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Vyznam detekce polymorfismu v genech
pro methylentetrahydrofolatreduktazu C667T (MTHFR C667T)
a apolipoproteinu E (ApoE) v souvislosti S onemocnénim osteoporozy

Abstrakt

Osteopordza je metabolické onemocnéni skeletu, charakterizované zménami kostni
tkdn€, poruchou mechanické odolnosti kosti s rizikem vzniku zlomenin. Tomuto
onemocnéni podléhaji pacienti ve véku nad 60 let, nevyhyba se vSak ani muzim
a zendm v pokrocilych vékovych skupinach. Postihuje pfedev§im zeny po menopauze.
Prevalence osteopordzy stale stoupd, touto nemoci trpi ve svété vice nez 200 milionti
lidi, v Ceské republice témé&f milion osob. Osteoporéza se stala problémem nejen
zdravotnickym, ale i ekonomickym. Tomuto onemocnéni by se mélo vice vénovat
I Z pohledu genetickych rizikovych faktort.

Cilem mé bakalarské prace bylo napsat odbornou reserS$i na dané téma, shrnout
poznatky o osteopordze, vénovat pozornost diagnostice a genetickym dispozicim,
vénovat se zejména genim ApoE a MTHFR677. Gen pro ApoE hraje silnou genetickou
roli v kosterni homeostaze, ptitomnost alely €4 genu pro apolipoprotein E piedstavuje
nejvyssi riziko pro vznik osteoporézy. Gen MTHFR677 je nejvice spojovan s Kostni
minerdlni denzitou na kr¢ku stehenni kosti.

V experimentalni casti bylo cilem praktické zvladnuti nckterych molekularné
biologickych metod ptedevsim izolace DNA z periferni krve, ptiprava a provedeni PCR
reakce, detekce PCR produkti pomoci gelové elektroforézy, vySetieni genu ApoE
pomoci kitu MyTaq Red DNA Polymerase a 2x PCRBIO HS Tagq Mix, vySetieni
MTHFR pomoci kitu MyTaq Red DNA Polymerase. Princip detekce u ApoE je zalozen
na ARMS PCR, u MTHFRG677 je princip detekce zalozen na RFLP PCR. Veskeré
metody jsem provadéla v genetické laboratoti GENLABS v Ceskych Bud&jovicich.
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Significance of detection of the ApoE gene and MTHFR gene
polymorphisms for osteoporosis

Abstract

Osteoporosis is the sceletal metabolic disease characterized by changes of bone
tissue and disfunction of mechanic bone resistance which can lead to numerous bone
fractures. Osteoporosis is frequently diagnosed in patients older than 60 years,
also advanced age patients are not an exception for this disease. The most frequently
affected group of patients is postmenopausal women. Prevalence of osteoporosis still
rises. Nowadays more than 200 millions of people suffer from osteoporosis and one
million of patients from Czech republic. Osteoporosis have became a serious
complication affecting not only medical but also an economic field. Based on these
findings, osteoporosis should be considered as an important topic even from
the perspective of genetic risk factors.

The aim of my bachelor thesis is to write a specialized research focused
on introduced topic, summarize accessible information about osteoporosis, including
diagnosis and genetic predisposition. | have focused especially on genes ApoE
and MTHFR677. ApoE plays an important role in sceletal homeostasis. The highest risk
for osteoporosis development is the presence of alel €4 gene for alipoprotein E. Gen
MTHFR677 is mostly associated with bone mineral density located in femoral neck.

