entrez query (optional)
Primer specificity stringency | primer must have at least (2 v | total mismatches to unintended targets, including
atleast 2 v | mismatches within the last |5 v  bps atthe 3’ end. &
Ignore targets that have |6 v | or more mismatches to the primer. 4

Max target size 14000 o
Allow splice variants Aliow primer to amplify mRNA splice variants (requires refseq mRNA sequence as PCR template input) &
Get Primers. Show results in a new window ¥ Use new graphic view 4

Obrazek 14 Primer-BLAST ¢&ast 2 (zdroj: vlastni)

Program nam navrhl nejvhodnégj$i primery. U nékterych ¢asti naseho exonu, nam
program nenavrhl vhodny primer, ktery by oznacoval celou poZadovanou ¢ast. Proto
jsme museli vybrat dva nejvhodnéjsi predloZené primery. Tento pfipad se nam stal i u
uvadéného ptikladu (Obrazek 15). Dva primery, které tedy pokryvaji nejveétsi ¢ast
predlozené sekvence jsou primer Cislo 5 a ¢islo 7.

© Graphical view of primer pairs

2 Query_1+ | Find: e a Q m = R Toos~ | ¥ Trackss @& 7+
= 360 (380 408l |as0 6o

180 200 220 (240 269 280 300 320 [E20) 350 380 400 2o 440 460 480 499

Query_t: 1..499 (499bp) £ Tracks shown: 2/10

Obrézek 15 Primer-BLAST grafické zobrazeni primeri (zdroj: vlastni)
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Pod grafickym zobrazenim se nachazi podrobnosti ohledné vybranych primert. Jak
mizeme vidét na Obrazek 16, v podrobnostech se nachazi informace o teploté, délce
sekvence a potadi dusikatych bazi ve Forward a Reverse primeru, se kterymi budeme
nadéle pracovat.

Primer pair 4

Sequence (5'->3") Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3 complementarity
Forward primer GGAAGAGAAGGACAGCGACG Pius 20 185 204 6046 60.00 3.00 3.00
Reverse primer CTGAGGCTGTCCGTGATGG Minus 19 206 278 60.15 63.16 3.00 3.00
Product length 12
Primer pair 5
Sequence (5'->3") Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3" complementarity
Forward primer TGGAAGAGAAGGACAGCGAC Plus 20 184 203 5940 55.00 200 1.00
Reverse primer ACTAGGCTGTTCTTGGGCTT Minus 20 499 480 5893 50.00 4.00 0.00
Product length 316
Primer pair 6
Sequence (5'->3") Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3 complementarity
Forward primer GCTGGAAGAGAAGGACAGCG Plus 20 182 201 6074 60.00 4.00 2
Reverse primer GCCTCCTTGGGCAATGTCA Minus 19 334 316 6030 5789 4.00 3.00
Product length 153
Primer pair 7
Sequence (5'->3") Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3 complementarity
Forward primer GGAGGGATGACCCTCTCCG Plus 19 75 93 60.83 6842 7.00 3.00
Reverse primer CTGTCCTTCTCTTCCAGCCC Minus 20 199 180 59.75 60.00 3.00 0.00
Product length 125

Primer pair 8

Obrazek 16 Primer-BLAST podrobnosti o primeru (zdroj: vlastni)

Ziskali jsme kone¢nou formu Forward a Reverse primeru a tim jsme se mohli pfesunout
K posledni ¢asti ziskavani vSech potiebnych primera k préci.

Pokracovali jsme na webové strance http://www.generi-biotech.com/cs/, ktera slouzi
pro objednavani hotovych primert. (Obrazek 17).

€ > C # https//www.generi-biotech.com/cs/

generi biotech +420 495 056 314 onds | nase akce | ke stazeni | odborné prispévky | volna mista | kontakty ENICZ QB

PRO VEDU & VYZKUM PRO DIAGNOSTICKE LABORATORE PRO PHARMA PRO VEREINOST (# SKOLENI & WoVIK £, ZAKAZNICKY PORTAL

IVD kity (vSechny metody)
Produkty | Manusly

Mikrobiologie

IVD kity (NGS)

Onkologie | Clénky [esmgtechnologické spole¢no:
.

