Zdravotné Jihoceska univerzita

"‘ socialni fakulta v Ceskych Budé&jovicich

Faculty of Health University of South Bohemia
‘. and Social Studies in Ceské Budéjovice

Jiho&eska univerzita v Ceskych Budgjovicich
Zdravotné socialni fakulta

Katedra laboratornich metod a informacnich systému

Bakalarska prace

Vyznam vySetieni predispozice
pro pozdni Alzheimerovu chorobu
pomoci metod molekularni biologie

Vypracoval: Michaela Kopackova

Vedouci prace: Mgr. Dagmar Bystticka, Ph.D.

Ceské Budégjovice 2016



Abstrakt

Alzheimerova choroba patii mezi nejcastéjsi typy demence, pficemz zahrnuje az
70% ptipadi z vice nez 38 miliont lidi na svété trpicich n&jakou formou demence.
Alzheimerovou chorobou vétsinou onemocni pacienti nad 65 let, ale existuji 1 vyjimky.
Ptedpoklada se, ze nemocnych s Alzheimerovou chorobou bude v budoucnosti neustale
ptfibyvat. Jeji etiopatogeneze neni doposud zcela objasnéna, a proto je dulezité se
tomuto onemocnéni vice veénovat, at’ uz z hlediska urcitych environmentalnich a

genetickych rizikovych faktord, tak i z hlediska ekonomické zatéze pro spolecnost.

Predlozena bakalédiska prace shrnuje poznatky o Alzheimerové chorobé, o jeji
neurobiologii, etiologii, diagnostice a genetickych dispozicich, zejména pak o genech
ApoE, APP, PSEN1 a PSEN2. Ptitomnost alely €4 genu pro apolipoprotein E
prokazatelné piispiva k vys$Simu riziku vzniku pozdni formy Alzheimerovy choroby,
mutace v genech APP, PSEN1 a PSEN2 jsou naopak spojovany s Alzheimerovou

chorobou s Casnym nastupem jesté pied 65 rokem véku.

V experimentalni Casti, bylo cilem praktické zvladnuti izolace DNA z periferni krve
a bukalniho stéru, ptiprava a provedeni PCR reakce, detekce PCR produktii pomoci
gelové elektroforézy a samostatné vySetfeni ApoE pomoci certifikovaného CVD
StripAssay® Kit od firmy ViennalLab (PentaGen). Soucasti byla taktéz optimalizace
dals$i molekularni genetické metody pro detekci variantnich alel ApoE. Tato metoda se
provadéla pomoci certifikovaného kitu DiaPlexQ™ ApoE od firmy SolGent Co., Ltd.

Princip detekce je v tomto ptipadé zalozen na real-time PCR.

Klic¢ova slova: Alzheimerova choroba — ApoE — APP — hybridizace — polymorfismus —

gen



Abstract

Alzheimer’s disease is the most common type of dementia. It affects up to 70% of
cases from approximately 38 million people worldwide suffering from some type of
dementia. Alzheimer’s disease usually affects patients over 65 years of age, however,
there are exceptions. It is presumed that the number of people with Alzheimer’s discase
will grow constantly in the future too. Its etiopathogenesis is not yet fully understood,
that is why it is important to investigate dementia further, whether in terms of specific
environmental and genetic risk factors, or in view of the economic burden for the

society.

The presented bachelor’s thesis summarises findings about Alzheimer’s disease, its
neurobiology, etiology, diagnostics and genetic predispositions, in particular the ApoE,
APP, PSEN1 and PSEN2 genes. The presence of €4 gene allele for apolipoprotein E
provably contributes to the increased risk of the late form of Alzheimer’s disease. On
the contrary, mutation in APP, PSEN1 and PSEN2 genes are connected with
Alzheimer’s disease with the early onset of the disease, before 65 years of age.

The objective in the experimental part was to manage the practical isolation of
DNA from peripheral blood and buccal swab, preparation and execution of PCR
reaction, detection of PCR products by gel electrophoresis and independent examination
of ApoE gene by a certified CVD StripAssay® Kit from ViennalLab company
(PentaGen). The work also includes the optimisation of another molecular genetic
method for the detection of variant alleles of ApoE gene. This method was carried out
by a certified DiaPlexQ™ ApoE Kit from SolGent Co., Ltd. The principle of detection

in this case is based on real-time PCR.

Keywords: Alzheimer’s disease — ApoE — APP — hybridisation — polymorphism — gene
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Seznam pouzitych zkratek

ACH Alzheimerova choroba

DNA deoxyribonukleotidova kyselina

MRNA messenger RNA

PCR polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
EKG elektrokardiografie

CNS centralni nervova soustava

A2M Alpha-2-Macroglobulin

ACE angiotenzin konvertaza
FAD Familial Alzheimers Disease (familiarni Alzheimerova choroba)
APP Amyloid prekursor protein

ApoE Apolipoprotein E

IDE inzulin degradujici enzym
PSEN1 Presenilinl

PSEN 2  Presenilin 2

SNP Single Nucleotide Polymorphism



Uvod

Alzheimerova choroba je zavazné neurodegenerativni onemocnéni, predstavujici
nejéast&j$i druh demence. V Ceské republice je podet pacienttl odhadovan minimélné na
70 000, a proto se 0 Alzheimerové chorobé mluvi jako o tiché epidemii. V dne$ni dobé
neni zcela zndma jeji etiopatogeneze. Alzheimerova choroba se déli na 2 podtypy:
forma s ¢asnym zacatkem, kdy se jedna o pacienty mladsi 65 let, a forma s pozdnim
zacatkem, kdy se prvni pfiznaky objevuji po 65 roku Zivota. K prvnim pifiznakiim patii
poruchy z oblasti kognitivnich funkci, hlavné tedy poruchy paméti a pozornosti. Mezi
neuropatologické nalezy u osob s Alzheimerovou chorobou patii zejména atrofie

mozku, tvorba 3 — amyloidu, formace plak, sterilni zanét a degenerace t — proteinu.

K rizikovym faktorim, kromé véku, patfi zejména faktory genetické. V soucasné
dob¢, kdy je medicina na vysoké urovni, jsou zndmé nékteré geny souvisejici
srozvojem Alzheimerovi choroby. Jednd se pfedev§im o geny pro APP, PSENI,
PSEN2 a ApoE. Posledni zminény gen pro ApoE hraje dualezitou roli pro vznik
Alzheimerovi choroby s pozdnim zacatkem. U tohoto proteinu jsou znamé 3 izoformy:
ApoE 2, ApoE 3 a ApoE 4. Homozygotni forma ApoE 4, pfedstavuje nejvyssi riziko

pro vznik Alzheimerovi choroby s pozdnim zac¢atkem nemoci.

Doposud nebyl nalezen Zadny lék, ktery by zcela vyléc€il Alzheimerovu chorobu.
Proto je dilezité mit na paméti rizikové faktory pro vznik nemoci a snaZit se jim
vyhnout ¢i je minimalizovat. Mezi takové faktory patfi: Spatnd Zivotosprava, obezita,
kouteni, vysoky krevni tlak, cukrovka, télesna i mentdlni inaktivita, vyssi hladina

homocysteinu a mnoho dalsich.

V ramci bakalarské prace jsou shrnuty informace o Alzheimerové chorobé,
predevsim o genech, které maji velky vliv na jeji rozvoj. Jedna se o geny APP, PSENI,
PSEN2, ApoE, SORL1 a A2M. Soucasti teoretické Casti je i popis nejvyznamnéjSich
mikroskopickych a makroskopickych zmén mozku u postizenych s Alzheimerovou

chorobou.



Cilem experimentalni Casti prace bylo zvladnuti laboratornich metod — izolace
DNA z periferni krve, izolace DNA z bukalniho stéru, PCR, detekce mutaci genu ApoE
pomoci reverzni hybridizace na stripech. Dil¢im cilem byla také optimalizace dalsi

molekularné genetické metody pro detekci mutaci v genu ApoE.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Demence

Demence patii k nejzavaznéj$im problémam v oboru gerontopsychiatrie. O
demenci nemuzeme tvrdit, ze se jedna o konkrétni onemocnéni. Jde spise o syndrom,
ktery popisuje vice ptiznakl spojenych s poklesem paméti, coz u postizenych zasadné
ovliviiuje vykonavani kazdodennich ¢innosti. [1]

Typické pro demenci jsou upadky zakladnich kognitivnich funkci — intelektu,
paméti, motivace. Nesmime vSak zapomenout ani na upadky exekutivnich funkci
(schopnost spravné sefadit jednotlivé podukoly, schopnost planovat), které maji za
nasledek neschopnost samostatné existence postizeného.[2] Obecné 1ze konstatovat, ze
pokles téchto funkci zplsobuje zménu duSevnich schopnosti a tim je vyznamné
ovlivnén kazdodenni Zzivot ¢loveéka.[4] V dasledku progrese onemocnéni muze byt
postizena také soudnost, logické mysleni, exekutivni funkce, orientace, az nakonec
dojde k t&zké intelektové degeneraci. Demence postihuje ale také nekognitivni funkce,
jako jsou poruchy emotivity (patické nalady, afektivni labilita, Gbytek vyssich citi). [3]

Vyvoj demence je popisovan zejména U  Alzheimerovy choroby,
cerebeovaskularniho onemocnéni, a dale u onemocnéni spojenych s postizenim mozku.
Demence muze skoncit i smrti, kterou navozuje bud’ nepfimo, napf. trazy, anebo piimo

selhanim zivotnich funkci (Alzheimerova choroba).[3]
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1.1.1 Rozdélni demence

Demence lze sefadit na zakladé cetnosti vyskytu a pfitomnosti patologického

proteinu v mozku na: [6]

e amyloidopatie
e synukleinopatie
e tauopatie

e vaskularni demence

a) Amyloidopatie

U amyloidopatii se V senilnich placich v mozku vyskytuje patologicky protein
B - amyloid (proto se také oznacuji jako amyloidopatie) a T protein.[4]