An experimental part of bachelor thesis was based on laboratory practice
in molecular biology field inluding isolation of DNA from peripheral blood, PCR
technique, detection of PCR products by gel agarose electrophoresis, analysis of ApoE
gel by MyTag Red DNA Polymerase kit and 2x PCRBIO HS Tag Mix, analysis
of MTHFR677 gene by MyTaq Red DNA Polymerase kit. Analysis of ApoE gene
is based on ARMS PCR method, on the other hand analysis of MTHFR677 is based
on RFLP PCR method. I have performed the laboratory practice within the Laboratory
of genetics GENLABS in Ceské Budgjovice.
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Uvod

Osteopordza je bézna metabolickd kostni porucha, charakterizovand ftidnutim
a zménami kostni tkan€. NejCastéjsi priciny osteoporozy jsou pokles sekrece hormonu
estrogenu a nevhodny zivotni styl (nizky pfijem vapniku, vitamin D a K, nedostate¢na
pohybova aktivita, koufeni a alkoholismus). Také vlivem genii se mohou uplatnit rizné
rizikové faktory tohoto onemocnéni, jednd se tedy o geneticky dédi¢né onemocnéni.
Objevuje se u starSich lidi, postihuje vice nez polovinu Zen stiedniho a vyssiho véku.

U nas 1 celosvétové se jednd o vysoce frekventni onemocnéni. Prevalence
osteopordzy stale stoupa, v Ceské republice trpi touto poruchou téméf milion osob.
Néklady na 1écbu osteopordzy neustdle vzriistaji, proto se stala problémem nejen
zdravotnickym, ale i ekonomickym. Je nazyvéana tichou epidemii, protoZe velmi casto
probihd bez ptiznakl 1 desitky let a az pozdéji dochazi ke komplikacim v podobé
zlomenin. Zlomeniny vedou ¢asto k uplné zavislosti na pomoci postizenym osobam.

V ramci bakalafské prace jsou zahrnuty informace o osteopordze, piedevsim
0 genech ApoE a MTHFR677, oba geny jsou vztahovany ke kostni mineralni denzité.
Gen pro ApoE hraje silnou genetickou roli v kosterni homeostaze a jsou znamé
3 izoformy: ApoE2, ApoE3 a ApoE4. ApoE4 ptedstavuje nejvyssi riziko pro vznik
osteopordzy, ApoE3 je nejrozSifengjSi izoformou. Gen MTHFR677 je nejvice
vztahovan ke zlomenindm krcku stehenni kosti, tento typ zlomeniny je fatalni pro 12
az 20% nemocnych. Soucasti teoretick¢ Casti je 1 popis 1écby a diagnostiky tohoto
onemocnéni.

V experimentalni ¢asti prace jsou popsané laboratorni metody — izolace DNA

z periferni krve, PCR a jeji modifikace; ARMS PCR a RFLP PCR, elektroforéza.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Anatomie a fyziologie kosti

1.1.1 Kosterni soustava

Kosterni soustava je tvofena kostmi, které slouzi jako mechanicka opora. Kosti
charakterizujeme jako pevné, tvrdé a pruzné organy, které maji Zlutobilou barvu (Cihak
et al., 2011). Kostni tkan vznika z mezodermu a to pfeménou na kost ptes chrupavcité
stadium (Blaho$, 1995). Lidsky skelet se sklada z 220 kosti a tvoii asi 15% celkové
télesné hmotnosti. Skelet 1ze rozdélit na axidlni a periferni. K axidlnimu skeletu patii
lebka, hrudnik, patef a panev. Periferni skelet zahrnuje kosti koncetin (Vyskocil, 2009).

Kostra je pevnym zakladem téla, podpirajici mekké kryci tkané (tj, kazi, podkozi
a kosterni svaly). Uponem jednotlivych svala umoziuje pohyb téla a jeho ¢asti. Kostra
plni funkci ochrany pro smyslové orgadny, mozek a né€které vnitini organy. Kostra také

pfedstavuje bohatou zasobarnu vapniku a fosforu (Merkunova, Orel, 2008).

1.1.2 Stavba kosti

Kazda kost je kryta okostici a periostem. K zevni ploSe kosti se pfipojuji vazy nebo
Slachy (Rigutti, 2006). Protoze je okostice tvofena krevnimi cévami a spojovana
nervovymi vldkny, ma zdsadni vyznam pro vyzivu kosti (Fiala et al., 2015). Periost,
obsahujici kostitvorné buiiky, se uplatiiuje v riistu kosti do Sitky a také pfi remodelaci
kosti (Dylevsky, 2009).