DNA izolace
Produkty

+ sciences produkty, oligonukleotidy

OLIGO & PROBES
Produkty | Ctanky .
OBJEDNAT | Léciv (preklinicka, klinicka faze)
kych léciv

Vice o nas —> ‘

Obrazek 17 Generi-biotech hlavni stranka (zdroj: vlastni)
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http://www.generi-biotech.com/cs/

Ptes ticet mého vedouciho jsme se ptihlasili
formulate (Obrazek 18) jsme vyplnili nazev

do Generi-biotech. Do objednavaciho
sekvence, ktery jsme si sami navrhli. Tvar

sekvence, ktery jsme ziskali z predeslych krokt v programu primer-blast. Ulozili jsme a

zadali zbytek primert.

c

@ https://secured.generi-biotech.com/PolozkyObjednavky aspx?act=new

aQ 7
Prifl&zen: 1
odhiasit se Pracovisté spec

mojesig coacigo  objewnat  wsmwde  leozions ceposamin  néon)  bomsy  rasve
Detail objednavky/poptavky
@ Oligs () qPCR sonda
Zakaznicky nazev [VitF1.1
ximing 50 be 20 bazi
Sekvence 53
Spogitej baze

Degenerace a interni modifikace

Degenerace/intami modfikace
Modifikace na 3 Modifikace nia 5
Lhina [B Scale [40 nmo!
Kontrola kvality [stand

Purifikace stand

Pracovni pazniamky uzivatele k oligw/sonde

[ oz a price gats || wnoz || zoex

Obréazek 18 Generi-biotech objednavaci formula¥ (zdroj: vlastni)

Objednavku jsme zaslali k vyfizeni. Na Obrazek 1919 jsou v§echny objednané primery

pro dilkaz vitiliga u naSich proband.

psi//secured generi-bitech.com/PolozkyObj

Kopinu] do natesu Vypoti cenu

Vyber vie | Ddzna vybrané | Smaz vybrang

Pofadi Sekvance 5-3° Seala/mnofstvi

20 40 nmat stand
stand
stand
stand
sand
stand
stand
stand
sand
sand
stand
stand
sand
siand
sand
stand
stand

sand

siand

Oo0ooooo00OoO0O0O0O0OO0OO0O0OOOOO0O

ARACACTAGGCTGEGCATTT

20 40 amt sand

Strinka 12 1 (20 zéznami)

&)

Obréazek 19 Generi-biotech vysledna objednavka (zdroj

Purifikace

Lhita Typ sondy Modi 3 Modi 5° Cana ‘Virabni kod

55M8

Kualita

Zaanami na strénkz |20 [

: vlastni)
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Hotové primery byly dodany béhem tydne (Obrdzek 20). Ke kazdému primeru pfisla
informacni karticka (Obrdzek 21). Na karti¢ce je nazev sekvence, informace o sekvenci,
teplotach, koncentracich a mnozstvi vody potiebné ke spravnému rozpusténi primeru
(pravy dolni roh karticky).

1665N2 WRVI{]
20-mer
S$-AGAACAGCC TAG TGA AGCCG-3'

vytéZek: 37 nmol = 8,59 OD = 228, g (scaie: 40 nmol)
purifikace: stand stanovenikvality: stand

extinéni koef. €: 232, iml/pmol GC: 55% MW: 6160,1

Tm(A): 47,5°C Tm(B): 48,7°C Tm(C): 67.1°C

pR TR TR Rozpu $téni na koicentraci
{Preved Iunyp;;) oligonukleotid: 700 persolid (DA rocroR):

1o oo \

Ha
1 0o =6.16 ug
1 135 = 162 3 pmol =0,0377 OO

J
T T generi biotech

pridat 370 i vody {pufru)
11,2019

o
T e d

iy

1665N3 ERVIT+3
20-mer
5-TTGAGT GAGAGG TTG TGG CG-3"

vitézek: 43,8 nmol = 9,78 OD = 275,2 pg (scale: 40 nmol)

purifil stand stanovenikvality: stand

f. €1 223 3mifsmol GC: 55% MW: 6284,1
Tm(B): 48,7°C Tm(C): 57.5°C

|
|
|

B generi biotech

i e Obrazek 21 Informaéni karti¢ky (zdroj:
Obrazek 20 Hotové primery (zdroj: vlastni) vlastni)

Do kazdé zkumavky primeru jsme napipetovali pfedepsané mnoZzstvi injekéni vody,
zvortexovali a kratce stocili. Nechali pfes noc rozpoustét. Kazdy primer jsme museli
zedit, abychom ziskali koncentraci 10 pmol/ul. Do novych stejné oznacenych
mikrozkumavek jsme primer nafedili injek¢ni vodou v poméru 1:9 do 100 ul.