Do této skupiny se fadi zejména Alzheimerova choroba. Zhruba 70% vSech piipada
demence je pripisovano pravé Alzheimerové chorobg. [6] Casté klinické symptomy jsou
problémy se zapamatovanim konverzace, jmen nebo udélosti. K symptomim
V pozdéj$im stadiu patii narusend komunikace, Spatny sudek, zména chovani, ale také
obtize pii mluveni, polykani a chiizi, poruchy exekutivnich (vykonnostnich) funkci
piichazeji postupné.[4] Nejtypic¢téjsi pro tuto chorobu je porucha paméti, ackoli
implicitni pamét’ je u postizenych dlouho zachovéana (jedna se napf. o schopnost fidit
automobil nebo motorické dovednosti). Objevuje se zde tzv. Ribottovo pravidlo — starsi
informace jsou pro pacienta ze zafatku dobfe vybavitelné ve Srovnani s novymi
informacemi. MuZe se objevovat i tzv. Capgrastuv pfiznak, kdy pacient naptiklad tvrdi o
své manzelce, ze vypada 1 mluvi jako jeho manzelka, ale neni to jeho manzelka, je to

jen cizi Zena. [6]

b) Synukleinopatie
Synukleinopatie tvofi asi 25% vSech demenci a jsou druhou nejcastéjsi pricinou
syndromu demence. Do této skupiny patii demence s Lewyho télisky, Parkinsonova

choroba a mnohotna systémova atrofie. Pro demenci s Lewyho télisky jsou mimo
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kognitivniho deficitu typické projevy, jako extrapyramidovy syndrom, halucinatorni
produkce a velmi kolisavy pribéh. [6] Typicky patologicky protein pritomny
v neuronech je a-synuclein, ktery se podili na tvorbé Lewyho télisek. [4] Rozdilny
projev u pacienti s Parkinsonovou chorobou je ten, Ze halucinace se objevuji az jako
nasledek 1é¢by L-dopou a postiZzeni extrapyramidového Systému je prokazatelné od
poc¢atku onemocnéni. Dementni syndrom se projevuje teprve v pozdéjsi fazi
onemocnéni po mnoha letech. Parkinsonovou chorobou onemocni okolo 10-30%

pacientl. K nejéastéj$im priznakiim patii i problémy s pohybem. [6]

c) Tauopatie
choroba ma4 jasny klinicky obraz a jeji rozvoj je velmi pomaly. K typickym ptiznakim
patii naruSené socialni chovédni, zména osobnosti a postizeni emoci a také vyrazné
naruseni exekutivnich funkci. Mohou se zde objevovat i poruchy piijmu potravy,
zména plynulosti feci a akineze (nepohyblivost). [6]

Dalsi onemocnénim, zafazovanym mezi tauopatie, je progresivni supranuklearni
obrna. Pro pacienty jsou typické poruchy nalad, zpomalené psychomotorické tempo a
apraxie, ktera se projevuje poruchou funkce okohybného nervu, extrapiramidovym

syndromem (Casto bez tfesu) a pseudobulbalnim syndromem. [6]

d) Vaskularni demence

Jedna se o cévné podminény typ demence, ktery tvoti cca 10% vsech demenci.[4]

Vaskularni demenci lze déle dé€lit na tii zdkladni podskupiny:

e strategicky umistény mozkovy infarkt — typické jsou infarkty postihujici
klicové oblasti (frontalni lalok, parietalni lalok a talamické 1éze);

e multiinfarktovd demence — tato demence postihuje difuzné kiiru i podkorové
oblasti mozku;

e subkortikalni ischemicka leukoencefalopatic — u této vaskularni demence

dochazi k postizeni bilé hmoty mozkové pii onemocnéni malych cév. [6]
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1.2 Historie Alzheimerovy choroby

Alzheimerova choroba je pojmenovana po némeckém Iékafi Aloisovi
Alzheimerovi, ktery se narodil 14. cervna 1861 pobliz
Wiirzburgu. Vystudoval medicinu, poté se stal zastupcem
feditele a nasledné¢ feditelem psychiatrické a neurologické
Kliniky. Alois Alzheimer zemfel na ledvinové selhani v roce

1915.[8]

Obr. ¢ 1: Dr. Alois Alzheimer. Prevzato ze zdroje [23].

Prvni zminky o Alzheimerové chorobé se objevuji v roce 1906-1907. Nejvétsiho
uspéchu vsak Alzheimer dosahl pii vyzkumu senilnich procest v mozkové tkani.
Kauzalnim ptipadem se stala 51-letd Auguste D., ktera byla v roce 1901 piijata do
nemocnice se znamkami deprese.[5] Jednalo se 0 zvlastni nemoc mozkové kury.
Auguste si nedokazala vzpomenout na své datum a misto narozeni. Trpéla pred¢asnymi
projevy postupné progredujici demence. Poté co =zemiela, Alzheimer provedl
patologicko-anatomické vySetieni mozku a kazuistiku publikoval. Jako prvni lékaf
objevil vmozku této pacientky dvé abnormality, pfitomnost senilnich plaki a
neurofibrilarnich klubek. V roce 1906 uskute¢nil piednasku ,,Uber eine eigenartige
Erkrankung der Hirnrinde* ¢esky nazvanou ,, O svérazném onemocnéni mozkové kiry*
a stal se tak prvnim lékafem, ktery ptisel na podstatu Alzheimerovy choroby.[8] V roce
1910 navrhl némecky psychiatr E. Kraepellin, aby tato choroba nesla nazev

Alzheimerova demence. [5]
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1.3 Alzheimerova choroba

Alzheimerovu chorobu (ACH) tfadime mezi degenerativni onemocnéni mozku.
Jedna se o proces, ktery je nevratny a progresivni. [35] Tento typ demence se vétSinou
projevuje okolo 65. roku zivota, ale existuji i takové formy ACH, které se objevuji
dtive. [9] Choroba je v dnesni dobé problémem jak zdravotnim, tak i ekonomickym.
ACH se da velmi dobfe popsat patologickymi nalezy, které¢ se opakuji u vSech
postizenych. Avsak i zde se nachazi interindividudlni variabilita, jako je naptiklad doba
vzniku, rychlost progrese a dalsi klinické odchylky. Dulezitou roli mohou hrat genetické
predispozice u postizeného jedince. [2]

V piipadé ACH se jedna piedevsim o kortikalni demenci. Znamena to, ze prvnimi
ptiznaky jsou poruchy kognitivnich funkci. Jde o poruchy paméti — zapominani novych
pamétovych obsahti, zapominani pojmu, poruchy pozornosti atd. V pozdé&jsi fazi ale
dochazi také k porucham nekognitivnich funkci, které zahrnuji poruchy emotivity a
chovani. [3]

U ACH se vyskytuji viditelné neuropatologické zmény jako je napt. atrofie mozku,
selektivni zanik hlavné acetylcholinergnich neurond, tvorba B — amyloidu a formace
plakia. [2] U vétSiny pacientll trpicich touto chorobou Ize na mozku prokazat
zobrazovacimi metodami, a po smrti i verifikovat obraz kortiko-subkortikalni atrofie.
Nejprve se atrofie objevuje v medialnich temporalnich strukturach, kde vede k rozsifeni
temporalnich roht postrannich mozkovych komor. U nékterych pacienti mizeme tvrdit,
ze stupen atrofie mozku odpovida stupni postizeni kognitivnich funkci, ale neni to

zdaleka pravidlem. [2]

1.3.1 Diagnostika
V piipadé podezieni na ACH, se u pacienta provadi nejprve biochemické a

hematologické vysetieni (krevni test mize odhalit rozpad neuronovych membran),

endokrinologické vySetfeni, EKG, rentgen plic a zobrazeni mozku. OvSem konecna
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diagnoza se stanovi pomoci histologického vySetieni mozku. [43][48] K diagnostice

ACH se pouzivaji rizné diagnostické pfistupy, jako napiiklad:

e Magnetickd rezonance mozku zjist'ujici strukturalni pticiny.

e Pocitacova tomografie (CT) mozku zjist'ujici strukturalni pfic¢iny.

e Jednofotonova emisni tomografie (SPECT) mozku sledujici mozkovy
metabolismus.

e Urceni  — amyloidovych peptidi v likvoru.

e Stanoveni fosforylovaného t — proteinu a genotypu apoliporpoteinu ApoE.
[43]

V dnesni dobé¢ jsou vyuzivana k diagnostice ACH i diagnosticka kritéria DSM-IV
Americké psychiatrické asociace nastavena pro diagnostiku psychiatrickych

onemocnéni. Tato Americka psychiatricka asociace charakterizuje ACH v n¢kolika
bodech:

1.) Vyvoj mnohonasobného kognitivniho deficitu se projevuje:
a. Poruchou paméti — pacient se nedokaze naucit nové véci a nepamatuje si
ty diive naucené.
b. Alespon jednou z téchto kognitivnich funkeci:
e Afazie — ziskand porucha feci.
e Apraxie — neschopnost vykonat naucené a ucelné pohyby, i
kdyz je pacient fyzicky schopen.
e Agnozie — nerozpoznatelnost predmétli, osob a tvarl, ne na
zéklad€ posSkozeni senzorickych funkei.
e ZhorSeni vykonnych funkci — planovani, organizovani apod.
2.) Deficit téchto kognitivnich funkci je natolik zhorSeny, Ze se to projevuje jak
v aktivitach kazdodennich, tak i v socialnich a profesnich.
3.) Prabéh ubytkid kognitivnich funkei ma vzdy plizivy zacatek a plynuly ubytek.
[42]
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1.3.2 Klinicky obraz

Prvni pfiznaky ACH se projevuji nendpadné a pomalu. Pribéh je plynuly, bez
vétsich vykyvi. Onemocnéni lze rozdélit podle zavaznosti na tii stadia: lehké, stiedni a
tézké. [3]

1.) Lehké stadium: U pacienta se projevuji spiSe kognitivni poruchy. Muze se

jednat jak o subjektivni poruchy, kdy si pacient uvédomuje problémy s paméti,
tak o objektivni poruchy, které se daji zméfit psychologickymi metodami. U
pacienta se mohou objevit i znamky deprese z divodu uvédoméni Si dané
choroby.[3]

2.) Stfedni stadium: Jedna se o0 kognitivni poruchy, kdy pacient ztraci piehled o
chorobé, nedokaze si uz poradit sbéznymi aktivitami denniho Zivota.
Individualn€ se mohou objevovat i behavioralni a psychologické ptiznaky
demence.[3]

3.) Teézké stadium: U pacientll se objevuji kognitivni poruchy v takové mite, ze
nepoznavaji své okoli, ptibuzné a byvaji dezorientovani mistem a ¢asem. Tito

pacienti jsou zavisli na péci ostatnich. [3]
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1.3.3 Varovné priznaky

Ceska Alzheimerova spoleénost uvadi na svych strankach 10 piiznakd, které

mohou vést K Alzheimerové chorobé: [10]

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Ztrata paméti, kterd ovlivituje schopnost plnit bézné pracovni tkoly.
Neschopnost vykonat kazdodenni ¢innosti.

Poruchy feci.

Dezorientace v ¢asu a v misté.

Zhorseni raciondlniho Gsudku.

Neschopnost abstraktniho mysleni.

Problémy davat zékladni véci na spravné misto.

Zvracena nalada a chovani.

Promé&na osobnosti.

10) Deficit iniciativy. [10]

1.3.4 Epidemiologie

Alzheimerova choroba a jeji presenilni forma s ¢asnym zacatkem neni tak Casta

jako ACH s pozdnim zac¢atkem. Ve vékové populaci mladsi 65-ti let trpi ACH 2-3% ,
nad 65 let se jedna o 5-7 % postizenych ACH.[38]

Vysledky tiskové zpravy Alzheimer Europe z 13. Cervence 2009 vypovidaji o tom,

ze pocet lidi trpicich demenci je vysS$i, nez se puvodné predpokladalo.[44]

Alzheimerovou chorobou je celosvétove postizeno priblizné 75% lidi trpicich demenci.