Pod okostici se nachdzi hutna kostni tkan, nazyvana kompaktni, tvofici diafyzu
dlouhych kosti, a kostni tkan houbovita (spongiozni), ktera se nachazi v epifyzach
dlouhych kosti a v kostech kratkych. Houbovitd kostni tkan je metabolicky aktivnéjsi
(Fiala et al., 2015) (obr. 1).
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Obrazek ¢. 1: Kompaktni a houbovitd kost. Pfevzato ze zdroje: (Kosti a kostni

tkan, 2014).

Kostni tkan je sloZena z kostnich bun¢k také z vazivovych vlaken a mezibunééné
hmoty, ktera je mineralizovana. Mineralni slozku kosti tvoii krystality fosfore¢nanu
vapenatého, ktery je do prostoru uspoiadan jako hydroxyapatit (Dylevsky, 2009).
Hydroxyapatit se podili na pevnosti kosti pfi tlaku, odolnosti a jeji tvrdosti (Rehotkova
et al., 2008).

Kostni bunky, které nazyvame osteoblasty, osteoklasty a osteocyty, v kostni tkani
plni funkci metabolické aktivity kosti. Osteoklasty odbouravaji kostni hmotu pomoci
sekrece osteolytickych enzymtl.. Osteoblasty plni funkci vystavby kostni hmoty
(Broulik, 2009). Osteocyty jsou puvodni osteoblasty, které jsou uspotadany V nové
kostni hmoté (Rehotkova et al., 2008).

Ve stfedni Casti dlouhych kosti je dfefiova dutina, kterd je vyplnéna kostni dieni
(Fiala et al., 2015). Cervena kostni dfefi je tvofena vazivem, ktery je husté prostoupeny
krevnimi vlasecnicemi, kde ze spole¢né kmenové buiiky vznikaji Cervené a bilé krvinky
1 krevni desticky. Ve vazivu diené se nachézeji tukové bunky s pfibyvajicim vekem.
Tim se Cervena dfef méni ve Zlutou a Casem az v Sedou barvu. Cervend dfeft
je zachovana Vv plochych kostech lebe¢nich, panevnich, hrudni kosti, Zebrech, obratlich,

také i v zap&stnich a zanartnich kostech (Cihak et al., 2011).

10



1.1.3 Osifikace a vyvoj kosti

Remodelace kosti, jejich neustald prestavba, pii které dochazi k odbouravani kostni
tkan¢ a k novotvorbé, podléhd regulacnimu vlivu ¢etnych mistnich ptsobki i v Krvi,
kde koluji hormony (Navratil, 2008).

Osifikace je proces, kdy vznikaji kosti (Fiala et al., 2015). V misté rustové
chrupavky rostou kosti do délky. Do Sitky umoznuje rist kosti okostice (Merkunova,
Orel, 2008). Kosti se vyviji ¢innosti hypofyzy, Stitné zlazy a pfistitnych télisek,
dale je pak dulezita pritomnost vapniku, fosforu, vitamini D a slune¢niho zafeni
(Ktivankova, Hradova, 2009).

Remodelace kosti je ovladana osteotropnim plsobenim, zahrnujici tyto zakladni
mechanismy (Sotornik, 2016):

1. Mechanické vlivy — vyvoj kosti ovliviiuje fyzicka zatéz, kterd udrzuje jeji
pochody ve fyziologickém poméru. V pfipadé€, kdy kost neni zatéZovana,
dochazi k pievaze osteoresorpce nad kostni novotvorbou.

2. Endokrinni vlivy zahrnuji aktivni metabolity vitaminu D, parathormon
z pristitnych télisek a kalcitonin z bungk stitné zlazy.

3. Lokaln¢ putsobici cytokiny (napfiklad interleukiny) a rhstové faktory
Z kostni dfené a kostnich bun¢k, modulujici kostni metody (Sotornik, 2016).

Kostni novotvorba a resorpce jsou navzajem propojené a probihaji souvisle po cely
zivot. Piiblizné do 25. roku Zivota maji ptevahu anabolické d&je nad osteoresorpci,
proces remodelace se tedy stadle méni. