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Analyza polymorfismu NFR 2 genu pomoci metody PCR

Abstrakt

Bakalafska prace se zabyva genetickym testovanim polymorfismu v NRF2 genu.
NFR2 gen ma nékolik polymorfismu ( rs1962142, rs2706110, rs6721961 a rs6706649).
Nejvice vyznamny je polymorfismus NRF2 C617A, ktery byl analyzovan v ramci
praktické casti této bakalarské prace. Tento polymorfismus se oznacuje také jako

136721961 (C—A).

Cilem mé bakalarské prace bylo praktické zvladnuti metody PCR a vypracovani reserSe

tykajici se dané problematiky.

V teoretické ¢asti této bakalarské prace se zaméiuji na popis NRF2 genu, jeho funkci,
strukturu a lokalizaci v genomu. Dale se vénuji metodé PCR jako takové, a principu
PCR-CTPP (polymerase chain reaction with confronting two-pair primers) vyuzivajici

dva pary primert.

V ramci praktické ¢asti byly provedeny nékteré laboratorni metody — izolace DNA z
bukalniho stéru, izolace DNA z periferni krve, detekce polymorfismu C617A genu
NRF2 pomoci metody PCR-CTPP. Praktickd ¢ast prace byla provedena v laboratofi
GENLABS s.r.0. pod dozorem Mgr. Dagmar Bysttické, Ph.D.

Kli¢ova slova: NRF2 gen; polymorfismus



Analysis of the NRF2 gene polymorphism using PCR method
Abstract

The bachelor thesis deals with genetic testing of polymorphism in the NRF2 gene.
NFR2 gene has several polymorphisms ( rs1962142, rs2706110, rs6721961 and
rs6706649). The most significant is the polymorphism of NRF2 C617A, which was
analyzed in the framework of the practical part of this bachelor's thesis. This

polymorphism is also referred to as rs6721961 (C—A).

The aim of my bachelor thesis was the practical mastering of the methods of PCR and
the development research on this issue.

In the theoretical part of this bachelor's thesis focuses on the description of the NRF2
gene, its function, structure and localization in the genome. Furthermore, | dedicate
PCR method as such, and the principle of PCR-CTPP (polymerase chain reaction with

confronting two-pair primer) using two pairs of primers.

In the experimental part, the goal was to practically manage the isolation of DNA from
the buccal swab and peripheral blood, the detection of PCR products with help of gel
electrophoresis, the preparation and execution of PCR reaction and the examination
itself of the NRF2 gen by the means of PCR.

In the framework of the practical part were conducted some laboratory methods —
isolation of DNA from bukalniho smear, isolation of DNA from peripheral blood,
detection of polymorphism C617A of the gene NRF2 by PCR-CTPP. The practical part
of the work was carried out in the laboratory GENLABS s. r. 0. under the supervision of
Mgr. Dagmar Bystiické, Ph. d.

Key words: CVD-NRF2 gen; polymorphis



Obsah

T UVOA .o 8
2 Teoreticka CASt ..........coooiiiiiiic 9
0 A 0] o113 1= T OSSPSR 9
3.1 NRF2 gen a redoxni homeostaza ................cccccoovoiiiiiiiiciii e 9
4.1 FUNKCE GBNU....iiiiiitiitieieiiee ettt bbbt 10
5.1 Polymorfismy vV genu NRF2 ... 11
6.1. RegUuIAce NRF2 gEBNU ......oouiiiiiiiiiiiiieeee e 12
7.1 NRF?2 jako hlavni regulator antioxida¢nich reakei ..................ccoooeiiiiiiiinennnn, 14
8.1 MetOody AEEKCE ..o 16
8.1.1 AmPLfikacni MetOAY ...........ccoiiiiiiiiiiicie e 16
8.1.2 PCR — polymerazova retézova reakce ...............c.cccoceiiiiiiiiiiniciicni e 16
B.L3PCR ARMS ... 20
B CHIE PIraCe......cviiiiie 24
4 Praktickad CASt...........ocoooiiiiiiii 25
4.1 1Z018CE DINA ..ot 25
4.1.1 1zolace zZ bukaIniho StEXU..............cccooviiiiiiiiiic 25
4.1.2 1zolace z periferni Krve..............ccccoooiiiiiini 27
4.2 Méreni koncentrace DINA ... 29
4.3 VIastnid MeEtOAY ...........coooviiiiiiiiiiiiie e 32
A3 1 PCR-CTPP ettt 32
4.3.2 Priprava a provedeni gelové elektroforézy.....................ccccoiiniiiiiiicnnns 34
S VYSIEAKY ... 37
5.1 Metoda PCR-CTPP ...t 38



T ZLAVEY ...ttt h bt b et e nae e b e nree s 43
8 Seznam pouZitych Zdrojil ............ccoocoiiiiiiiiiii s 44
SEZNAM ZKIALEK ... 48



1 Uvod

NRF2 gen hraje dulezitou tlohu v souvislosti se vznikem kardiovaskularniho
onemocnéni (KVO), kdy muze vyvolat patogenezi tohoto onemocnéni. Znalost
patogeneze tohoto onemocnéni mize pacientovi snizit riziko vzniku KVO. Mezi
nejcastéjsi priciny vzniku KVO patii zejména hypertenze a aterosklerdza. Pii vzniku
KVO se mohou uplatnit rizné ovlivnitelné i neovlivnitelné rizikové faktory. Dulezita je

1 prevence jako zdravy zivotni styl.

Prakticka ¢ast bakalaiské prace byla provedena v genetické laboratofi a zabyva se

vysetfenim polymorfismu C617A NRF2 genu pomoci metody PCR-CTPP.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Popis genu
NRF2 gen je transkripcni faktor odvozeny od erytroidi. Jeho nazev je odvozen

z angli¢tiny (nuclear factor E2-realated 2). Je znamy také pod nazvy Nuclear Factor,
Erythroid 2 Like 2 nebo NFE2L2 (Kobayashi et al., 2004; Ogura et al., 2010).

Exprese NRF2 genu se normaln¢ udrzuje v bunikach na bazalni hladin€, vazbou na jeho
inhibitor (Keapl). Jeho zakladni funkci je ochrana bunék a organd (napiiklad chrani
plice od hydroxytoluenu nebo pifed plicni fibréozou) pted oxidativnim stresem

(Kobayashi et al., 2004; Ogura et al., 2010).

3.1 NRF2 gen a redoxni homeostaza

Redoxni homeostadza je zdsadni pro udrzovani zakladnich bunéénych funkci a zajisténi
pfeziti bunck. Rakovinové buniky se vyznacuji zvySenou aerobni glykolyzou
(nazyvanou Warburgtiv efekt) a vysokymi hladinami oxidativniho stresu. Oxidativni
stres zpusobuje uvolnéni reaktivniho druhu kysliku (ROS), ktery se hromadi v disledku

nerovnovahy.

NRF2 gen muze také regulovat metabolismus pomoci reaktivnich druht kysliku (ROS)

prostfednictvim pfimych nebo neptimych mechanismi. Nizké hladiny ROS jsou obecné
Skodlivé pro buniky. Vysoké hladiny ROS v rakovinovych buikach jsou disledkem
zmén nékolika signalizacnich drah, jeZ ovliviiuji bunéény metabolismus a mohou
predstavovat piekazku pro tumorgenezi. Vzhledem k metabolickym a signaliza¢nim
odchylkdm vykazuji rakovinotvorné buinky zvysené hladiny. Hladiny ROS jsou
pribézne¢ potlacovany zvySenymi antioxidaénimi obrannymi mechanismy Vv
rakovinovych bunkach (Kobayashi et al., 2004; Ogura et al., 2010; Datla, 2007; Diehn,
2009).