[13] Za ptedpokladu, ze pocet lidi trpicich ACH se kazdych 20 let zdvojnasobuje, by

mohlo byt v roce 2050 postizeno ACH piiblizn¢ 131,5 milionti obyvatel. [15] Proto se o

Alzheimerové chorobé mluvi jako o tiché epidemii. [3]

18



@

@

Obr. ¢ 2: Srovnani prevalence demence ve statech EU v roce 2013. Prevzato ze

zdroje [14].
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Dostupné informace ukazuji na nizsi vyskyt ACH ve stfedni Evrop¢€, kam patii i
Ceska republika, neZ v ostatnich oblastech Evropy. [15]

Obr. ¢ 3: Alzheimerova choroba ve svéte v roce 2015. Prevzato ze zdroje [15].

Incidence ACH roste tedy zejména s v€kem (nad 65 let). V literatute se uvadi vyssi
incidence u zen nez u muzt. U muzi ale dochazi k amrti diive nez u zen. [5]

Projekt Epidemiologie a genetika Alzheimerovy choroby se zabyval dotaznikovym
Setfenim pacientd S ACH. Cilem studie bylo posouzeni vlivi uréitych potencialnich
rizikovych faktord pro vznik ACH a uréeni vztahu mezi ACH a polymorfizmy
kandidatnich gend. Sledovano bylo 334 piipadi SACH a 102 zdravych kontrol
pochazejicich  z psychiatrickych ustavii v Ceské republice. Vysledky ukazaly
nasledujici: 47% ptipadd ACH a 39% kontrolnich osob m¢lo zakladni vzdélani. [13]
K vyssi incidenci ACH piispiva trovei tedy troven vzdélani. Cim je vy3si vzdélani, tim
se snizuje riziko vzniku ACH. [5] U 85% pftipada probihalo onemocnéni pomalu, coz je

typické pro ACH a mize byt vyloucen jiny typ demence (napf. vaskularni). U osob
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s anamnézou ACH se objevuje také vyssi vyskyt kardiovaskularnich onemocnéni. Proto

také kardiovaskularni onemocnéni patii k rizikovym faktoraim pro ACH.[13]

1.4  Neurobiologie Alzheimerovy choroby

Skute¢na etiopatogeneze ACH neni doposud zcela objasnéna.[36] Jednd se
piedevsim o tbytek zdravych neuront a sniZeni synaptické plasticity.[2]

Nejvetsi problém predstavuje patologické ukladani degenerativniho proteinu f-
amyloidu v mozku. Amyloid p vznika §tépenim amyloidového prekurzorového proteinu
(APP) enzymem f sekretazou. Tento enzym se fyziologicky nachazi na membranach
nervovych bunék. [2]

U zdravého c¢lovéka je APP Stépen enzymem o sekretdzou na solubilni
nonamyloidové fragmenty o velikosti max. 39 aminokyselin s neuroprotektivnim
vlivem. U ACH dochazi ke $t€peni APP B a y sekretazou, v jinych mistech 3-amyloidu,
nez $tépi o sekretdza. Diky tomu pak vznikaji delsi fragmenty o velikosti 42 — 43
aminokyselinach. [2] Vzniklé fragmenty se spojuji v neurotoxické oligomery a tim se
formuji delsi vldkna tzv. fibrily. Nasledné v extracelularnim prostoru kortexu koaguluji
a tvoti dlouha vlakna B-amyloidu za vzniku patologickych utvar nazyvanych plaky.[3]

U pacientl s casnym zacatkem ACH, kde se patologicky stépi APP, byla zjisténa
pfitomnost mutace v APP genu, ktery je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu
21 (21g21.3).[2] Existuje ale vice mutaci souvisejicich s ¢asnym vyskytem ACH. Jedna
se 0 mutace v genech ptitomnych na 1. a 14. chromozéomu kodujicich proteiny nazyvané
preseniliny. Tyto preseniliny nasledné ptispivaji ke vzniku § amyloidu. Preseniliny jsou
zakladni soucésti y sekretazového komplexu katalyzujiciho Stépeni membranovych
proteinli véetné APP. V piipadé mutace mohou pisobit stejné jako protedzy y sekretazy,
coz vede ke $tépeni APP na delsi neurotoxické fragmenty.[38]

Na tvorbé B amyloidu se podili jeste¢ dalsi rizikovy geneticky faktor a tim je
apolipoprotein E (ApoE). U ApoE se vyskytuje geneticky polymorfizmus, kdy jsou
znamy 3 izoformy genu: ApoE2, ApoE3 a ApoE4.[38] U 16-17% ptipadu je prokazana
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ptitomnost Apo-E4 v homozygotni formé. [41] Genetické podstate Alzheimerovy

choroby a apolipoproteinu E jsou vénovany dalsi kapitoly.

1.4.1 Makroskopické zmény

Obecné plati, ze s piibyvajicim veékem klesa jak hmotnost, tak i velikost
mozku. [5] Je prokazano osmnactiprocentni pokles hmotnosti mozku u lidi od 77 do
100 let ve srovnani s mladsimi jedinci od 20 do 49 let. Dalsim problémem s
ptibyvajicim vékem je také pokles objemu mozku. Naptiklad u lidi ve véku 80 — 95 let
V porovnani s lidmi ve véku 23 - 44 let se jedna o 2% tubytek objemu mozkové kiry a
asi tak 0 5% ubytek objemu bilé hmoty mozkové. Dale se mize jednat i o snizeni
tloustky mozkové kiry. U lidi ve véku 20 - 50 let se jedna spiSe o ubytek Sedé hmoty
mozkové, vV pozdéjsim veéku je popisovan i ubytek bilé hmoty mozkové. Muze také dojit
k rozsifovani mozkové komory, které se objevuje po 60. roce Zivota. [8]

Tyto zmény mozku objevujici se ve stafi se obdobné nachazi i u lidi
s Alzheimerovou chorobou.[5] Jedna se téz o snizeni hmotnosti a objemu mozku,
ztenceni mozkové kury a rozSifovani se mozkové komory. Zmény jsou vice
prokazatelné u presenilnich onemocnéni, kdy hmotnost mozku muze byt 200 — 300g
(normalni hmotnost mozku je pfiblizné 1300 — 1400 g). Pozdni forma ACH se vétSinou
projevi lehkym zuZovanim mozkovych zaviti a malym rozsifovanim ryh mezi zavity,
hlavné v temenni a spankové kife mozkové. [8] V pribéhu choroby vyznamné klesa

objem mozkové kury, nejvice v medialnich temporalnich strukturach. [36]
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Obr. & 4: Mozek zdravého a postizeného jednice ACH. Prevzato ze zdroje [16].

1.4.2 Mikroskopické zmény

a) Neurony

Hlavni makroskopickou zménou u ACH je atrofie mozkové tkan¢. Nasledkem
atrofie vznikd poSkozeni projekénich oblasti. Mezi mikroskopicky viditelné ptiznaky
patii numericka atrofie neurontl, neuritické plaky a pfitomnost neurofibrilarnich uzlic¢kda.
Nejéast&ji se jednd o poskozeni ,,velkych® neuronti s plochou nad 90 um? které se
zmensuji nebo zcela mizi.[5] Nejvétsi snizeni poctu cholinergnich vlaken u ACH bylo
nalezeno ve spankové asociaéni kuie.

S rozvojem onemocnéni dochazi také ke zménam dendritickych systému a synapsi.
Vsechny tyto ptfiznaky vedou k poruse kognitivnich funkci. Jak moc je postizena
kognitivni funkce souvisi také i S mnozstvim amyloidu v hipokampu. [8] Diky
numericky atrofujicim cholinergnim neurontim bazalniho telencefala dochazi k poklesu
mnozstvi korové acetylcholinesterazy a cholinacetyltransferazy. U pacienti s ACH jsou

dendrity vyraznéji kratsi, maji mensi pocet vétvicek i méné spin (presynaptickych ¢asti
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synapsi) V porovnani se zdravym ¢lovékem. Pfesny mechanismus zaniku neuronti pfi

Alzheimerové chorobé neni zcela objasnén.[8]

b) Senilni plaky

V histologickych fezech pacientii s ACH se nachéazi ve vétsi mife senilni plaky.
Jednd se o heterogenni utvary velikosti 10-200 um, obsahujici B-amyloid. U zdravého
Clovéka se tyto plaky také vyskytuji, ale vmen$im poctu nez u jedinct
s diagnostikovanou ACH. [5]

Celkem existuje vice typu senilnich plaki, které jsou patogeneticky podobné. Lisi
se predev§im ptitomnosti a druhem degenerace neuronalnich vybézkl a ptitomnosti
B-amyloidu. U starnoucich lidi se normalné nachazi neuronalni vybézky a amyloid
Vv senilnich plakach. [8] Mohou se také objevit dystrofické neurity, které se nachazi i u
0sob s ACH, na rozdil od tzv. spiralnich vlaken, které jsou pfitomny piedev§im u osob
s ACH a u neurodegenerativnich osob.[5] Ve spiralnich vlaknech se prokazuje pomoci

imunochemickych metod ptitomnost t-proteinu a ubikvitinu. [8]

C) T-protein

Lidsky t-protein je kodovan genem 1, ktery je lokalizovan na chromozému 17q21 a
je slozen z celkem 16 exonl podléhajicich alternativnimu sestiihu. Tento gen koduje
T-protein  hojné exprimovany v neuronech, ktery patii do rodiny tzv. MAPs
(mikrotubule-associated proteins) proteind, tedy proteini asociovanych s mikrotubuly
(tubulin vazici proteiny). Jedna se 0 protein fungujici jako promotor pro polymeraci
mikrotubull, ktery umoznuje spojeni mikrotubul v axonech. U zdravého c¢loveka je
prakticky vSechen 1 protein vazan mikrotubuly, kde podporuje jejich polymerizaci a
podili se na jejich struktufe a stabilité. Dilezitou roli hraje také v axonalnim
transportu.[11] U lidi s ACH je t-protein nadmérné fosforylovan, vyskytuje se volné
V cytosolu nebo vytvaii neurofibrilarni smotky a ptestava pak udrzovat mikrotubularni
sit’.[38] Axonalni pienos je narusen a postizené neurony podléhaji apoptoze. Nasledné

dojde ke sniZeni synaptické plasticity a k dalsim degenerativnim zménam. [2]

24



1.5 Genetika Alzheimerovy choroby

ACH muzeme rozd¢lit dle ¢asového obdobi jejiho nastupu a moznych genetickych
predispozic na dva typy:

1.) Casna familidarni forma ACH (FAD) tzv. presenilni forma, jejiz ptiznaky se
objevuji u pacientl jiz pred 65. rokem zivota. [22] Tento typ ACH je spojovan
S pfitomnosti mutaci v genech pro amyloidni prekurzorovy protein (APP),
presenilin 1 (PSEN1) a presenilin 2 (PSEN2).[51] Mutace v téchto tiech genech
jsou zodpoveédné za autozomalné¢ dominantni familiarni formu ACH s vysokou
penetranci zavislou na véku, pficemz je tato forma spise vzacna. [22]

2.) Pozdni forma ACH tzv. idiopaticka neboli sporadicka je charakterizovana
pozdnim nastupem piiznakd, které se za¢inaji objevovat od 65 roku zivota. [22]
V tomto piipadé¢ je zatim znam jediny geneticky rizikovy faktor ¢i spiSe
predispozice pro vznik ACH, jedna se o izoformu E4 genu pro apolipoprotein E
(ApoE4). V tomto piipadé maji nositelé izoformy ApoE4 pouze zvysené riziko,

nejedna se tedy o absolutni riziko pro vznik ACH [12]

1.6  Geny souvisejici s rozvojem familiarni formy Alzheimerovy
choroby

Touto formou ACH onemocni pouze 5 - 10 % pacienti.[5] V dnesni dobé je
alarmujici, ze kazdych 5 let se pocet nové vzniklych ptipadi zvySuje, a to az na
dvojnasobek.[38] Jedna se o mutace gent lokalizovanych na chromozomu 21g21.2
(APP gen), na chromozomu 1g42.13 (gen PSEN 2), a na chromozomu 14924.3 (gen
PSEN 1).[8]

Vzhledem k autozomalné¢ dominantni dédicnosti ¢asné ACH, potomek jehoz
biologickd matka nebo otec nesou genetickou mutaci pro FAD, ma 50%
pravdépodobnost, ze zdeédi také tuto mutaci. V piipadé, ze se tak stane, ma dit¢ velmi

velkou pravdépodobnost vzniku FAD. [18]
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1.6.1 Amyloidovy prekurzorovy protein

APP gen je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu 21 (21921.3). [25]
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Obr. ¢ 5: Lokalizace APP na chromozomu 21. Prevzato ze zdroje [25].

APP gen koduje amyloidni prekurzorovy protein (APP). Ten je exprimovan
vmnoha tkanich a organech v¢etné mozku a michy (CNS). [25] V piipadé
patologického $tépeni vznikd B amyloid (AB) o velikosti 40-42 aminokyselin, pficemz
varianta AB42 je nejvice neurotoxickd a vyskytuje se jako hlavni ¢ast amyloidovych
plakt v mozku pacient s ACH. [37]

APP piedstavuje transmembranovy protein s jednim transmembranovym usekem,
ktery se nachdzi v endozomech, lysozomech, ER a Golgiho aparatu. Fyziologicky je Ap
Stépen endoproteolyticky o sekretdzou piimo uvniti transmembranové domény, a
neurotoxicky  amyloidovy peptid se téméf nevytvaii. [37]

Zatim je znamo jen malo funkci tohoto proteinu. Védci se domnivaji, Ze se mlize
vazat jesté¢ na jiné proteiny na povrchu bunék. Nékteti dokonce tvrdi, Ze v mozku
pomaha i fidit pohyb nervovych bunék béhem ¢asného vyvoje. [25]

Sesttihem genu APP slozeného z 19 exoni vznikne vice nez 10 rtznych izoforem,
pficemz alternativnimu splicingu podléhaji exony 7, 8 a 15. [22] [52]Z téchto izoforem
se v mozku nejvice nachazi transkripty APP695, APP751 a APP770, [22]

Mutace APP genu se vyskytuji u méné nez 0.1% ptipada FAD. Celkem bylo
nalezeno vice nez 30 mutaci v APP genu, pti¢emz 25 z nich je povazovano za patogenni
mutace. [53] Konkrétné se jedna o 32 mutaci Sklinickym vyznamem, 1 mutaci
S nejasnym vyznamem a 6 benignich mutaci identifikovanych v ramci 90 rodin. [54]

Patogenni mutace byly identifikovany VvV nejméné 77 rodinach s FAD po celém
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sveéte.[S55] Nasledkem téchto mutaci vznikaji neurotoxické B amyloidové fragmenty
vyvolavajici oxidacni stres a poskozeni nervovych bunc¢k [22]. K nejbéznéjsim APP
mutacim patii tzv. Londynskd mutace. Jedna se o bodovou mutaci, kdy je valin
nahrazen izoleucinem v poloze 717. [56] V pfitomnosti mutace je tvofeno zvysSené
mnozstvi amyloidniho B peptidu. Jestlize pak dojde k uvolnéni téchto proteinovych
fragmentu z buriky, hromadi se v mozku, kde tvofi shluky, tzv. amyloidové plaky. Pravé
tyto amyloidové plaky se ve zvySené mife nachazi u osob s ACH. Nahromadéni
toxickych AP fragmenti a nasledné amyloidovych plaki vede ke smrti neuront a
k pfiznakim ACH. [25]

Dalsi mutace APP genu je mutace ,,holandska™ (E693Q), diky které se uklada Ap
peptid do stény mozkovych cév a piinasi vysoké riziko mozkového krvaceni. Tato
mutace byla popsédna ve tfech dénskych rodinidch a jedné rodiné v Australii. [56]
Vsechny mutace APP genu byly objeveny Vv mistech APP genu, kde ptsobi B- a y-
sekretdza nebo v jejich blizkosti. [22]

1.6.2 Presenilin 1

Gen pro presenilin 1 (PSEN1) se nachazi na chromozomu 14 v oblasti
14924.3. [26]
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Obr. ¢ 6: Lokalizace PSEN 1 na chromozomu 14. Prevzato ze zdroje [26].

Gen PSENI je slozen z 13 exond, exony 3-12 koduji protein o velikosti 467
aminokyselin.[24] Jedna se o protein s 6 — 8 transmembranovymi tseky vyskytujici se

Vv riznych typech bun¢k v mozku i mimo né&j, v jejich intracelularnich membranach,
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v endoplazmatickém retikulu, Golgiho aparatu a v dalSich cytoplazmatickych
vezikulach. [37] [57]

Mutace PSEN 1 genu se vyznacuji autozomalné¢ dominantni dédi¢nosti. Dosud
bylo popsano 185 patologickych mutaci, 8 mutaci s nejasnym vyznamem a 4 benigni
mutace ve 411 rodinach s ACH. [54] Tento gen koduje protein presenilin 1, dulezity pro
Stépeni derivati B APP proteinu enzymem vy sekretazou, ovSem jeho piesnd funkce neni
doposud znama. Nekteré studie tvrdi, Ze PSEN 1 muize byt sam y-sekretazou. [37]

Mutace v genu PSENI se vyskytuji asi v 50% ptipadd FAD, vétsinou se jedna o
jednonukleotidové substituce, v mensi mife o malé delece ¢i inserce.[37] Spolu
s mutacemi v APP a PSEN2 genech vysvétluji 5-10% vyskytu FAD. Prvni ptiznaky

ACH u lidi nesoucich tuto mutaci se mohou objevit jiz od 25. roku véku. [58]

1.6.3 Presenilin 2

Gen pro presenilin 2 (PSEN2) se nachazi na chromozomu 1 v oblasti 1g42.13. [28]
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Obr. ¢ 7: Lokalizace PSEN 2 na chromozomu 1. Prevzato ze zdroje [28].

Tento gen je vysoce homologni s genem pro PSEN 1, pficemz jejich sekvencni
shoda predstavuje 67%. [22][58] Gen je slozen z 12 exont, z nichz 10 koduje peptid o
velikosti 448 aminokyselin.[34] Dosud bylo v genu PSEN2 popsano 13 patologickych
mutaci, 7 mutaci nejasného vyznamu a 5 benignich mutaci v 34 rodinach.[54] Funkce
proteinu kodovaného genem PSEN2 je spojovana s enzymatickou aktivitou
vy - sekretazového komplexu stejné jako funkce proteinu PSEN1.[22] Dédi¢nost mutaci

je opét autozomalné dominantni s inkompletni penetranci.[8] V ptipadé¢ mutaci v genu
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PSEN2 se ACH projevuje pozdéji a vek nastupu onemocnéni ACH pohybuje od 40 do
85 let. [37]

Presenilin 2 napomaha proteinim, které pifenasi chemické signaly z bunééné
membrany do jadra. Poté, co je signal pienesen do jadra, aktivuje gen, ktery je dulezity
pro rust buné¢k. [28]

Mutace v genu PSEN2 jsou spiSe vzacné a vyskytuji se u < 1% pacientit s FAD.
Dvé z nejcastéjsich mutaci PSEN 2, které zpisobuji vznik familiarni FAD, byly
objeveny v némeckych rodinach zijicich v Rusku (N1411) a francouzskych rodinach
(M239V). V prvnim ptipad¢ se jedna o substituéni mutaci N1411, kdy je nahrazena
aminokyselina asparagin aminokyselinou isoleucinem na pozici 141. Druhou
popisovanou mutaci je opét substituéni mutace, jejiz pti¢inou je zaména aminokyseliny
methioninu za valin v pozici 239 (M239V). Ob¢ tyto mutace naruSuji aktivitu y-
sekretazového komplexu a zpracovani APP proteinu. Vysledkem je zvySena produkce

dlouhych fragmentd B amyloidu, které se hromadi v mozku a vedou ke vzniku

amyloidnich plaki charakteristickych pro ACH. [28]

1.7 Geny souvisejici s rozvojem pozdni formy Alzheimerovy choroby

Tato forma ACH je mnohem castéjsi nez FAD, avsak piiciny jejich vzniku nejsou
doposud zcela objasnény.[38] Pravdépodobné se jedna 0 multifaktorialni onemocnéni
ovlivnéné pfitomnosti individualnich rizikovych faktort, jako jsou genetické faktory a
zivotni styl jedince, environmentalni faktory (napf. trauma), klinické faktory (vyskyt
ACH v souvislosti sjinymi komorbiditami) a sociodemografické faktory (napf.
vzdélani, inteligence).[33] Jiz zminéné deterministické geny (APP, PSEN 1 a PSEN 2)
spolu s ApoE vysvétluji pfiblizné 30 % genetického rozptylu Alzheimerovy choroby.
Zbylych 70 % ptipadd zatim nebylo objasnéno. [5]

V ramci rozsahlé studie GWAS (whole genome association study) a mezinarodniho
projektu zamétené¢ho na genomiku ACH bylo identifikovano nejméné 20 genovych

rizikovych lokusti, ovSem Zzadny z nich nema takovy vyznam jako gen pro ApoE.
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Vétsina téchto rizikovych genll je n¢jakym zplisobem zapojena do metabolismu [
amyloidli a patologie spojené s pfitomnosti t proteinu. Asociované geny jsou vzdy
soucasti tfi metabolickych cest souvisejicich s cholesterolovym a lipidovym
metabolismem, se zanétlivou a imunitni odpovédi a cyklizaci endozomalnich
vezikul.[58]

Dosud byl popsan jediny rizikovy lokus lezici na chromozomu 19, jehoZz soucasti je
gen pro apolipoprotein E  (ApoE), vykazujici vyznamnou  asociaci
s ACH.[27] Tento fakt byl podpoien vice studiemi, které piikladaji polymorfismu genu
ApoE dulezity vyznam pro vznik pozdni formy ACH. Diky témto studiim mohou byt
genetické testy spolecné s dal§imi diagnostickymi metodami uzitecné pro vcasnou

diagnézu ACH, jeji predikaci a moznou lé¢bu. [22]

1.7.1 ApoE — Apolipoprotein E

Apolipoprotein E (ApoE) je lokalizovan na dlouhém rameni chromosomu 19
v oblasti 19913.32. [29]
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Obr. ¢ 8: Lokalizace ApoE na chromozomu 19. Prevzato ze zdroje [29].

Apolipoproteiny predstavuji informacni molekuly zajist'ujici vazbu lipoproteinu na
specifickd vazebnd mista. V pfipadé ApoE se lipoproteiny vazou na specifické
receptory piedevsim v jatrech (zde bylo nalezeno nejvétsi mnozstvi mRNA pro ApoE),
ale jejich vyskyt byl prokdzan také v mozkové tkani. Zde je ApoE mRNA
syntetizovana piedevsim astrocyty a mikrogliemi. [32] Mezi hlavni funkce ApOE patii

transport cholesterolu v mozku, ktery pak reguluje ukladani amyloidu. [2]
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Z genetického hlediska rozliSujeme 3 izoformy nebo alelové formy ApOE genu: &2
(ApoE2), €3 (ApoE3) a &4 (ApoE4). [2] Kazda z téchto izoforem se na metabolismu
cholesterolu podili jinym zptisobem. Jednotlivé izoformy se lisi v dasledku dvou
substitu¢nich mutaci. Jedna se vzdy o zaménu argininu (Arg) za cystein (Cys) v pozici
112 a 158 aminokyselinového fetézce. [5] 1zoforma ApoE2 je determinovana kombinaci
Cys/Cys, ApoE3 pak kombinaci Cys/Arg a izoforma ApoE4 kombinaci Arg/Arg.[22]
Kazdy jedinec nese vzdy 2 kopie ApoE genu, variantni alely jsou tedy dédény
V homozygotnim nebo heterozygotnim stavu. Jednd se vzdy o jednu z téchto Sesti
moznych alelovych kombinaci: €2 / €2 ,€2 /€3 ,€3 /€3 ,82 /€4 ,¢e3 /€4, e4/ €4, kdy
mohou vzniknout 3 rtuzni homozygoti ApoE2/E2, ApoE3/E3, ApoE4/E4 nebo tii rizni
heterozygoti ApoE2/E4, ApoE2/E3, ApoE3/E4.[27]

Nejcastéjsi genotyp je ApoE3/3. Lidé s alelou ApoE4 maji genetickou predispozici
pro vznik ACH v mlad$im véku. Opakem je alela ApoE2, ktera ma spiSe protektivni
charakter a nezvySuje riziko vzniku ACH. U ApoE 4 je také velmi dilezité, jestli jde o
heterozygotni ¢i homozygotni formu. U lidi s heterozygotni formou ApoE 4 je riziko
vzniku aZ 3X vyssi, zatimco u homozygotl se stejnou alelou je riziko vzniku az 8x
vy$si. [22] Protein ApoE je soucasti gliovych elementd, které pak tvoii komplexy
s fosfolipidy a cholesterolem. Tyto komplexy pak transportuje do neuront diky
vazebnym mistim pro LDL. Poté dochazi k rozstépeni komplexu. Fosfolipidy a
cholesterol se vstiebaji a ApoE se uvolni. V piitomnosti izoformy ApoE4, ktera odolava
tomuto Stépeni, dochazi k uvoliiovani nedostate€ného mnozstvi fosfolipida pro neurony,
které jsou nutné jak pro stavbu jejich membrany, tak pro tvorbu acetylcholinu. Dalsi
moznosti, nad kterou védci uvazuji, je interference ApoE4 s a2 — makroglobulinem,
ktery ma Cistici funkci a odstranuje tak vznikla depozita f-amyloidu. [2]

Vyznam genu ApoE jako hlavniho rizikového genetického faktoru pro ACH byl
ovéfen Ctyfmi nezavislymi pristupy: vazebnou analyzou v rodinéch s vice piipady ACH
a pozdnim nastupem, zvySenym vyskytem ApoE4 u pacienti s ACH ve srovnani
s kontrolami, dale ovéfenim faktu, ze ApoE je soucasti amyloidovnych plaki u pacientl
s ACH a vaze se na neurotoxicky p amyloidovy peptid.[37] Védci zatim nezjistili, zda

ApOE 4 souvisi piimo se vznikem ACH. Zatim je znamo spojeni této izoformy se
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zvySenym poctem proteinovych shlukd tvoficich amyloidni plaky v mozkové tkani
nemocnych. Nahromadéni proteinovych shlukti a amyloidovych plakit mize vést az ke
zvysené riziko vzniku ACH, ale nezdédi nemoc samotnou. Ne u vsech nositelit ApoE4
se nemoc vyvine. [29] Ptfitomnost ApoE4 je dale spojovana se zvySenym rizikem pro
kardiovaskularni onemocnéni, aterosklerézu, onemocnéni perifernich cév nebo diabetes
typu 2.[31]

Existuji studie provedené na monozygotnich a dizygotnich dvojcatech, které
podpotily vyznam ApoE pro rozvoj ACH s pozdnim za¢atkem. Této studie se ztcastnilo
vice jak 20 000 jedno a dvojvajeénych dvojcat starSich 60 let. U 12 tisic dvojcat bylo
provedeno kompletni vySetfeni zabyvajici se ACH s pozdnim zacatkem. Zjistilo se, ze
genetické faktory se podili ze 79 % na vzniku ACH, pficemz pohlavi dvojc¢at nehralo
zadnou dulezitou roli. U jedinci ve veéku od 65 do 69 let se pohybovalo riziko vzniku
ACH okolo 1,4 %, u osob starsich 90 let bylo riziko vzniku az 30%. Zajimavé je, Ze u
jednovajecnych dvojcat byla shodné diagnostikovana ACH u 59 %. U stejného pohlavi
dvojvaje¢nych dvojcat byla ACH prokdzana u 32 % pfipadl a u dvojcat nestejného
pohlavi se jednalo pouze 0 24 % piipadu. [22]

Studie u bélosské a afroamerické populace pfinesly zajimavy objev. Celkem bylo
vySetieno 6158 osob, u kterych se zjistilo, Ze alela ApoE4 je rizikova pro vznik ACH
spise u bélosské populace.[30]

1.7.2 A2M - alfa-2-makroglobulin

A2M gen je lokalizovan na 12. chromozomu v oblasti 12p13.31. [39] Tento gen
urCuje expresi 02- makroglobulinu (A2M) proteinu, ktery je ligandem receptoru pro
nizkodenzitni lipoproteiny, stejné tak jako je ApoE. [22] Jeho funkci je odstranovani
vzniklého B-amyloidu. Mozné polymorfni varianty jsou z hlediska jeho funkce stale
studovany [22] Na 12. chromozomu se nachazi také LRP1 gen. Bohuzel zde nebyly

zjiStény zadné vyznamné zmény souvisejici s dlouhodobou paméti. Tento gen je
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odpovédny za expresi proteinu vztahujiciho se ke skupin€ receptorti pro nizkodenzitni
lipoproteiny. Tento receptor umoziiuje zcasti odstranit B-amyloidni peptidy pies
hematoencefalickou bariéru pomoci ApoE. Zatim ale nebylo prokazano, Ze by

polymorfizmus tohoto genu vedl k rozvoji ACH s pozdnim nastupem. [22]

1.7.3 SORL1

Gen SORL1 se vyskytuje na 11 chromozomu v oblasti 11923.2-g24.2. [40]
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Obr. ¢ 9: Lokalizace SORL1 na chromozomu 11. Prevzato ze zdroje [40].

Tento gen byl identifikovan jako rizikovy faktor ACH s pozdnim vyskytem.
Jednonukleotidova substituce v genu SORLI1 ovlivni jeho expresi a nasledné 1 aktivity

APP proteinu, coz mize mit za nasledek pfi¢inu vzniku ACH. [22]

1.7.4 IDE gen

Gen IDE se nachazi se na 10. chromozomu v oblasti 10923-925. IDE gen je slozen
z 24 exond, které koduji inzulin degradujici enzym (IDE). Jeho funkci je §tépeni peptida
naptiklad inzulinu, ale také AP peptidu. Proto zvySena hladina AB42 v hyperinzulinemii

v wve

zpusobuje ,,soutéz* mezi peptidy o stejné enzymy.
V zavéru tedy mizeme fici, Ze hyperinzulinémie u 0sob s cukrovkou 2. typu, ale

také u osob s nadvéhou, predstavuje velké riziko pro vznik ACH s pozdnim zacatkem
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V tomto piipadé bez pritomnosti alely €4. Ostatni geny vyskytujici se v blizkosti tohoto

genu, mohou piedstavovat riziko pro vznik ACH v piitomnosti alely €4. [22]

1.7.5 Gen pro angiotenzinkonvertazu

Gen pro angiotenzinkonvertazu (ACE) je lokalizovan na chromozomu 17¢23.
Tento gen se vyskytuje ve tfech variantnich genotypech — DD, Il, ID, kde | oznacuje
inzer¢ni polymorfismus a D dele¢ni polymorfismus. Angiotenzinkonvertaza je dulezity
enzym V renin-angiotenzinovém systému. Genotypy vedouci k vys$§imu riziku ACH,
jsou Il a ID. Genotyp ID ptedstavuje 1.67x vyssi riziko a genotyp Il pak 2.22x vyssi

riziko. Genotyp DD ma spiSe neuroprotektivni charakter. [13]
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2 Cil prace

Cilem mé bakalarské prace bylo:

e Napsat odbornou resersi na dané téma.

e Praktické zvladnuti laboratornich metod — izolace DNA z periferni krve,
izolace DNA z bukalniho stéru, PCR, detekce mutaci genu ApoE pomoci
reverzni hybridizace na stripech (komer¢ni kit).

e Optimalizace dal§i molekularné¢ genetické metody pro detekci mutaci
v genu ApoE.

e Vyhodnoceni a diskuze ziskanych vysledku.
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3 Metodika

3.1 Charakteristika souboru

Laboratorni &ast bakalaiské prace byla vykonana v Ceskych Budg&jovicich, na
ambulantni klinice, Matice Skolské 1786/17 v genetické laboratoiti GENLABS pod
vedenim Mgr. Dagmar Bysttické, Ph.D. Veskera vySetfeni byla provadéna pod

odbornym dohledem kvalifikovaného pracovnika.