9.6 PCR (Polymerazova retézova reakce)

Princip:

VyuZziva termostabilnich polymeraz, které snasi denatura¢ni teplotu, aniZ by ztracely
pfilis mnoho ze své aktivity. Lze tedy v jejich pfitomnosti teplotu zvySovat tak, Ze se
dvouretézcové molekuly DNA (dsDNA) rozpadnou na jednotetézcové (ssDNA) —
Denaturacni faze.

Ve fazi anealingu pfi snizeni teploty dojde k navazani nami vybranych a uméle
syntetizovanych oligonukleotidii (primerit). Déle za¢ina faze Synteticka, pii které
polymeraza podle templatu sestavuje novy fetézec, jehoz soucasti je nami dodany
primer. Ugelem PCR je namnoZeni nami vybraného useku DNA molekuly, a proto
pouzivame primery dva, které jsou umistény proti sob&é svymi 3' konci, kazdy na jednom
z fetézci DNA. Stiidani téchto teplotnich kroki se cyklicky opakuji (20-35x). (viz.
Obrézek 22 Schéma PCR reakceObrazek 22) (Brdic¢ka, 2001)
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Obréazek 22 Schéma PCR reakce (zdroj: vlastni)

Ugelem PCR reakce je vétsinou piipravit dostatek amplifikati, aby mohl byt dale
analyzovan. PCR reakce ale dokéze také urcit vysledek tim, zda amplifikét viibec
vznikd, a n¢kdy jiz pozitivita nebo negativita vysledku je dostacujici odpovédi.
(Brdicka, 2001)

Pracovni postup:

V laminarnim boxu jsme si do stojanku pfipravili mikrozkumavky o objemu 0,2 ml,
které jsme si nechali sterilizovat UV svétlem. Mikrozkumavky jsme si peclivé popsali
lihovym fixem na vicko i po strané, protoze v termocycleru je ¢asté smazani ¢isel
vlivem tepla.

Do kazdé oznacené mikrozkumavky jsme napipetovali 12,5 ul PCR mixu (od vyrobce
razové zabarveny, pro snadnou manipulaci s PCR produktem pfi elektroforéze). Dale
jsme piidali 1ul forward i reverse primeru, 1 ul DNA a nakonec 9,5 ul injekéni vody,

abychom doplnili celkovy objem do 25 ul.

Na termocycleru jsme nastavili novy program podle pfiloZeného navodu. Pied zaatkem
samotného PCR jsme do kazdého rohu vyhtivaného bloku vloZili prazdné
mikrozkumavky, aby na nase malé mnozstvi vzorku nepusobil piilisny tlak a
mikrozkumavky se vzorkem nerozbil.

9.7 Cisténi PCR produktii za pouZiti Enzymatic PCR cleanup using Exonuclease
I and Shrimp Alkaline Phosphatase

Metoda Enzymatic PCR cleanup nabizi snadny zptsob, jak odstranit zbyvajici primery

a dNTP z ptedeslé PCR reakce. K vyc¢isténi PCR produktu jsou potieba dva enzymy:

Exonukleaza | (Exo 1), ktera degraduje zbytkové PCR primery a Shrim alkalickou

fosfatazu (rSAP), ktera defosforyluje zbyvajici ANTP.

Pracovni postup:

Do mikrozkumavky jsme k 5 ul PCR produktu ptidali 0,5 ul Exo | a 1 ul rSAP.
Mikrozkumavku jsme vloZili do termocycleru, kde jsme smés inkubovali pii 37 °C

po dobu 15 minut. Dale jsme zvysili teplotu na 80 °C, aby se inaktivovali oba enzymy.
Po 15 minutach inkubace byly PCR pfipraveny pro naslednou analyzu.
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9.8 Sekvenace

Sekvenovani DNA je souhrnny termin pro biochemické metody, kterymi zjistujeme
pofadi nukleovych bazi (adenin, cytosin, guanin, thymin) v sekvencich DNA. Tyto
sekvence jsou hlavni sou¢asti dédi¢né informace v jadru bunky. (Raclavsky, 2003)

Pracovni postup:

V laminarnim boxu jsme si do stojanku pfipravili mikrozkumavky o objemu 1,5 ml,
které jsme si nechali sterilizovat UV svétlem. Mikrozkumavky jsme si oznacili lihovym
fixem na vicka.