ROS jsou obecné definovany jako chemické slouceniny obsahujici kyslik. Zahrnuji
superoxid (O2 ¢ -) a hydroxyl (HO *), volné radikaly stejné jako peroxid vodiku (H202).
Tyto molekuly jsou odvozené z kysliku, jenZ se spottebuje pfi riznych metabolickych

reakcich. Zejména v mitochondriich, peroxizomech a endoplazmatickém retikulu (ER).
9



Mitochondrie jsou hlavnim zdrojem ROS. Peroxizomy se podili na rozkladu H20:
anavyrobé¢ ROS (prostiednictvim [-oxidace mastnych kyselin a aktivity flavin
oxidasy). ER vytvari oxidacni prostedi, které podporuje vytvareni disulfidickych vazeb
a zvySuje hladiny ROS oxidaci bilkovin (Kobayashi et al., 2004; Ogura et al., 2010,
Dhakshinamoothy, 2001).

4.1 Funkce genu
Hlavni funkci NRF2 genu je aktivace transkripce dalSich genli (GSH, quanin
oxidoreduktaza, TXN), které¢ jsou schopné bojovat proti Skodlivym u¢inkiim, jako jsou

xenobiotika a oxidativni stres.

NRF2 gen podporuje nejen pieziti normalnich bunék, ale také rakovinotvornych bun¢k

(Genecards, 2013).

NRF2 gen jako ochrance buiiky

-----

bunku proti oxidacnimu poSkozeni. Transkripéni faktor se pohybuje kolem bunééného
jadra v bunécné cytoplazmé a v pohotovosti ho udrzuji proteiny Keapl a Cullin3. Kdyz
dojde k zvysenym hladinam oxidaéniho stresu, Keapl aktivuje NRF2 a ten se piesune
do bunécného jadra, kde se pripne k DNA a aktivuje procesy vedouci k vytvoreni
ochranného S§titu, ve smyslu prevence vzniku rakoviny, kdy antioxida¢ni plisobeni miize
ochranit DNA bunky pfed vlivem napi. karcinogennich latek. Pokud dochazi ke
kontrole ve zdravé buiice, tak tento proces brani posSkozeni DNA a vzniku ptipadnych
mutaci. Pokud dochazi ke kontrole v rakovinotvorné buiice, tak ji to chrani také, a to
napf. béhem podani chemoterapeutickych 1€kti. V lidském téle je ve zdravych bunkach
NRF2 gen nejvice exprimovan v ledvinach, ve svalech, plicich, srdci, jatrech a mozku

(Kobayashi et al., 2004; Ogura et al., 2010, Giordano, 2005).

NRF2 gen se podili i na ochrané¢ neuronu, chrani pfed neurodegenerativnim
onemocnénim. Starnuti je béZnym rizikovym faktorem u neurodegenerativniho

onemocnéni. ZvySena hodnota bilkovin a lipidi a sniZena antioxida¢ni ochrana jsou

vvvvvvvv
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5.1 Polymorfismy v genu NRF2

Polymorfismus je charakterizovan tim, ze se v populaci objevi pro urcity genotyp
pfingjmensim 2 genetické alely a zaroven musi frekvence jeho vyskytu prevySovat
v populaci 1 %. Pokud vyskyt frekvence je mensi nez 1 %, jedna se o nadhodny vyskyt,
tzv. mutaci nebo- li zména genetické informace. Aby se mohl polymorfismus projevit,

musi se vyskytovat v tzv. kodujicich oblastech- exonech.

U lidi je gen NRF2 lokalizovan na chromozomu 2 v oblasti 2931.2 a sklada se ze 6

exonu (Genecards, 2013, obr. ¢. 3).

Chr 2
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Obr. ¢. 3 lokalizace NRF2 genu u ¢lovéka
Zdroj: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NFE2L2#localization

Mezi nejvyznamnéjsi polymorfismy v NRF2 genu patii rs35652124 (A—G) a
rs6721961 (C—A), které se nachazi v promotorové oblasti genu. Tyto polymorfismy

vedou ke snizeni exprese genu (Marzec et al., 2007;Cho,2015) .

Vyskyt polymorfismu rs35652124 je spojovan s nefritidou pfi systémovem lupusu
erythematodes (SLE) v détském véku a mlze byt rizikovym faktorem pro rozvoj

onemocnéni dysfunkce ledvin u téchto pacienti (Kocarek, 2004; Hartikainen 2012).
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6.1. Regulace NRF2 genu
NRF2 — Keapl

NRF2 gen je primarn¢ regulovan proteinem Keapl, coz je substratovy adaptér
obsahujici vazebnou doménu Cul3. Keapl ma tfi funkéni domény zahrnujici doménu
bric-a-brac (BTB) vazici doménu Cul3, intervenéni oblast (IVR) a doménu Kelch, také
znamou jako doménu dvojitého glycinu (DGR) (Zipper and Mulcahy, 2002; Lo a kol.,
2006). Doména Kelch / DGR udrzuje interakce mezi NRF2 a Keapl interakci s Neh2
doménou (Itoh et al. 1999; McMahon et al. 2004). IVR spojuje domény BTB a Kelch /
DGR a obsahuje nékolik cysteinovych zbytkd, které slouzi k regulaci aktivity Keapl
(Kobayashi et al., 2004; Ogura et al., 2010, Kensle,2007). (obr. ¢. 1)

Neh2 je hlavni regulacni doména obsahujici 7 zbytkl lysinu, které jsou zodpovédné
za konjugaci ubiquitinu stejné jako dalSi 2 domény oznacené jako ETGE a DLG,

jez pomahaji regulovat stabilitu. Domény ETGE a DLG spolupracuji s Keapl.

Domény Nehl a Neh6 rovnéz reguluji stabilitu NRF2 genu. Nehl obsahuje CNC b zip,
ktery umoznuje vazat DNA. Doména Neh6 obsahuje dvé vazebnd mista DSGIS a

DSAPGS (Rada et al., 2011; Chowdhry et al., 2013).

Domény Neh3, Neh4 a NehS5 interaguji s aktivatory, aby umoznily aktivaci cilovych
gent NRF2. Doména Neh3 se vaze na CHD6, jenZz funguje jako transkripcni aktivator
NRF2 (Nioi et al., 2005). Domény Neh4 a Neh5 interaguji s CH3 doménami
CBP (protein CREB), aby se usnadnila transaktivace cilovych gentit NRF2 (Katoh et al.,
2001; Zhu and Fahl, 2001; Wang et al., 2013).