3.2 Principy laboratornich metod

Pied kazdou PCR reakci byla provedena izolace DNA. DNA byla izolovana
z periferni krve nebo z bukalniho stéru. Periferni krev odebira kvalifikovany pracovnik,
na rozdil od vzorku z bukalniho stéru. Vzorek bukalniho stéru si mize kazdy klient
odebrat sam, ptic¢emz dodrzuje tyto pokyny: (nejméné 60 minut pied odbérem nejist,
jednim odbérovym tamponem otirat sliznice obou tvafi ptiblizné po dobu 1 minuty,
maximalné¢ do 48 hodin dorucit vzorek do laboratoie). Je dulezité, aby na tamponu
zlstalo co nejvice epitelovych bunck. Poté, co vzorek piijme laboratof, musi byt
uchovan v lednic¢ce pii teploté cca 4°C. Soucasti kazdého piijatého vzorku musi byt
fadné vyplnénd Zadanka a informovany souhlas s genetickym laboratornim vySetfenim
S potfebnymi informacemi jak o pacientovi, tak o pozadovaném vySetieni. Po pfijeti je

vzdy Z4danka zkontrolovana a kazdému vzorku je pfifazeno identifikacni Cislo.

3.2.1 PCR - polymerazova retézova reakce

PCR umoznuje enzymatickou amplifikaci DNA in vitro syntézou vybrané sekvence

DNA vcyklické reakci, kdy se méni 3 teploty za pouziti termostabilni DNA
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polymerazy. [47] Dany usek, ktery chceme namnozit, nebo-li amplifikovat, musi byt
vzdy ohranicen, jak na zacatku, tak na konci vybrané ¢asti genomu pomoci kratkych
oligonukleotidovych sekvenci tzv. primert. Jednd se o chemicky syntetizované
oligonukleotidy. [45] Tyto primery se vzdy pfipoji ke komplementarnim usekiim DNA
a fidi syntézu novych vldken ve sméru 5'—3".[47] Vysledkem PCR jsou az miliony
exaktnich kopii vzorového fragmentu DNA o délce az 10 tisic nukleotidi. Kazda
reakéni smés se sklada ztemplatové DNA, primerti, ze smeési nukleotidd dNTP,
reakéniho pufru a termostabilniho enzymu DNA polymerdzy. Nejvice se pouziva tzv.
Taq polymerdza ziskand z bakterie Thermus aquaticus. Zmifiované dNTP, DNA
polymeraza a reak¢ni pufr jsou vétSinou soucasti komeréné dodavaného master mixu.
[46]

Celé tato reakce probihala v tzv. termocykleru, ktery umoznuje béhem nékolika
sekund zvysit nebo snizit teplotu o n€kolik desitek °C. Kazdy tento teplotni cyklus ma 3
faze a trva ptiblizné€ 0.5 - 5 minut.

1. Denaturace — dochdazi k separaci fetézci DNA, diky vysoké teploté¢ 94 -
98°C za vzniku jednovldknovych DNA molekul.

2. Annealing — nasednuti primerti na specifickd mista DNA diky snizené
teploté na 50 - 65°C.

3. Extension — syntéza DNA, dochazi k ptirdstu vlakna komplementarni DNA
k ptivodni molekule DNA ve sméru od 5' konce k 3' konci Obvykle se tyto
kroky opakuji ve 30 cyklech. [45] [46]
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Obr. & 10: Ukdzka pribéhu PCR, 1 - denatuarace, 2 - annealing, 3 — extension.

Prevzato ze zdroje [46].

3.2.2 Multiplex PCR

Multiplexni reakce patfi k vykonnym metodam PCR. Tato metoda umoziuje
testovat vice deleci a bodovych mutaci vjedné amplifikaéni reakci. To vSe je
nasledovano jednim elektroforetickym délenim v agar6ze a obvykle je urcena k detekci
zna¢enim ethidiumbromidem [47] ¢i jinym interkalaénim barvivem (napi. GelRed,
MidoriGreen apod.). Pro kazdy jednotlivy lokus jsou navrzeny dva parové primery
stejné jako u klasické PCR, avSak narozdil od klasické PCR, musi mit jednotlivé
primerové pary stejnou ¢i velice podobnou teplotu annealingu. V elektroforéze musi byt
pak snadn¢ odliSitelné velikosti amplifika¢nich produktt z jednotlivych lokust. [62]
Metoda je narocna ve fazi piipravy, kdy je dulezité detailni a promySleni navrhu
primert, a poté sestavovani navrhu postupného piidavani jednotlivych dvojic k jiz
vytvofené strukture. [62] Ke kazdé reakci je dualezité provést pozitivni i1 negativni

kontrolu. [47]
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3.2.3 Gelova elektroforéza

Velikosti PCR produkti byly zkontrolovany pomoci gelové elektroforézy. Tyto
fragmenty maji rtiznou pohyblivost v agar6zovém gelu (vétsi fragmenty se pohybuji
pomaleji, mensi rychleji). Tento pohyb fragmentl zajistuje plisobeni stejnosmérného
elektrického pole. DNA je nabita zaporn¢, proto se pohybuje vzdy ke kladnému konci

(anodg).

3.2.4 Reverzni hybridizace na stripech

Reverzni hybridizace slouzi k detekci bodovych mutaci a jednonukleotidovych
polymofismt. Pii této metodé¢ dochazi k hybridizaci jednovlaknovych nukleovych
kyselin na zaklad¢ jejich sekvenéni komplementarity, pficemz jedno vlakno predstavuje
testovand DNA, ziskand béhem PCR a druhé vlakno pak referencni tisek DNA se
znamou sekvencni specificitou imobilizovany na pevném nosici. Postup reverzni
hybridizace se sklada ze tii kroku: izolace DNA, amplifikace testované DNA a vlastni
hybridizace.

Pro vizualizaci hybridizace se pouzZiva nékolik pfistup. Diive bylo vyuzivano
radioaktivniho znaceni testované DNA. Toto znaceni bylo postupné nahrazeno
fluorescenénim ¢i enzymatickym znacenim (napf. systém streptavidin-biotin s kienovou
peroxidazou ¢i alkalickou fosfatazou). Na zaklad¢ fluorescenéni ¢i enzymatické aktivity

dochazi ke zviditelnéni hybridizace komplementarnich genomovych sekvenci.
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3.3 Postupy genetického vySetieni

3.3.1 lzolace DNA

Pied kazdym molekuldrné — genetickym vySetieni (pii kterém je analyzovana
DNA), se musi provést izolace DNA, ktera je nejéastéji izolovana z lymfocytt periferni

krve nebo z epitelovych bun¢k ziskanych pomoci bukalniho stéru.

a) Periferni krev

K izolaci DNA z periferni krve byl pouzit Genomic DNA Mini Kit dle doporu¢eni
vyrobce.

Reagencie

e 96% ethanol

e GT Buffer

e W1 Buffer

e Wash Buffer

e Elution Buffer

e RBC Lysis Buffer

Spoti‘ebni material

e GD Column
e 2 ml collection tube
e 1,5 ml mikrozkumavky

e Spicky a rukavice

40



Pfed zacatkem izolace byl vytemperovan termostat na 60°C. Pro 1 vzorek bylo
nutné pripravit 2 X 1,5 ml mikrozkumavky. Jedna zkumavka pro lyzaé¢ni reakci a druha

pro finalni eluci. Kazda zkumavka byla oznac¢ena laboratornim ¢islem vzorku.

Postup

Nejprve bylo napipetovano 300 pl plné krve do oznacené mikrozkumavky. Poté
bylo ptidano 900 pl RBC Lysis Buffer. Nasledovala inkubace 10 minut pii pokojové
teploté. Dale byl vzorek centrifugovan 5 minut pii 3 tis. ot/min. Supernatant byl
opatrné odstranén a byla ponechana peleta. Nasledné bylo ptidano 100 ul RBC Lysis
Buffer, ve kterém byla peleta resuspendovana. Dale bylo ptidano 200 ul GB Buffer,
zkumavka byla zvortexovana a kratce sto¢ena. Nasledovala inkubace 10 — 15 minut
Vv termostatu pii 60 °C. Pii této inkubaci se zkumavka kazdé 3 minuty promichala
ptevraceni v ruce. Do zkumavky bylo pfidano 200 ul 96% etanolu, nasledoval vortex a
stoceni zkumavky.

Takto ptipraveny lyzat byl ptepipetovan na kolonku (GD Column), ktera byla
umisténa do Cisté sbérné zkumavky. Tato kolonka se sbérnou zkumavkou byla
zcentrifugovana pii 14 — 16 tis. otackach po dobu 5 minut. Poté byla kolonka ptendéana
do nové sbérné zkumavky a pouzita sbérna zkumavka s tekutinou byla vyhozena. Na
tuto kolonku bylo napipetovano 400 pl W1 Bufferu, opét probéhla centrifugace pti 14 —
16 tis. otackach po 30s. Ze sbérné zkumavky byla vylita tekutina a kolonka byla
vracena zpét do stejné sbérné zkumavky. Na kolonku bylo pfidano 600 pl Wash Bufferu
a prob&hla centrifugace pti 14-16tis. otackach po dobu 30s. Naposledy byla vylita
tekutina ze sbémé zkumavky, kolonka byla vracena do sbérné zkumavky a
zcentrifugovana pii 14 — 16 tis. otackach po dobu 3 min.

Suchd kolonka a navdzanou DNA byla pfesunuta do pfipravené cisté 1,5 ml
mikrozkumavky fadné oznagené Stitkem (jméno a piijmeni klienta, RC, ¢&islo vzorku,
datum izolace, inicialy kdo izolaci provedl). Na filtr kolonky bylo napipetovano 50 pl
predehiatého Elution Buffer, nasledovala inkubace minimalné 3 minuty pfi pokojové

teploté. Kolonka byla zcentrifugovana pii 14 — 16 tis. otackach po dobu 30s. Izolovana

41



DNA déana do lednice pro pozdé€jsi pouziti (max. 24 hod) nebo do mraziciho boxu
(-20°C), ve kterém je DNA archivovana.

b) lzolace z bukalniho stéru

Kizolaci genomové DNA z bukalniho stéru byl pouzit DNA Isohelix DNA

Isolation Kit dle doporuceni vyrobce.
Reagencie

e Lysis buffer

e Proteinkinase K

e Capture buffer CT

e Re —hydration buffer TE

Pied zacatkem izolace byly pro 1 vzorek ptipraveny 3 1,5 ml mikrozkumavky, byla

nastavena sucha lazen na 60 °C a Proteinikinase K byla vyndana z mrazaku.

Postup

Do zkumavky s odbérovym tamponem bylo ptidano 500 ul Lysis Bufferu a poté 20
ul proteinkinase K. Kratce ptipraveny vzorek byl zvortexovan a zcentrifugovan. Posléze
byl inkubovan hodinu pii 60 °C, opét byl zvortexovan a zcentrifugovan. Nasledné byl
cely objem (asi 400 pl) vzorku ziskany béhem né€kolika centrifugaci prepipetovan do
nové 1,5 ml mikrozkumavky. K lyzatu bylo ptidano 500 ul Capture buffer, nasledoval
zvortex a zkumavka byla zcentrifugovana pii 13tis ot/min po dobu 7 min. Supernatant
byl opatrné odstranén, aby nedoslo k naruseni pelety DNA. K peleté bylo ptidano 50 pl
predehratého Re-hydration buffer TE. Takto pfipraveny vzorek byl inkubovan 5 minut
pii RT, opét byl kratce zvortexovan a zkumavka byla zcentrifugovana pii 13 tis. ot/min
po dobu 2 minut. Nakonec byl odebran supernatant obsahujici DNA do nov¢ pfipravené

1,5 ml zkumavky. Takto pfipravena DNA byla ulozena do krabicky v mrazicim boxu.
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3.3.2 Méreni koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla méfena pomoci piistroje Fluorometr Qubit ® 2.0. Naméiené
hodnoty byly uvadény v jednotkach ng/ul. Vysledné koncentrace DNA izolované
z periferni krve a DNA z bukélniho stéru se zasadné nelisily. Ackoli koncentrace DNA
ziskana z bukalniho stéru byla o néco vyssi nez koncentrace DNA z periferni krve. Na
druhou stranu byla DNA z bukélniho stéru vice zne€i$téna moznymi inhibitory PCR
reakce. Duvodem zneéisténi mohl byt zpisob izolace DNA, kdy nebyla pouzita
kolonkova metoda. Kone¢né vysledky koncentrace DNA pro jednotlivé vzorky shrnuji

V tab. ¢. 5.

3.3.3 Reverzni hybridizace na stripech, pouziti CVD StripAssay®

Pro reverzni hybridizaci na stripech byl pouzit kit CVD StripAssay® dle doporuceni
vyrobce. Reverzni hybridizace na stripech se sklada né€kolika kroki: z izolace DNA,
z multiplexové PCR amplifikace vyuZzivajici biotinylované primery s naslednou
kontrolou PCR produktd na agar6zovém gelu a samotné hybridizace amplifikovanych
produkti k testovacimu stripu. Na ném jsou imobilizovany oligonukleotidové préby
predstavujici paralelni linky na stripu. Specificka hybridizace biotinylovanych sekvenci
ziskanych vramci PCR Kk oligonukleotidovym probam je pak detekovana pomoci

streptavidinu, alkalické fosfatazy a barevného substratu.
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Reagencie

e Amplification Mix A
e Amplification Mix B
e Taq Dilutation Butter
e DNAT

e Promyvaci korytka

e Testovaci stripy

e Hybridization Buffer
e Wash Solution A

e Conjugate Solution

e Wash Solution B

e Color Developer

Postup

Vodni lazen byla vyhfata ptesné na 45 °C, vodni hladina sahala do Y2 vysky
promyvaciho korytka. Soucasné byl vytemperovan Hybridization Buffer a Wash
Solution A na 45 °C. Ostatni reagencie (DNAT, Conjugate Solution, Wash Solution B a
Color Developer) vcetné testovacich prouzku byly vytemperovany na pokojovou
teplotu. Pro kazdy vzorek byl Cistou pinzetou vyjmut 1 strip a na okraj tohoto stripu

bylo napsano obyc¢ejnou tuzkou cislo vzorku.

a) Amplifikace DNA

Nejprve byla nafedéna pracovni koncentrace Tag DNA Polymerase v Taq Dilution
Buffer odpovidajici 0,2 U/ul. Napiiklad pro 5 vzorecku bylo smichano 24 ul Taq
Dilutiom Buffer + 1 pl Tag DNA Polymerase. Do piipravenych PCR zkumavek,
umisténych do chladiciho stojanku byly rozpipetovany PCR reak¢ni mixy pro jednotlivé
amplifika¢ni mixy, Mix A a Mix B:
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Mix A: 15 ul Amplification Mix A + 5 ul nafedéné Taq DNA Polymerase + 5
ul izolované DNA;

Mix B: 15 pl Amplification Mix B + 5 ul nafedéné Taq DNA Polymerase + 5
ul izolované DNA.

Zkumavky byly uzavieny, kratce promichdny a stoceny a nasledné vlozeny do

cycleru. Pro amplifikaci byl spustén ptislusny PCR protokol.

Tab. ¢ 1: Teplotni profil reakce.

Krok Cas Teplota | Pocet cykli
1 Uvodni denaturace 2 min 94 °C 1
Denaturace 155 94 °C
2 Anealing 30s 58 °C 35
Extenze 30s 72 °C
3 Konec¢na extenze 3 min 72 °C 1

b) Gelova elektroforéza
Reagencie

e Crystal 10 x TBE Buffer

e 10xTBE

e Pracovniroztok 1 x TBE

e Agardzové tablety

e Mildori Green Advanced DNA Stain
e 100bp DNA LADDER H3RTU

e DNA Loading Buffer Blue
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Postup

Pied samotnou elektroforézou byl nejprve piipraven pracovni roztok 1 x TBE. TBE
pufr se méni v elektroforetické vane 1 x za 14 dni.

Agardzové tablety byly dany do plastové kadinky (min. objem plastové kadinky
¢inil 100 ml). Pocet agarézovych tablet a objem TBE pufru zavisi na tom, kolik % gel
ma byt pfipraven (1 tableta 0 0.5 g/50 ml TBE = 1% gel). Tablety byly rozpustény
v TBE pufru. Po nékolika zahtivanich v mikroviné troubé vznikl gel, ke kterému bylo
pfidanol5 pl barvy Midori Green Advanced DNA Stain. Po kratkém zchladnuti byl
gelovy roztok nalit gel na pfipravenou elektroforetickou podlozku a do gelu byly
vloZeny hiebeny. Po ztuhnuti gelu byly hiebeny odstranény a gel byl vloZen do
elektroforetické vany obsahujici 1 x TBE pufr. Do vybrané jamky (prvni nebo posledni)
bylo napipetovano 5 pl markeru 100 bp DNA LADDER H3RTU (obr. ¢. 11). Do
ostatnich jamek bylo napipetovano vzdy 5 pl kazdého PCR produktu.

Nasledné byla elektroforéza spusténa nejméné na 15 minut pfi 100 — 135 V. Cely
pribéh elektroforézy bylo mozné sledovat pomoci specidlniho iluminatoru Mupid™
LED Illuminator a barvé Midori Green Advance DNA Stain. Po skonceni elektroforézy
byl gel zdokumentovdn pomoci detekéniho systému FastGene® GelPic LED Box.
Piiklad gelové elektroforézy dvou vybranych vzorkl je uveden v kapitole Vysledky na

obr. ¢. 12.

DNA Mass Base Pairs

(ng/5pl)
40 — 3,000
70 —1,500
50 — 1,000
40 — 900
40 — 800
30 — 700
30 — 600
90 — 500
40 — 400
30 — 300
40 — 200
40 — 100

1.5 % TAE agarose gel

Obr. ¢ 11: 100bp DNA LADDER H3RTU. Prevzato ze zdroje [59].
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¢) Hybridizace

Nejprve bylo napipetovano do spodni ¢asti korytka vzdy 10 ul DNAT. Nasledné
bylo pfidano 10 ul PCR produktu A a 10 ul PCR produktu B vzdy pfimo do roztoku
DNAT. Tento roztok byl promichan pipetou s PCR produkty (zmodral), nasledovala
inkubace 5 minut pii pokojové teploté. Do kazdého korytka byl napipetovan 1 ml
Hybridization Buffer, promichan s DNAT, poté byl do roztoku ponoifen hybridiza¢ni
strip oznacenou stranou nahoru. Nasledovala inkubace 30 min pii 45 °C ve tfepané
vodni lazni. Po skonceni této inkubace byl odsat hybridiza¢ni roztok, ktery byl nahrazen

promyvacim roztokem. Béhem vymény roztokl nesmélo dojit k vysuSent stripu.

d) Promyvani

Po odsati hybridiza¢niho pufru byl pfidan 1 ml Wash Solution A, ktery byl
nasledné odsat (pro oplachnuti stripu). Opét byl pfidanl ml Wash Solution A,
nasledovala inkubace 15 min pii 45 °C ve tfepané¢ lazni. Poté byl opét odsat Wash
Solution A a napipetovan znovu 1 ml Wash Solution A. Cely proces (ptidani, inkubace

a odsati promyvaciho roztoku) byl zopakovan.

e) Barveni

Po ostranéni Wash Solution A byl ptfidan 1 ml Conjugate Solution, nasledovala
inkubace 15 min pfi pokojové teploté za neustalého tiepani. Po odstranéni roztoku byl
piidan 1 ml Wash Solution B, ktery byl nasledné odstranén (pro oplachnuti stripu).
Znovu byl piidan 1 ml Wash Solution B, nasledovala inkubace 5 min pifi pokojové
teploté na tfepacce. Cely proces promyvani roztokem Wash Solution B byl zopakovan.
Nakonec byl pfidan 1 ml Color Developer, nasledovala inkubace 15 min pii pokojové
teploté ve tmé&. Po ukonceni hybridizace byly stripy nekolikrat oplachnuty destilovanou

vodou a ususeny pomoci filtra¢niho papiru.
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3.4 Optimalizace dalSi molekuliarné genetické metody

Dalsi zptusob umoznujici genotypizaci ApOE genu predstavuje certifikovany kit
DiaPlexCTM ApoE od firmy SolGent Co., Ltd. Detekce polymorfismi je v tomto
ptipadé zalozena na principu real-time PCR.

Komeréni kit DiaPlexQ™ ApoE dokaze analyzovat jednonukleotidové
polymorfismy tzv. SNP v genu pro Apolipoprotein E pomoci mutliplexové alelové
specifické real-time PCR vyuzivajici sondy Tagman. V ramci reakce jsou detekovany
dvé bodové mutace typu missence zodpovidajici za zaménu aminokyselin na pozici 112
a 158, coz vede k detekci riznych ApoE alel u testovaného jedince.

DiaPlexQ™ ApoE kit je slozen ze dvou 2x Multiplex Real-Time PCR Smart mixi
pro ApoE 112 genotyp a ApoE 158 genotyp obsahujicich DNA polymerazu, reakéni
pufr a nukleotidy (ANTP) a z cilovych genové specifickych primerti a prob. Pribézna
amplifikace PCR je sledovana v redlném case a miiZze byt analyzovana na zakladé
alelové diskrimina¢niho nasednuti pfisluSnych primertt a prob. V kazdém béhu je
soucasn¢ analyzovéna také pozitivni kontrola s pfedem zndmym genotypem, dulezita
pro kontrolu spravného prubéhu reakce a negativni kontrola nezbytna pro kontrolu
mozné kontaminace vzorkll. Soucasti kitu je také UDG (Uracil-DNA glykosylaza)
systém, ktery minimalizuje moZnost kontaminace reakci pifedeSlymi vzorky

zpracovanymi v laboratofi.

Tab. é. 2: SlozZeni reakcniho mixu.

2x Multiplex Real-Time PCR Smart mix 10 pl
Primer & Probe mixture (ApoE112 nebo ApoE158) 5 ul
DNA templat S5ul

Celkovy objem reakce 20 pul
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Tab. & 3: Teplotni profil Real-Time PCR.

Krok Teplota Cas Pocet
cykli
1 UDG aktivace 50 °C 3 min 1
2 Pre-PCR Analyza 60 °C 1 min 1
3 Inicia¢ni aktivace PCR 95 °C 15 min 1
4 Denaturace 95 °C 15s
Nasednuti primert a ) 40
5 60 °C 1 min
extenze
6 Post-PCR analyza 60 °C 1 min 1
Tab. ¢ 4: Vyhodnoceni reakce.