Do mikrozkumavek jsme napipetovali 5 ul pfecisténého PCR produktu, 5 ul primeru
(c=10 pmol/ul) a 17,5 ul vody. Vzorek jsme nevortexovali a nestaceli. Zavienou
mikrozkumavku jsme polepili ptislusnym $titkem zaslanym od firmy Genseq s.r.o.,
ktery se skladal ze dvou ¢asti. Prvni ¢ast pfiSla na vzorek a druhou ¢ast jsme si nalepili
do sesitu k nadepsanym vzorktim. Vzorky jsme nasledné vlozili do schranky firmy
Genseq s.r.o0. na Pfirodovédecké fakulté JihoCeské univerzity.

Do dvou dnt byly sekvence k dispozici na internetovych strankéach firmy ve forméatu
PDF, FASTA aabl., ktera slouzi k otevieni sekvence v pocitaovém programu BioEdit.

Sekvenci jsme si otevieli v programu BioEdit a vyhodnotili, zda ji mizeme pouzit
(Error! Reference source not found.). Pokud ano, zkopirovali jsme ji do internetové
databdze NCBI. Databaze porovnala vysetfovanou sekvenci se zdravou sekvenci a
vyhodnotila procentuélni schodu v poradi nukleotidti a mutaci (Obrazek 24).

¥ BioEdit Sequence Alignment Editor - o
File Edit view Zoom Horizontal Scale File Accesory Application RNA  Window Help

[=2u]

¥ aBic C:\Users\ iligo 2 - 3\Vit 3F 5.2.ab1 =
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Obrazek 23 Sekvenace v BioEdit (zdroj:vlastni)

= Alignments

BIDownload ~ GenBank Graphics

Homo sapiens forkhead box D3 (FOXD3), RefSeqGene on chromosome 1
Sequence ID: NG_012220.1 Length: 9068 Number of Matches: 1

Range 1: 6483 to 6599 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
217 bits(117) 2e-55 117/117(100%) 0/117(0%) Plus/Minus
Query 1 AGGTAGGCGTTGEGEGCT GEGGAGAGGCAGAGTCCAGGATTGGG 60

) LTI \\III\I\\III\I\\IIIII\\III CLLLLLLLLLTTLLLELLLL
Sbjct 6599 AGGTAGGCGTTGEGGGCTCAGE TTGGGGAGAGGCAGAGTCCAGEATTGGE 6548
Query 61  CAGCGEGACCGEGACCGGECTTGGGACAGGGCGCGCAGCCTGRAGGTGCATTTGTTE 117

C
) \IIIHHIIIHHIII\IHIII\IHIIIIIHIIIIIH NRRRARNRAN
Sbjct 6539 CAGCGEGACCGEGACCGEGCTTGEEACAGGGLGCECAGCCTEEAGGTGCATTTGTTG 6483

Obréazek 24 Sekvence v NCBI databézi (zdroj: vlastni)
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10. Vysledky

Vitiligo

Tabulka 3 Vysledky probandi ¢.3 a ¢.4

Nazev sekvence Vysledek Nazev sekvence Vysledek
F1l.1 Neprobéhla PCR F1.1 Neprobéhla PCR
R1.1 Neprobéhla PCR R1.2 Neprobéhla PCR
F1.2 Bez mutace F1.2 Bez mutace
R1.2 Bez mutace R1.2 Bez mutace

F2 Bez mutace F2 Bez mutace
R2 Bez mutace R2 Bez mutace
F3.1 Bez mutace F3.1 Bez mutace
R3.1 Bez mutace R3.1 Bez mutace
F3.2 Bez mutace F3.2 Bez mutace
R3.2 Bez mutace R3.2 Bez mutace
Fa4 Neprobéhla PCR F4 Neprobéhla PCR
R4 Neprobéhla PCR R4 Neprobéhla PCR
F5.1 Bez mutace F5.1 Bez mutace
R5.1 Bez mutace R5.1 Bez mutace
F5.2 Bez mutace F5.2 Bez mutace
R5.2 Bez mutace R5.2 Bez mutace
F6.1 Bez mutace F6.1 Bez mutace
R6.1 Bez mutace R6.1 Bez mutace
F6.2 Bez mutace F6.2 Bez mutace
R 6.2 Bez mutace R6.2 Bez mutace