12
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Obr.¢.1 NRF2 gen obsahujici 7 funk¢nich domén: a) struktura NRF2 genu: Keapl, Maf
F, G, K b) sekundarni struktura Neh2 ¢) model pro aktivaci NRF2

Zdroj: Manuscript, 2013
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7.1 NRF2 jako hlavni regulator antioxidacnich reakei

Faktor NRF2 je ovladan n¢kolika cilovymi geny. Prvnim cilovym genem je glutathion
(GSH), ktery umoziiuje regeneraci a fadi se k nasledujicim antioxidantim jako je:
glutamat, cystein, ligaza a katalytické podjednotky GCLM, GCL, GCLC s cystinem /
glutamatem, transportérem XCT a glutathion reduktaza (GSR). Druhym antioxidantem
je GSH, jenz je regulovan na glutathion S — transferases (GSTA1l, GSTA2, GSTAS3,
GSTAS, GSTM1, GSTM2, GSTM3 a GSTP1) a glutathion peroxidazy (2GPX2). Treti
je thioredoxin (TXN) regulovany TXNI1, thioredoxinem reduktazou 1 (TXNRDI)
a peroxiredoxinem 1 (PRDX1). Ctvrty je NADPH, ktery je fizen glukdzou-6-fosfat-
dehydrogenazou (G6PD), fosfoglycerat dehydrogenasu (PHGDH), jable¢ného enzymu
1 (ME1) a isocitratdehydrogenaza 1 (IDHI). Oba GSH a TXN vyuZivaji NADPH
Kk regeneraci poté, co se snizuje reaktivni forma kysliku (ROS). Tyto Ctyfi skupiny
antioxidantu jsou stimulovany NRF2 genem.Mezi dalsi antioxidanty, které
jsou ovladany NRF2 genem zahrnuji NAD (P) H: chinon oxidoreduktazy 1 (NQOTI)
a enzymy, regulacni Zeleza jako hemové oxygendzy (HMOXT1), feritin téZkého fetézce
(FTH) a ferritinu lehky fetézec (FTL) (obr.c.2) (Kobayashi et al., 2004; Ogura et al.,
2010).

14
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Obr ¢.2 NRF2 jako regulator antioxida¢nich reakci

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

8.1.1 Amplifika¢ni metody

Mezi zékladni amplifikaéni metody patii polymerazova fetézova reakce. Metoda PCR
ma mnoho modifikaci napt. AS-PCR (alelové specificka polymerdzova fetézova
reakce), PCR — ARMS (polymerazova fetézova reakce — amplifikaéni refrakéni mutacni
systtm), PCR — RFLP (polymeradzova feté¢zova reakce — polymorfismus délky

restrikénich fragmentd), a dalsi (Zima, 2013).

8.1.2 PCR — polymerazova retézova reakce

PCR nebo-li polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction) byla vyvinuta
v letech 1983-1985 v Kalifornii K. B.Mullisem. PCR je vysoce u¢inna technika, kterou
se amplifikuji vybrané sekvence nukleovych kyselin in vitro (Zima, 2013) a v dnesni

dobé¢ patii mezi zakladni metody molekularni biologie.

PCR se vyuziva k amplifikaci DNA, k detekci DNA o urcité sekvenci ve vzorku
(spomoci vyuziti primerd specifickych k dané sekvenci), napf. v molekularni

diagnostice ¢i ve forezni genetice a kvantifikaci DNA (Bartova, 2011).

Principem PCR je enzymaticka amplifikace vybrané sekvence DNA v cyklické reakci,
kdy se méni 3 teploty za pouziti termostabilni DNA polymerazy (Bartova, 2011). Dany
usek, ktery chceme amplifikovat, musi byt ohraniCen jak na zacatku, tak na konci
vybrané casti genomu pomoci kratkych oligonukleotidovych sekvenci tzv. primeri
(Bartova, 2011). Tyto primery se vzdy piipoji ke komplementarnim Gsekiim DNA a fidi

syntézu novych vlaken ve sméru 5'—3" (Zima, 2013).

Vysledkem PCR mohou byt aZ miliony kopii vzorového fragmentu DNA o délce az 10
tisic nukleotidi (Bartova, 2011).

Celé tato reakce probihd v termocykleru (obr.4), coz je pfistroj, ktery umozituje béhem
velice kratkého Casového intervalu zvysit nebo snizit teplotu o nekolik desitek °C

(Zima, 2013).

16



3

Obrazek ¢&. 4: Termocykler, pievzato ze zdroje (Bartova, 2011)

Slozeni PCR reakce:

Kazda reakéni smés se sklada z templatové DNA (kterd je izolovana ze vzorku),
primeri (kdy kazdy je komplementarni kjednomu fetézci), z nukleotid
(deoxyribonukleosidtrifosfaty), reakéniho pufru a termostabilniho enzymu DNA
polymerazy (napf. Taq polymeraza ziskana z termofilni bakterie Thermus aquaticus

puvodné Zijici v horkych pramenech (Bartova, 2011).

Zakladni kroky pii optimalizaci provadéni PCR je znalost sekvence DNA
v amplifikovaném tseku, navrzena sekvence primerii, komeréni vyroba primert,
vypocet optimalni teploty pro nasedani primerd, navrzeni slozeni a profilu reakce,
provedeni reakce a kontrola PCR reakce pomoci elektroforézy (ELFO) na agarézovém

gelu.

17



Pribéh PCR reakce:

Pfipravend reakcéni smés se vlozi do termocykleru, ve kterém probihaji 3 teplotni faze
s odlisnymi teplotami. Tento cyklus se nékolikrat opakuje, jednd se o denaturaci,

annealing a extenzi.

1. Denaturace — dvoutetézcova (dvouvldknovd) DNA se zahtiva vlivem vysoké teploty
94-98 °C po dobu 20-30 sekund. Pfi této teploté dochazi k rozruseni vodikovych
mustkll ve dvouietézcové molekule DNA a k rozvolnéni této Sroubovice. Vznikaji
tak dv¢ jednofetézcové (jednovlaknové) molekuly DNA, na které mohou v dalsim

kroku nasednout primery.

2. Nasednuti primenti (annealing) — nasedani primert na specifickd mista DNA je
umoznéno diky snizené teploté na 50-65 °C (30-90 sekund). Na dvouvlaknové tseky

DNA/primer se vaze DNA polymeraza.

3. Syntéza DNA (extenze) — syntéza komplementarniho vldkna DNA, kdy teplota v této
fazi zavisi napouzit¢ DNA polymerdze. K PCR jsou vyuzivany termostabilni
polymerazy, naptiklad Taq polymeraza, kterd pochéazi z bakterie Thermus aquaticus,
ktera ma optimum aktivity pti 75-80 °C. DNA polymeraza pridava k existujicimu tseku
DNA nové nukleotidy ve sméru 5 — 3° od navazanych primerti, a syntetizuje nové
vlakno DNA komplementarni k plivodni molekule DNA (obr. 6) (Polymerazova
fetézova reakce, 2001).

DO WD OEDE
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Obrazek ¢. 6: Pribéh PCR reakce: 1 — denaturace, 2 — annealing, 3 — extenze.

Pievzato ze zdroje: (Bartova, 2011)
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PCR-CTPP (polymerase chain reaction with confronting two-pair primers)

Metoda PCR-CTPP je vhodnou metodou pro genotypizaci jednonukleotidovych

polymorfismi (SNPs) bez restrikéniho Stépeni.

Princip PCR-CTPP spociva v nasedani dvou pard primerd. Prvni primerovy par je
navrzen pro X alelu (primer 1F a 1R) a druhy primerovy par je navrzen pro alelu Y
(primer 2F a 2R). Velikost produktii DNA, které maji byt specificky amplifikovany pro
kazdou alelu, musi byt dostate¢né odlisné tak, aby PCR produkty byly rozliSitelné na
gelu po probéhnuti elektroforézy. V piipadé pritomnosti alely X (homozygotni XX
genotyp) jsou pozorovany produkty o urCité specifické délce, v pfipadé pritomnosti
druhé alely Y (homozygotni genotyp YY) dojde k amplifikaci PCR produktu o jiné
délce. V ptipadé ptitomnosti obou alel (heterozygotni genotyp XY) jsou amplifikovany
oba typy produktt, odpovidajici alele X i Y, protoze DNA sekvence mezi primery 1F a
2R je také amplifikovana (obr.8) (Hamajima et al., 1999).
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Obrazek ¢. 8: Princip reakce PCR-CTPP, ptevzato ze zdroje: (Hamajima et al., 1999).
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Vyhodou PCR-CTPP je casovad usporna a levnd metoda. PCR-CTPP zahrnuje Ctyti
rizné primery namisto dvou, a nevyzaduje jako napt. PCR RFLP restrikéni §tépeni PCR
produktii. Proto, aby PCR-CTPP probihala specificky, vyzaduje pouziti primera

s podobnou teplotou tani (Hamajima et al., 1999).