ApoE genotyp SNP ApoE112 ApoE158
E2/E2 TT/TT TIT typ T/T typ
E2/E3 TT/TC T/T typ TIC typ
E2/E4 TCITC T/IC typ TIC typ
E3/E3 TTICC TIT typ CIC typ
E3/E4 TCICC T/IC typ CIC typ
E4/E4 CC/CcC CIC typ CIC typ

Ackoli vyrobce deklaroval kompatibilitu tohoto Kitu s pfistrojem LightCycler 2.0
firmy Roche, ktery je jako jediny real-time pfistroj soucasti pfistrojového vybaveni

laboratofe, nepodafilo novou metodu tspésné optimalizovat ani za pfitomnosti prodejce

kitu. Pfislusny kit je bohuzel pouzitelny pro jiné typy real-time cyclert.

49



4  Vysledky

Vysledné koncentrace DNA byly naméfené na pfistroji Fluorometr Qubit ® 2.0.

Tab. ¢ 5: Vysledné koncentrace DNA (bukalniho stéru/periferni krve).

Vzorek | BS/PK | DNA [ng/ul]
1 PK 70,2
2 PK 50,8
3 PK 22,2
4 BS 11
5 BS 42,6
6 PK 21,2
7 PK 34,6
8 PK 20,6
9 PK 34
10 BS 44
11 BS 23,6
12 BS 94,4

Vysledné produkty multiplex PCR reakci byly detekovany pomoci gelové
elektroforézy na 4% agar6zovém gelu (obr. ¢. 12). Vramci amplifikaéni reakce
A (Mix A) vznikly PCR produkty o velikosti: 134, 156, 173, 202, 223, 254, 297, 324 bp
a v ramci amplifikacni reakce B (Mix B) vznikly PCR produkty o velikosti: 225, 248,
283, 346 bp.
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Marker 1 Mix A 1Mix B 2 Mix A 2 Mix B

Obr. & 12: Vysledné PCR produkty na 4% agarozovém gelu.

Samotna analyza genotypu ApoE k danému onemocnéni byla provedena u 12 osob.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 6. Dané vysledky byly hodnoceny pomoci panelu
pro vyhodnoceni, ktery je zobrazen na obr ¢. 13. Vysledky hybridizace jsou uvedeny na
obr. ¢. 14.

Tab. ¢ 6: Vysledky genotypizace ApOE.

Vzorek | Genotyp Apo E
1 E3/3
2 E3/3
3 E3/4
4 E3/4
5 E4/4
6 E3/3
7 E3/3
8 E3/3
9 E3/3
10 E3/3
11 E3/3
12 E3/3
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Obr. & 13: Panel hodnoceni pro genotypizaci ApoE.

23
24
25
26
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Obr. ¢ 14: Ukazka vysledné hybridizace pro jednotlivé vzorky.
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5 Diskuze

Izoforma ApoE4 patii zhlediska genetiky Kk zatim jedinému prokazanému
rizikovému faktoru pro vznik sporadické formy ACH. Tato varianta existuje vedle dvou
dal§ich variant tohoto genu, jednd se o izoformy ApoE2 a ApoE3. Jedinci bez
pfitomnosti ApoE4 negativni, patfi do skupiny s niz§im rizikem vzniku tohoto
onemocnéni, pri¢emz toto riziko predstavuje zhruba 9% a souvisi zejména s v€kem nad
65 let.

Pro vysetfeni genu ApoE byl pouzit certifikovany kit CVD StripAssay® Kit od
firmy Viennalab/PentaGen, ktery obsahuje 20 testti. Celkem bylo testovano 12 jedinc,
kdy byla vétSina negativni pro ApoE 4, celkem 9 ptipadi. Ani v jednom piipadé se
nejednalo o pacienty s ACH, ale spiSe o pfibuzné osob trpicich touto chorobou, kterym
Slo o vylouceni pfitomnosti tohoto rizikového faktoru v jejich genomu. Nejcastéji byli
identifikovani nositelé¢ varianty ApoE3/E3. Tato izoforma se vyskytuje v evropské
populaci nejcastéji (72.2 — 77.6 %) [60] a nepfedstavuje vyznamné riziko pro vznik
ACH. Nejvyssi riziko je popisovano u jedincii homozygotnich pro variantu ApoE 4
(ApoE4/E4), ptiCemz jeji vyskyt v populaci je odhadovan na 10.6 — 14.8 %. [60]
V ramci testovanych jedinci byl identifikovan pouze jediny ptipad ApoE4/E4. Pro
takového pacienta je dilezité to, ze je o riziku vzniku sporadické formy ACH
informovéan, coz miize byt klicové pro pfipadné v€asné zahdjeni 1écby, ktera umi
vyrazn¢ zpomalit projevy onemocnéni a tim umoziuje dlouhodobé;jsi zachovani kvality
zivota. U dvou pacientil byla nalezena izoforma ApoE4 v heterozygotnim stavu,
konkrétné¢ kombinace ApoE3/E4. Tito pacienti se vyznacuji zvySenou hladinou
triacylglycerolt v plazmé zpusobenou nedostatecnym odstraniovanim lipoproteinovych
zbytkli z ob&hu. Jedna se o pacienty ohroZené hyperlipoproteinémii a dale o obézni
jedince s hypertriglyceridemii. [60] Rozsahla meta-analyza zroku 1992 zahrnujici
15 000 jedinct ze 17 rtiznych zemi potvrdila u jedinch se fenotypem ApoE3/E4 vyssi
koncentrace celkového cholesterolu a triglycerida a nizsi koncentrace HDL-cholesterolu

ve srovnani s jedinci ApoE3/E3. [61]
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V soucasnosti je znamo, ze alela €4 je silné¢ asociovana s ACH a jeji pfitomnost
muze predstavovat vyznamny rizikovy, ale ne absolutni rizikovy faktor, pro vznik
tohoto onemocnéni. Lékarské komunity jsou spiSe proti genetickému testovani
rizikovych faktortt ACH [50] z toho diivodu, Ze pro pozitivni jedince mize mit toto
vySetfeni fatalni nasledky zejména z psychického hlediska. Mij nézor je takovy, ze v
dnesni dobé, kdy mame Iékaiskou védu na vysoké urovni, je vhodné pro pacienta
genetické vySetfeni podstoupit. Pokud se prokdze vyskyt izoformy ApoE 4, muize
pacient zménit svij styl Zivota, vyhybat se rizikovym faktoriim, a tim také snizit riziko
vzniku ACH. Velice dulezitou roli hraje také schopnost 1ékate interpretovat pacientovi
vysledky tohoto vySetfeni. Pied samotnym vysetfenim by mél 1ékaf s pacientem
prodiskutovat anamnézu celé rodiny a tedy genetické piedpoklady pro vznik choroby.
Na zaklad¢ vysledkii genetického vySetfeni a anamnézy, by mél lékar pacientovi
poskytnout poradenstvi, jak snizit riziko vzniku ACH. Na druhou stranu je diskutabilni
CO S pacienty, u kterych vysetfeni neprokaze vyskyt ApoE4. Tito pacienti pak mohou
mit sklon k ignoraci veSkerych preventivnich opatieni.

Nejnovéjsi védecké studie poukazuji na vztah mezi patogeny (viry ¢i bakterie) a
vznikem ACH. Jedna se pfedev§im o Herpes simplex virus (HSV 1), Chlamydia
pneumoniae a n¢kolik druht spirochet, které byly identifikovany ve vyssi mife v mozku
starSich lidi [49]. Tyto patogeny se v mozku nachazeji ptedevsim ve stadiu vegeta¢niho
klidu a k jejich reaktivaci muze dojit zejména vlivem piirozeného oslabeni imunitniho
systému v dusledku stafi nebo vlivem imunosuprese ¢i vlivem stresu. U HSV1 jde
zejména o imunosuprimované pacienty, kdy je HSV1 DNA v mozku amplifikovana.
[19] Napiiklad virus Herpes simplex encefalitis (HSE) vyvolava poskozeni nékterych
regionit CNS spojenych s limbickym systémem, které nasledné ovliviiuje pamét,
kognitivni a afektivni procesy. [17] Tyto studie jsou na samotném pocatku. V piipad¢,
ze se tyto poznatky potvrdi, myslim si, ze by to mohl byt dal§i velky pokrok v
diagnostice ACH.

Zaveérem lze fici, Ze vySetfeni genetickych predispozic pro ACH s pozdnim
zaCatkem obndsi zejména analyzu genu ApoE. Neznamena to vSak, Ze u jedince s

ApoE4 se onemocnéni vzdy rozvine. Varianta ApoE4, ptfedevSim v homozygotni formé,
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pfedstavuje pro pacienta pouze zvysené riziko vzniku onemocnéni. Pfesnéjsi geneticka
vysetieni se teprve vyviji a uplyne jesté néjaka doba, nez se stanou skutecné¢ zakladnim
vysetienim pro diagnostiku ACH. V soucasné dob¢ se Alzheimerova choroba neda
vylécit. Proto je tedy dilezité¢ vyuziti vSech dostupnych vysetfeni, at’ uz ve smyslu
kognitivnich funkci nebo genetickych predispozic, umoziujicich jeji diagnostiku. Diky
znalosti dostupnych farmakologickych (napf. kognitiva, antidepresiva, neuroleptika,
anxiolitika, neuroleptika, lecitin, vitaminové dopliky) ¢i nefarmakologickych (napf.
stimulace mozku, trénink kognitivnich funkci, oSetfovatelska rehabilitace, zlepSeni
vyzivy a pitného rezimu) piistupii pak dochdzi k vyznamnému zmirnéni nebo odstranéni
priznaki demence. Tak mohou byt oddélena jeji tézka stadia spojena s nesobéstacnosti

postizeného jedince, coz vede k celkovému zlepseni kvality jeho Zivota.
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6 Z7.avér

Cilem mé bakalarské prace bylo shrnuti informaci o Alzheimerové chorobé.
V teoretické Casti jsem se zabyvala nejCastéjSimi typy demence, z hlediska
Alzheimerovy choroby jeji historii, neurobiologii, etiologii, diagnostikou a genetickymi
predispozicemi zejména geny ApoE, APP, PSEN1 a PSEN2.

V experimentalni ¢asti bylo mym ukolem praktické zvladdnuti izolace DNA
z periferni krve a bukalniho stéru, ptiprava PCR reakce, elektroforeticka separace a
detekce PCR produktii na agar6zovém gelu a metoda reverzni hybridizace na stripech.
K vysetieni ApoE genu byl pouzit certifikovany CVD StripAssay® Kit od firmy
ViennaLab (PentaGen).

Soucasti experimentédlni Casti, byla také optimalizace jiné molekularné genetické
metody pro detekci mutaci v genu ApoE. K analyze ApoE genu byl pouzit certifikovany
kit DiaPlexQ™ ApoE od firmy SolGent CO., Ltd. Tato metoda byla zalozena na real -
time PCR.
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