(zdroj: vlastni)

Ani u jednoho z probandi se neprokazala mutace ve FOXD3 genu. Pro optimalizaci
primert jsme zkousely pouzit 4 programy PCR (podle ndvodu od firmy dodavajici PCR
Master Mix — Combi PPP Master Mix Top-Bio s.r.0., Touch down, Gradient a podle
navodu z Tomayerovi nemocnice). Primer 1.1 a 4 se nenavéazal ani pfi jednom programu
PCR.
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Morbus Darier

Tabulka 4 Vysledky probandi ¢.1 a ¢.2

Nazev sekvence | Vysledek Nazev sekvence | Vysledek

F1 Bez mutace F1 Bez mutace
R1 Bez mutace R1 Bez mutace
F2 Bez mutace F2 Bez mutace
R2 Bez mutace R2 Bez mutace

(zdroj: vlastni)

U probandii €.1 a €.2 se nezjistila zddnd mutace v ATP2AZ2 genu ve 12. exonu.
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11. Diskuze

1) Vitiligo a §titna zlaza
U probanda ¢islo 3 jsme nepotvrdili Zadnou mutaci. Moznosti je, Ze je mutace v jiném
genu. Ale podle pfectenych ¢lankti mizeme piedpokladat, ze endokrinologické
onemocnéni $titné zlazy hraje velkou roli ve vytvareni vitiliga na kiizi. Podle vypovédi
probanda ¢islo 3, ktery ptiznal, ze vitiligo se mu zacalo vytvaret az po menopauze,
pfi kterém vzniklo i endokrinologické onemocnéni §titné z1azy, jsme usoudili, Ze se o
tento jev jedna.

2) Potvrzeni pfiznakia Morbus Darier — slunce

Ve ¢lancich o onemocnéni Morbus Darier jsme se dozveédéli, ze postizena kuze je velice
citliva. Citliva nebude vSak jen na masti, chlad nebo teplo. Jako ve vétSin€ onemocnéni
ktize je citliva na UV-zéfeni ze slune¢nich paprski. Proband ¢islo 1 ndm tuto moznost
potvrdil vlastnim piibéhem, kdy p#i dlouhém vystaveni na sluni¢ku a nasledném
ponotenim téla do teplych 1éCivych pramend, skoncila na pohotovosti, kde byla 1é¢ena
kortikoidy na utlumeni piehnané reakce.

3) Dédi¢nost Morbus Darier

Ve vsech ¢lancich, které jsme pro tuto préci pouzili, jasné piSou, Ze se choroba Morbus
Darier dédi X-véazané. V rodin€ naSeho probanda se vSak vyskytla zvlastni dédicnost.
Podle skladaného rodokmenu zdédil onemocnéni syn po otci. Z hlediska X-vazanych
chorob je to nemozné. Vyskytuje se moznost, ze onemocnéni neni striktné dédéno
X-vazang, 1 kdyz podle dal$ich ¢lend rodiny, tato dédi¢nost je dodrzena. A déle se
vyskytuje moznost, ze syn toto onemocnéni nemél, to my se vSak dozvédét nemizeme,
protoze jiz zemtel. Ale pokud by jim netrpél, nemohla by ho zdédit jeho dcera.

4) Metodika

Pro stanoveni mutaci jsme museli sami navrhnout nové primery, protoze molekularné
genetické analyzy pro tato onemocnén se standardné v nemocnici nestanovuji, a i kdyby
ano, do nemocnice jsme neméli ptistup. Proto jsme zacinali s praci uplné€ od zacatku.
Pro nové navrzené primery trva dlouho optimalizace PCR. Pfi nas$i praci jsme nastavili
program podle navodu od firmy dodavajici PCR Master Mix (Combi PPP Master Mix
Top-Bio s.r.0,), avSak neuspés$né pro vEtsi polovinu primerd. Dale jsme vyzkouseli
program Touch down, ktery byl také nelspésny. Poté nas napadlo pouzit Gradient, diky
kterému jsme zjistili teplotu, pti které by primery nasedly

(55,0-55,8 °C). V rozsahu odpovidajicich teplot se pohyboval program z Tomayerovi
nemocnice, pii kterém ndm nasledné primery nasedly. Avsak primery pro vitiligo
oznaceny 1.1 a 4 nenasedly ani u jednoho programu. ProtoZe uz nezbyl cas
optimalizovat PCR z duvodu velkého mnozstvi vzorku, budeme v ni pokracovat

V navazujici magisterské praci.