DalSi priklady amplifika¢nich metod

8.1.3 PCR ARMS

PCR ARMS je zalozena na principu komplementarity bazi pouzitych primerd
nasedajicich na 3" konec amplifiované¢ho vlakna. Zékladem pro spravnou amplifikaci je
tato komplementarita. Pokud nedojde k nasednuti primeru na DNA, nedojde ke

specifické amplifikaci. Jedna se o variantu AS-PCR (alelové specifické PCR).

Do jednoduchého ARMS testu musi byvéa zatazena vnitini PCR kontrola, kterd potvrdi
to, ze jsou dodrzeny vSechny podminky pro spravnou amplifikaci a dokaze odhalit

poruchu PCR reakce.

PCR ARMS se skldda ze dvou samostatnych PCR reakci, z nichZ jedna je specificka

pro normalni DNA sekvenci a druha pro mutovanou sekvenci (obr. 7) (Zima, 2013).

«—n i
g — 3- i
normilni DNA = vzniki produkt
R — - 5 |
s — !
|
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S 3
normilni DNA =» nevzniki produkt
. __ 5-
8 —
«—n
5 .
mutantni DINA =» nevzniki produkt
. .5
5 —
«— m
5 *---3
mutantni DNA = vzniki produkt
R *®---5°
s — 1

Obrazek ¢. 7: Princip PCR ARMS reakce.

Prevzato ze zdroje: (Zima, 2013).
20



Pokud se jednda o mutovaného homozygota, dochédzi k vytvofeni PCR produktu
v amplifikaéni reakci se spolenym primerem a primerem komplementarnim

k mutované alele daného genotypu.

Pokud se jedna o nemutovaného homozygota (wild type), dochazi k vytvoteni PCR

produktu pouze pfi pouziti spole¢ného primeru a primeru pro nemutovanou formu genu.

V situaci, kdy dojde ke vzniku produktu v obou amplifika¢nich reakcich, se jedna
0 heterozygota (tab. 1) (Zima, 2013).

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

Genotyp Oligonukleotidy Produkt reakce
Homozygot normalni S +n Ano
s+m Ne
Heterozygot S +n Ano
S +m Ano
Homozygot mutantni S+n Ne
s+m Ano

S — spole¢ny, n — normalni, m — mutantni primer

Pievzato ze zdroje: (Zima, 2013)

AS - PCR

AS — PCR neboli alelové specifickou PCR poprvé vyuzil Olerup et al. (1991) pro
detekei subtyptt HLA (human leukocyte antigens). Tato metoda se pouziva pro detekci

malych deleci a bodovych mutaci (Zima, 2013).
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Multiplex PCR

Multiplexni reakce patfi k vykonnym metodam PCR. Multiplex PCR umoziuje
amplifikovat nékolik PCR produktii v jedné amplifikacni reakci (Zima, 2013). PCR
produky jsou nasledné detekovany na agar6zovém gelu a detekovany po znaceni
ethidiumbromidem (Zima, 2013) ¢i jinym interkala¢nim barvivem (napi. GelRed,

MidoriGreen apod.).

Pro multiplex PCR se pouziva n€kolik primerovych part, které jsou specifické pro
ruzné sekvence DNA. U Multiplex PCR musi byt teplota optimalizovana pro vSechny
pouzité primery (Hayden et al., 2008). Metoda je vyuzivana k testovani bodovych

mutaci a deleci (Zima, 2013).

Metoda je velmi naro¢nd ve fazi pfipravy a optimalizaci, kdy je dulezité navrhnout

dostatecné specifické primerové pary s podobnou anealingovou teplotou (Bartos, 2016).
PCR-RFLP

PCR — RFLP (polymerase chain reaction — restriction fragment lenght polymorphism,
polymerazova fetézova reakce — polymorfismus délky restrikénich fragmentd) je
metodou vyuzivajici PCR amplifikace pro vybrané oblasti genomové DNA, které jsou
nasledné specificky $tépeny pomoci restrikénich enzymi tzv. restrikénich endonukleaz.
Téchto endonukleaz je zndmo velké mnozstvi (asi 1500). LiSi schopnosti piesné
rozpoznat ruzné dlouhé sekvence nukleotidti a specificky je rozstépit na libovolné
dlouh¢é fragmenty. Endonukledzy cCasto rozpoznavaji tzv. palindromické sekvence.
Jedna se o sekvence, které maji stejné potadi nukleotidi na komplementarnich vlaknech
DNA ve sméru od 5° konce (obr. 10), (Kosinova, 2007; Zima, 2013). V piipadé
restrikéniho $tépeni dochazi ke Stépeni nukleotidd, které nelezi naproti sobé. Poté
vznikaji nestejné¢ dlouhé konce rozstépené dvousroubovice nazyvané tzv. kohezivni
neboli lepivé konce. Pokud dochazi ke Sté€peni protilehlych nukleotidl, pak vznikaji
stejné dlouhé neboli tupé konce (Kosinova, 2007; Zima, 2013).
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Obr. ¢. 10: Piiklad sekvence se stejnym potadim nukleotidt, zdroj:

http://stary.If2.cuni.cz/Projekty/prusa-dna/newlook/defa3.htm

Gelova elektroforéza

Elektroforéza je soubor separac¢nich metod, které vyuzivaji k déleni latek jejich odliSnou
pohyblivost ve stejnosmérném  elektrickém poli. Na principu rozdilnych
elektroforetickych mobilit se pfi ni deli nabit¢ molekuly (ionty). Pii separaci latek v
kapilate se zde vedle -elektroforetického principu (pohyb nabitych molekul v
elektrickém poli) uplatituje téz elektroosmoticky tok, coz je spontanni tok kapaliny v

kapiléte v disledku naboje (obvykle zadporného) na vnitini sténé kapilary.

Velikosti PCR produktti jsou kontrolovany pomoci gelové elektroforézy (obr. 9). Tyto
fragmenty maji riznou pohyblivost v agar6zovém gelu (vEétsi fragmenty se pohybuji
pomaleji, mensi rychleji). Tento pohyb fragmentl zajistuje ptisobeni stejnosmérného
elektrického pole. DNA je nabitd zaporné, proto se pohybuje vzdy ke kladnému konci

(anodg).

Obr. C. 9: Piistroj pro gelovou elektroforézu

Zdroj: https://www.labicom.cz/cogwpspogd/uploads/2016/11/DUT-48.pdf
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3 Cile prace
e Vypracovani odborné reSerse na dané téma.
e Praktické zvladnuti nékterych laboratornich metod — izolace DNA z bukalniho
stéru, izolace DNA z periferni krve, optimalizace metody PCR CTPP, detekce
PCR produktti pomoci gelové elektroforézy.

e Zpracovani vysledku a jejich analyza.
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4 Prakticka ¢ast
Laboratorni ast bakalaiské prace byla vykonana v Ceskych Bud&jovicich v genetické
laboratoii GENLABS pod vedenim Mgr. Dagmar Bystiické, Ph.D. Veskera vysetieni

byla provadéna pod odbornym dohledem kvalifikovaného pracovnika.

Praktickd c¢ast je rozdélena do dvou casti. Prvni ¢ast je vé€novédna izolaci DNA
z bukalniho stéru a izolaci DNA z periferni krve, druha ¢ast je vénovana vlastni detekci

polymorfismu NRF2 genu pomoci metody PCR.

4.1 1zolace DNA
Pted kaZzdou PCR reakci byla provedena izolace DNA. DNA byla izolovéna z periferni

krve nebo z bukalniho stéru. Periferni krev byla odebrana kvalifikovanym pracovnikem,
v akreditované odbérové laboratofi, na rozdil od vzorku z bukélniho stéru, ktery si
provadi kazdy pacient sam dle pfesnych instrukci. Poté, co vzorek pfijme laboratof,
musi byt uchovéan v lednic¢ce pfi teploté cca 4°C. Soucasti kazdého pftijatého vzorku
musi byt vyplnény informovany souhlas s genetickym laboratornim vySetfenim a
vyplnéna laboratorni Zadanka, obsahujici informace o pacientovi a o poZadovaném
genetickém vySetieni . Po piijeti do laboratote je kazdému vzorku pfifazeno laboratorni

identifikacéni ¢islo.

4.1.1 Izolace z bukalniho stéru
K izolaci DNA z bukalniho stéru byl pouzit komer¢ni kit DNA Isohelix DNA Isolation
kit DDK-50 dle doporuéeni vyrobce.

Pouzité reagencie:

e Lysis buffer- LS

e Proteinase K- PK

e Capture buffer- CT

e Re- hydration buffer- TE
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Pted zahdjenim izolace byly pro kazdy vzorek ptipraveny 3 oznacené 1,5 ml zkumavky.
Bylo potteba nastavit suchou lazen na 60 °C a PK vyndat z mraziciho boxu a nechat ji
roztat pii pokojové teploté. Potiebné mnozstvi TE pufru je predehiato v suché lazni na

60 °C.
Postup

Do zkumavky s tamponem pouzitym pro bukalni stér bylo napipetovano 500 ul LS
a 20 ul PK. Tento vzorek byl kratce zvortexovan a zcentrifugovan. Poté byl inkubovan
priteplot¢ 60 °C v suché lazni po dobu jedné hodiny. Po inkubaci doslo opét
ke kratkému zvortexovani a zcentrifugovani. Nasledné byl do nové 1,5 ml zkumavky
pfepipetovan cely objem (cca 400 pl) tohoto vzorku. Opét probéhla kratka centrifugace
a doslo k piepipetovani zbytku supernatantu k jiz odebranym 400 pl vzorku. Ke vzorku
bylo ptidano 500 pl CT, zkumavka byla kratce zvortexovana a centrifugovana pii
13 tis. ot/min. po dobu 7 minut. Po centrifugaci byl opatrné odstranén supernatant, kdy
nesmélo dojit k naruSeni pelety obsahujici DNA. Zkumavka s peletou byla opét kratce
zcentrifugovana a byl ostranén vSechen zbyly supernatant. K pelet¢ DNA bylo pfiddno
30-150 pl predehtatého TE (v piipadé potieby vyssi koncentrace DNA lze objem
zmensSit az na objem 30 pl). Tento vzorek byl inkubovan po dobu 5 minut pfi pokojové
teploté. Po uplynuti této doby doslo ke zvortexovani a zcentrifugovani zkumavky pfi
13 tis. ot/min. po dobu 2 minut. Poté nasledovalo odebrani supernatantu obsahujiciho
izolovanou DNA do nové 1,5 ml zkumavky. Izolovana DNA byla uloZena pted dalSim

pouzitim v mrazicim boxu.
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4.1.2 Izolace z periferni krve
K izolaci genomové DNA z plné krve byl vyuzit Genomic DNA mini Kit

dle doporuceni vyrobce.
Pouzité reagencie:

e 96 % ethanol

GT Buffer

W1 Buffer

Wash Buffer
Elution Buffer
RBC Lysis Buffer

Spoti‘ebni material:

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

e Spicky a rukavice

Pro jeden vzorek bylo nutné pfichystat 2 x 1,5 ml zkumavky. Prvni zkumavka pro
lyzacni reakci adruhd zkumavka pro findlni eluci. Kazda zkumavka byla fadné

oznacena laboratornim ¢islem vzorku.
Postup

Nejdtive bylo do 1,5 ml oznac¢ené zkumavky napipetovano 300 pl plné krve. Déle bylo
ptfidano 900 ul RBC Lysis Buffer. Takto pfipravena smés byla promichdna nékolikerym
pfevracenim v ruce. Ditlezité bylo, abychom smés nevortexovali. Poté nasledovala
inkubace 10 minut pfi pokojové teploté. Vzorek byl centrifugovan pfi 3 tis. ot/min. po
dobu 5minut. Supernatant byl ze zkumavky opatrné odstranén, pficemz byla
ponechana peleta. K peleté bylo napipetovano 100 pul RBC Lysis Buffer, ve které byla
nasledn¢ resuspendovédna. Dale bylo pfidano 200 pl GB Buffer. Zkumavka byla
zvortexovana a kratce stoCena a inkubovana 10—15 minut v termostatu pii 60 °C. V

priubéhu inkubace bylo nutné zkumavku kazdé 3 minuty promichat pifevracenim v ruce.
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Po skonceni inkubace bylo do zkumavky ptidano 200 pl 96 % ethanolu, nasledoval

vortex 10 s a kratka centrifugace zkumavky.

Nasledovalo ptepipetovani ptipraveného lyzatu na kolonku (GD Column), jez byla jesté
predtim vsunuta do Cisté sbérné zkumavky (2 ml Collection Tube). Tato kolonka byla
zcentrifugovana pii 14-16 tis. otdCkach po dobu 5 minut. Po centrifugaci byla samotna
kolonka pfemisténa do nové sbérné zkumavky a pouzitd sbérnd zkumavka s tekutinou
byla vyhozena. Na kolonku s navazanou DNA bylo napipetovano 400 ul W1 Bufferu,
op¢t probéhla centrifugace pii 14—16 tis. otackach po dobu 30 s.

Ze sbérné zkumavky byla vylita tekutina a kolonka byla vracena zpét do stejné sbérné
zkumavky. Na kolonku bylo napipetovano 600 ul Wash Bufferu a probéhla centrifugace
pfi 14-16 tis. otackach po dobu 30 s. Ze sbérné zkumavky byla opét vylita tekutina
a kolonka byla vlozena zpét do stejné sbérné zkumavky a zcentrifugovana pti 14-16 tis.
otackach po dobu 3 min. Po centrifugaci bylo nutné zkontrolovat, zda kolonka je zcela
suchd, pokud ne, bylo nutné opakovat pfedchozi centrifugaci. Pfed elu¢nim krokem

musela byt kolonka viditeln¢ sucha.