K praci jsme pouzili ¢tyfi probandy, pro kazdé onemocnéni dva. Potfebné mnozstvi
DNA bylo z divodt optimalizace primert tak veliké, ze jsme nakonec museli DNA
probandu izolovat 2x.
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Pro ziskani kone¢ného vysledkd mutace v genu jsme pouzili Sangerovo sekvenovani
od firmy Genseq s.r.0. PCR produkty jsme museli vy¢istit pomoci Exo sapu a
mikrozkumavky oznacit pfislusnym Stitkem zaslanym od firmy. Pfi prvnim
sekvenovanim jsme osekvenovali vzorky od probandi s Morbus Darier. Sekvence byly
Cisté a bez mutace, tim jsme vylou¢ili mutaci v exonu dvanact v ATP2A2 genu.

Pii druhém sekvenovani jsme odeslali vSechny vzorky od probandu s Vitiligem. Avsak
jen polovina sekvenci byla ¢ista, aby se dala vyhodnotit. U sekvenci, které se
vyhodnotit dali, jsme zjistili, ze se v nich zadna mutace nevyskytuje. Protoze jsme méli
druhou polovinu znehodnocenou, museli jsme sekvenovani opakovat. Pti tfetim pokusu
se op¢t neuchytily primery, které se nam nepodafilo optimalizovat. Zbytek vzorkti jsme
odeslali osekvenovat. VSechny zbylé sekvence byly Cisté a mohli jsme je vyhodnotit.
Vsak ani u zbylych sekvenci jsme zadnou mutaci nezjistili. Probandi s vitiligem nemaji
zadnou mutaci na exonu ve FOXD3 genu.

Morbus Darier je X-vazana choroba, my jsme se na internetové strance omim.org
docetli, ze mize byt poskozeny gen ATP2A2 pro enzym SERCA2, ktery je vSak umistén
na dvanactém chromozomu, nikoli na chromozomu X. ATP2A2 m4 21 exond,

na kterych by se mohla mutace vyskytovat. Z ¢lankt od 1ékait, ktefi tyto mutace
zkoumali, jsme se docetli, ze nejcastéji nalezli mutaci na dvanactém exonu, proto jsme
tento exon vybrali. Onemocnéni se tedy miize vyskytovat na jiném exonu v tomto genu,
nebo se vyskytuje na chromozomu X.

Na stejné internetové strance jsme hledali, ktery gen miize byt zodpovédny

za onemocnéni Vitiligo. FOXD3 byl tim nej€astéj$§im. Tento gen m4 jen jeden velmi
rozsahly exon. Mutace se ndm vSak nepodafila na tomto exonu prokazat. Mutace by se
mohla vyskytovat na dvou Usecich, které se nam nepodatilo optimalizovat pro PCR,
nebo na jiném genu.
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12. Zavér

Pro tuto praci jsme vybrali Vitiligo jako jedno z nejcastéji se vyskytujicich se
onemocnéni pigmentace klize a Morbus Darier jako jednu z mélo ¢astych onemocnéni.
Pro kazdé onemocnéni jsme méli dva probandy. U probandi s Vitiligem jsme
osekvenovali exon v genu FOXD3. Ani u jednoho probanda jsme nezjistili mutaci

na exonu v tomto genu. U probandu trpicich onemocnénim Morbus Darier jsme
osekvenovali dvanacty exon v ATP2A2 genu. A vSak ani u téchto probanda v tomto
exonu jsme mutaci nezjistili.

Diky této bakalarské praci jsem se naucila pracovat se zakladnimi molekulérné
genetickymi metodami, zaklady sekvenovani gent, velké trpélivosti s PCR optimalizaci
a praci s genetickymi databazemi.
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