Uplné sucha kolonka s navazanou DNA byla pienesena do pfipravené &isté 1,5 ml
mikrozkumavky Fadné oznadené Stitkem se jménen a piijmenim klienta, RC, &islem
vzorku, datumem izolace, inicialy toho, kdo izolaci provedl totéz je 1 u bukalniho stéru.
Rovnou na filtr kolonky bylo napipetovano 50 pl ptedehfatého Elution Buffer
(vytemperovano na 60 °C). Po napipetovani nasledovala inkubace nejméné 3 minuty pfi
pokojové teploté. Kolonka s oznacenou 1,5 ml mikrozkumavkou byla zcentrifugovana
pii 14-16 tis. otackach po dobu 30 s. Izolovand DNA byla umisténa do lednice pro
pozdéjsi pouziti (max. 24 hod) nebo do mraziciho boxu (- 20 °C), ve kterém je DNA
dlouhodbé skladovana.
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4.2 Méreni koncentrace DNA

Meérieni koncentrace DNA testovanych vzorki bylo provedeno na pfistroji Qubit® 2.0
Fluorometer. Naméiené hodnoty byly uvadény v jednotkdch ng/ul. Namétené hodnoty

koncentrace DNA pro n¢které vzorky uvadim v tab. ¢. 3.
Pouzité reagencie:

e Qubit dsDNA BR reagent (Component A)

e Qubit dsSDNA BR buffer (Component B)

e Qubit dsDNA BR Standard1 (Component C)

e Qubit dsDNA BR Standard2 (Component D)
Postup

Pted vlastnim méfenim byly vytemperovany vSechny pufry a standarty na pokojovou
teplotu. Pro kazdy vzorek a kazdou standartu byla pfipravena jedna piedpsana 0,5 ml
mikrozkumavka (tzn. vzdy dvé pro standarty I a II, dalsi pro pfislusny pocet vzorku).

Zkumavky byly fadné popsany (oznaceni standardi a vzorkd pomoci LIC).

Postup méteni byl sloZen ze dvou ¢asti: z ptipravy pracovniho roztoku pro méfeni a z

vlastniho métreni koncetrace NK.
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1. Priprava pracovniho roztoku ( Qubit Working Solution)
Postup

Pro kazdy vzorek i standardu bylo napipetovano vzdy 199 ul Qubit ds DNA BR buffer
a 1 pl Qubit ds DNA BR reagent (200 krat koncentrat v DMSO) do pracovni 1,5 ml

plastové mikrozkumavky viz. tabulka ¢. 4

Podet vzorku 1 2 3 1 4 5 6 7 8 9 10 11

BR buffer 199 | 398 | 597 | 199 | 796 | 995 | 1194 | 1393 | 1592 | 1791 | 1990 | 2189

BR reagent 1 2 3 1 4 5 6 7 8 9 10 11

Cel.obj.prac.O | 200 | 400 | 600 | 200 | 800 | 1000 | 1200 | 1400 | 1600 | 1800 | 2000 | 2200

Tabulka €. 4: Tabulka s refere¢nimi hodnotami pro méteni koncentrace

Smés byla kratce zvortexovana (5 s) a kratce zcentrifugovana. Daéle byl pfipraven
prislusny pocet 0,5 ml mikrozkumavek (Qubit assay tubes), které byly fadné popsany.
Pracovni roztok byl rozpipetovan do oznafenych 0,5 ml mikrozkumavek takto: pro
kazdou standardu bylo napipetovano do piislusné popsané mikrozkumavky 190 pl
pracovniho roztoku a pfidano 10 pl ptisluné standardy (St I a St II), pro kazdy vzorek
bylo napipetovano 198 ul pracovniho roztoku, a pro méfeni pfidany 2 ul vorku (DNA
izolatu). Mikrozkumavky byly kratce zvortexovany (2-3 s) a stoCeny. Vzorky byly

inkubovany pfed métenim 2 min. pfi RT.
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2. Méfeni na fluorometru Qubit 2.0
Postup

Ptistroj ma dotykovy displej a zapne se zapojenim piistroje do zadsuvky. Po zapnuti se
rozsviti dotykovy displej. Na obrazovce bylo stisknuto policko DNA. Déle bylo
stisknuto dsDNA Broad Range Assay. Pfistroj se zeptal, zda byla pouzita kalibrace z
minulého méfeni nebo zda-li je nutné provést novou kalibraci. Pro novou kalibraci bylo
nutné stisknout policko Yes pro vytvofeni nové kalibracni kiivky. Pro pouziti minulé
kalibra¢ni kiivky bylo stisknuto policko No a kalibra¢ni kiivka nebyla vytvotena.

Nasledné bylo zahdjeno méteni ptipravenych vzorki.
Nova kalibrace:

Do pfistroje byla vlozena zkumavka se St.I, zavieno vicko pfistroje a stisknuto policko
Read Standard I. Poté byl vyjmut St I a vlozen St II. Stejny postup byl pouZit pro St II a
bylo stisknuto policko Read Standard II. V piipad¢ uspesné kalibrace byl vlozen dalsi
vzorek a stisknuto policko Read. Na displeji se objevila namétfend koncentrace. Pro
prepocitani namétené koncentrace bylo stisknuto Calculate Stock Cone a bylo vybrano
pouzité mnoZstvi DNA izolatu. Namétena koncentrace byla zaznamenana do seSitu. Pro

méteni dal§iho vzorku bylo stisknuto policko Read Next Sample.
Pouziti kalibrace z minulého méfeni

Do pfistroje byl vloZen prvni vzorek, bylo uzavieno vicko a stisknuto Read. Pro
prepocitani naméfené koncentrace bylo stisknuto Calculate Stock Conc, pticemz bylo
vybrano métené mnozstvi DNA izolatu. Namétend koncentrace byla zapsana do sesitu.
Pro méfeni dalsiho vzorku bylo stisknuto Read Next Sample. Postup byl opakovan pro

vsechny vzorky. Po skon¢eni méfeni byl pfistroj vypnut odpojenim ze zasuvky.
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4.3 Vlastni metody

4.3.1 PCR-CTPP
Pro analyzu polymorfismu genu byla pouzita metoda PCR-CTPP vyuzivajici dva pary

primert.
Reagencie:

e H20

e My Tag Red Reaction Buffer
e My Tag Polymerasa

e DMSO (Dimethylsulfoxid)

e Primery F1+R1, F2+R2

e DNA

Postup

Cela ptiprava PCR reakce byla z divodi zabranéni kontaminace provadéna
Vv dekontaminovaném laminarnim boxu. Do chladiciho stojanku bylo pfipraveno
nékolik PCR zkumavek odpovidajicich poctu vzorkli a dvé dalsi pro pozitivni a
negativni kontrolu. Dale jedna 1,5 ml zkumavka pro pfipravu spole¢ného master mixu.
Vsechny PCR zkumavky byly fadné popsany ¢islem vzorku. Do 1,5 ml zkumavky byl
pfipraven master mix obsahujici jednotlivé reagencie pro vSechny vzorky. Ten byl
rozpipetovan po 48 ul do jednotlivych PCR zkumavek, do kterych byly nasledné
pfidany 2 pul DNA izolatu testovanych vzorka (tab. 5).
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Tabulka €. 5: Slozeni PCR reakce

Pro 1 reakci Pro 11 reakci
H20 34,3l 377,3 ul
My Taq Red Reaction 10 wl 110 wl
Buffer
My Taq Polymerasa 0,2 ul 2,2 ul
DMSO 2,5ul 27,5 ul
Primery F1+R1 0,5 ul 5,5ul
Primery F2+R2 0,5 ul 5,5ul
Celkem 48 ul 528 ul
DNA 2 ul

Po napipetovani vSech téchto reagencii byly mikrozkumavky uzavieny, zvortexovany a
kratce stoceny. Nasledné byly vlozeny do termocykleru a byl spustén pfislusny program
(tab. 6).
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Tabulka €. 6: PCR reak¢ni protokol pro vysetteni NRF2 genu

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

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

Terminalni extenze 10 min 72 °C

Po ukonceni amplifikacni reakce bylo nutné provést kontrolu PCR produktt.

4.3.2 Piiprava a provedeni gelové elektroforézy

Reagencie

e Crystal 10 x TBE Buffer

e 10XxTBE

e Pracovni roztok 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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10x TBE pufr byl pfipraven rozpusténim praSku Crystal 10x TBE Buffer v

deionizované vodé a doplnénim touto vodou na celkovy objem 1000 ml.

Nejprve bylo nutné ptipravit si pracovni roztok 1 x TBE. TBE pufr se pravideln¢ méni

Vv elektroforetické vané 1 x za 14 dni.
Piiprava pracovniho roztoku 1x TBE:

Do sklenéné lahve (o objemu 0,5 1) jsem pomoci odmérného valce nalila 50 ml 10x
TBE pufru a ptidala 450 ml destilované vody, promichala a pracovni roztok skladovala

pii RT.
Postup:

Konkrétni pocet agar6zovych tablet o hmotnosti 0,5 g byl vloZen do plastové kadinky
obsahujici 50 ml 1x TBE pufru (pro 1% gel 1 tableta a 50 ml pufru, pro 2% gel 2 tablety
a 50 ml pufru atd.). Po rozpusténi tablet v TBE pufru nasledovalo zahtivani roztoku v
mikrovinné troubé. Po nékolika zahtatich vznikl ¢iry gelovy roztok bez bublin. Do
roztoku bylo pfidano 15 pl barvicky Midori Green Advanced DNA Stain. Gelovy
roztok s barvi¢kou bylo nutné promichat a nechat kratkodob¢ zchladnout. Mezi tim byla
pripravena elektroforetickd podloZzka s hiebeny, do které byl chladnouci gelovy roztok
nalit. Po ztuhnuti gelu byly hiebeny vyjmuty a gel byl umistén do elektroforetické vany
obsahujici 1 x TBE puft. Pro spravny prib¢h elektroforézy musel byt gel zcela ponoien

v pufru.

Do prvni ¢i posledni jamky v fad€ bylo napipetovano 5 pl markeru 100 bp DNA
LADDER H3RTU (obr. 11). Do zbylych jamek bylo napipetovano pokazdé 10 pl
kazdého PCR produktu.

Elektroforéza byla provadéna po dobu 10-15 minut pfi 135 V. Pribéh celé
elektroforézy bylo mozno pribézné kontrolovat pomoci specialniho iluminatoru
Mupid TMLED Illuminator diky pouZité barvi¢ce Midori Green Advance DNA Stain.
Po provedeni elektroforézy byl gel pfenesen na dokumentaéni systém FastGene®
GelPic LED Box a vyfocen. Fotografie gelu byla ulozena na pamétovou kartu a

nasledné také v pocitaci, kde je mozné fotografie gelii upravit.

35



DNA Mass Base Pairs

(ng/5pl)

40 — 1500
70 —= 1200
33 —

30— — mg(}()
27 — 800
23 — T00
20 — 600
67 - 500
23 — 450
27 - 400
18 — 350
20 - 300
25 — 250
67 - 200
30 — 150
27 - 100
30 — 50

2% TAE agarose gel

Obrazek ¢. 11: Primer pro kontrolu velikosti PCR fragmentli na agar6zovém gelu,

pievzato ze zdroje: https://www.nippongenetics.eu/en/product/1-kb-dna-ladder/

Tabulka €. 7: Tabulka s referen¢nimi hodnotami pro analyzu polymorfismu NRF2

genu.
PCR produkt Vysledny genotyp
282+205+113 bp Heterozygot
282+205 bp Mutovany homozygot
282+113 bp Nemutovany homozygot (wild type)

Vysledky analyzy genotypu NRF2 C617A (metodou PCR-CTPP) jsou uvedeny v tab. 8
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5 Vysledky

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

Tabulka ¢. 3: Hodnoty koncentrace DNA ve vybranych vzorcich

Cislo vzorku Koncentrace DNA[ng/pl]
43/17 49,30
63/17 18,70
64/17 42,90
65/17 28,00
66/17 17,60
67/17 33,90
70/17 11,30
88/17 49,20
93/17 24,80
94/17 45,80
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5.1 Metoda PCR-CTPP

Metodou PCR-CTPP bylo vysetieno 7 vzorku véetné pozitivni a negativni kontroly.

Vysledky této metody jsou zobrazovany pomoci gelové elektroforézy (obr.12)

Marker 1 2 3 4 5 6 7 PK NK
Obr.12 Vysledné PCR produkty na 4 % agar6zovém gelu

Pokud vznikne PCR produkt o velikosti 282 + 205 + 113 bp, jedna se o heterozygota
CA. Pokud vznikne PCR produkt o velikosti 282 + 113 bp ¢i 282 + 205, jedna
se 0 nemutovan¢ho homozygota (wild type CC) ¢i vypovida o ptitomnosti mutované¢ho

homozygota AA.

Tab.7 Vysledek metody PCR-CTPP u 7 vzorki ode¢teny z gelu na Obr.12

Cislo vzorki Vysledny genotyp

1 Heterozygot CA
2 Heterozygot CA
3 Nemutovany homozygot (wild type) CC
4 Nemutovany homozygot (wild type) CC
5 Nemutovany homozygot (wild type) CC
6 Nemutovany homozygot (wild type) CC
7 Nemutovany homozygot (wild type) CC

PK Heterozygot CA

NK -

Celkem bylo vysetieno v laboratofi 119 vzorki. Tabulka 8 zobrazuje pocet osob s

danym genotypem, kde u 100 vzorka byl variantni genotyp CC (wild type). Mutovany
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homozygot AA nebyl v daném souboru detekovan a u 19 vzorki vysla heterozygotni

varianta CA (tab.¢.8)

Tabulka 8: Pocet osob s jednotlivymi genotypy NRF2 genu

NRF2 gen (C617A)

Pocet osob s danym genotypem Celkem
CcC CA AA
100 19 0 119

V grafu 1 jsou uvedeny hodnoty genotypové frekvence pro NRF2 gen (obr. 13)

Vypocétem zjisténa hodnota genotypové frekvence pro wild type (CC) je 0,840 a pro

heterozygotni variantu (CA) je 0,160. Procentualni zastoupeni pro wild type je 84% a

heterozygotni varianty CA je 16%.

NRF2 gen (C617A)

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3

0,2
0,1

cC CA

Obrazek 13: Graf genotypové
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6 Diskuze

Nuklearni transkrip¢ni faktor NRF2 hraje dulezitou roli v zabezpeceni bunécné obrany a
v udrzovani redoxni homeostazy. NRF2 je kriticky komponent zapojeny do indukce
antioxida¢nich a jinych cytoprotektivnich gent, které poskytuji ochranu proti
oxidativnimu stresu, ktery miize byt vyvolan v duasledku kardiovaskuldrniho
onemocnéni. Oxidativni stres je rizikovym faktorem KVO. Vysledky nékolika studii
ukazuji, Zze aktivace NRF2 genu muze hrat také dulezitou roli v kardioprotekci a

dysregulaci aktivity NRF2 a je asociovana s citlivosti K onemocnéni (Barancik, 2016).

Oxidativni stres je bézny patogenni mechanismus, ktery se U€astni pii vzniku
Alzheimerovy choroby (AD), Parkinsonovy choroby (PD) a dalsich onemocnéni
spojenych se starnutim. Bunéfné mechanismy snizujici oxidativni stres zahrnuji
uvolilovani, stabilizaci a nuklearni translokaci transkripcniho faktoru NRF2. Na zaklad¢
aktivace exprese gent, jejichZ produkty sniZuji oxidacni stres a inaktivuji toxicke latky,
NRF2 pisobi jako piepina¢ ,,on” pro vnitini antioxida¢ni odpovéd’. Nékteré studie
vychazely z predpokladu, ze NRF2 gen bude aktivovin u AD a PD na zaklad¢
pfitomnosti oxidativniho poSkozeni bé&zn€ popisovaného u té€chto onemocnéni.
Pozorovani naznacuji, ze NRF2 neni do jadra translokovan v hipokampalnich
neuronech v piipadé AD pfesto Ze je zde evidentni oxidativni stres a je pozorovan
nadbyte¢ny jaderny NRF2 v normalnich stejné starych kontrolonich buiikach. Naproti
tomu u PD je NRF2 vice exprimovan Ve zbyvajicich dopaminergnich neuronech uvniti

substatntia nigra (Ramsey, 2007).

NRF2 gen se oznacuje jako ,,hlavni regulator” antioxida¢ni odpoveédi modulujici expresi
stovky gend, zahrnujicich nejen znamé antioxida¢ni enzymy, ale také velky pocet gent,
které kontroluji zdanlivé nesouvisejici procesy, jako jsou imunitni a zanétlivé reakce,
remodelace tkani a fibroza, karcinogeneze a pfitomnost metastaz a také kognitivni

dysfunkce a navykové chovani (Hybertson, 2011).

Vzhledem k dulezit¢é funkci transkripéniho faktoru NRF2 jsou zkoumény také
polymorfismy v genu NRF2 ovliviwgjici jeho expresi a to zejména Vv souvislosti s

kardiovaskularnimi a také s nadorovymi onemocnénimi. Celkem jsou v literatuie
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popisovany Ctyfi riuznd polymorfni mista, pficemz nejvyznamnéj$i je prave

polymorfismus rs6721961 (C—A) oznacovan také jako 617 CA.

V experimentalnich podminkach, bylo prokazano, ze NFR2 ma vliv na aterosklerézu
prostfednictvim ucinkii na plazmatické lipoproteiny a transport cholesterolu, které
zastinuji shodu v antioxida¢ni ochran¢ (Barajas, 2011). Bylo zjisténo, ze NRF2
rs6706649 (C>A) genotyp CC byl spojovan s vyrazné zvySenou hladinou cholesterolu v
séru ve srovnani s AC genotypem. Vyznam ostatnich polymorfismi v NRF2 genu na
hodnoty cholesterolu v séru nebyly pozorovany. U dalsiho NRF2 polymorfismu
rs6706649 nebyla prokazana souvislost s kardiovaskuldrnimi chorobami a dale bylo

prokazano, ze neni asociovan ani s vazodilatacni odpovédi (Marczak, 2012).

V mé praci jsem pouzila pro detekci polymorfismu rs6721961 (C—A) metodu PCR-
CTPP. Vyhodou této metody oproti ostatnim jako napt. PCR RFLP nebo PCR ARMS je

cvwr

specifické nasedani dvou primerovych part v rdmci jedné PCR reakce.

Podstatnou vyhodou PCR-CTPP je tedy jeji jednoduchost a moznost pouziti i pro
detekci somatickych mutaci uziteCnych pro diagnostiku nadorovych onemocnéni. Tato

metoda usetii ¢as a naklady na genotypizaci znamych SNP (Hamajima et al., 1999).

Vyskyt alely A v ptipadé polymorfismu rs6721961 je spojovan se zvySenym rizikem
rakoviny prsu (Hartikainen, 2012). Ptitomnost alely A je dale asociovana s vyskytem
tromboembolie u zen (Bouligand, 2011), poSkozenim vazodilatace (Marczak, 2012),
zvySenym krevnim tlakem (Shimoyama, 2014) a vyskytem adenokarcinomu (Okano,
2013). NaruSeni exprese NRF2 genu muze vést ke zvySené produkci ROS kvili
nedostatku transkripce jinych antioxida¢nich gent. To miZe nakonec vést ke
kardiovaskularnim komplikacim, v€etn¢ infarktu myokardu. V publikovanych studijich
je vzacny genotyp 617 AA spojovan se zvySenym vyskytem cerebrovaskularniho

onemocnéni a pfekvapivée také se snizenou prevalenci hypertenze (Shimoyama, 2014).

Ve sledovaném souboru zahrnujicim 119 jedinct pochazejici z ¢eské populace nebyl
nalezen zadny homozygot 617AA a pouze 16% heterozygotnich jedincti 617 CA. U
testovanych jedincl neexistuji zaznamy o jejich zdravotnim stavu, tedy ani o tom zda

napf. netrpi hypertenzi ¢i jinym cerebrovaskularnim onemocnénim. Pokud jde o zdravé
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jedince, je pochopitelné, ze ve studovaném souboru nebyl nalezen ani jeden genotyp
617AA.

NRF2 rs6721961 CcC CA AA
Frekvence (n) 0,706 0,273 0,021
Ischemicka choroba srdeéni 9,5 9,9 5,9
(%)
Cerebrovaskularni 3,1 1,8 11,8

onemocnéni + TIA (%)

Cerebrovaskuparni 1,6 1,8 11,8

onemocnéni (%0)

Hypertenze (%) 42,3 48,8 12,2

Tab.¢.9: Klinicka charakteristika finské populace NRF2

Ptevzato ze zdroje: (Shimoyama,2014)
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7 Zavér
Cilem mé bakalaiské prace bylo sepsani reSerSe na téma Analyza polymorfismu NRF2
genu pomoci metody PCR. Praktickd ¢ast byla zaméfena na osvojeni vybranych

molekularné — genetickych metod.

V teoretické Casti jsem se zabyvala definicemi a charakteristikou NRF2 genu, jeho
funkci, lokalizaci, klinickym vyznamem. Poté jsem se zaméfila na popis nékterych

molekularnich metod vhodnych pro detekci testovanych mutaci a polymorfismii.

V experimentalni ¢asti bylo mym ukolem praktické zvladnuti izolace DNA z periferni
krve, izolace DNA z bukalniho stéru, ptiprava PCR reakce, elektroforeticka separace a
detekce PCR produktii na agar6zovém gelu. Dany polymorfismus byl analyzovan
pomoci metody PCR-CTPP. Ziskané vysledky jsem zaznamenala a porovnala S

vysledky uvedenymi v recentni odborné literatufe.
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Seznam zkratek

AD Alzheimerova choroba

BTB doména bric a brac

CT Capture buffer
DGR doména dvojitého glycinu

DNA deoxyribonukleova kyselina

ELFO elektroforéza bilkovin séru
ER endoplazmatické retikulum

FTH feritin t€Zkého fetézce
FTL feritin lehkého fetézce
GPX  glutathion peroxidaza
GSH glutathion

GSR glutathion reduktaza

HMOX hem oxygenaza

IVR intervencéni oblast
KVO kardiovaskularni onemocnéni
LS Lysis buffer

NAD(P)H Quinone Dehydrogenase
NADPH  nikotinamidadenindinukleotidfosfat

PCR polymerazova fetézova reakce

PCR-ARMS amplification refraktory mutacion detection systém

PCR-AS alelové specificka polymerazova fetSzova reakce

PCR-CTPP polymerase chain reaction with confronting two-pair primers

PCR-RFLP polymerazova fetézova reakce- polymorfismus délky restrik¢nich
fragmentl

PD Parkinsonova choroba

PK Proteinase K

PRDX peroxiredoxin

ROS reaktivni druh kysliku

SLE systémovy lupus erythematodes
SNP single-nucleotide polymorphism
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SNPs typ jednonukleotidovych polymorfismi
TE Re- hydration buffer

TXN thioredoxin
TXNRD thioredoxin reduktaza
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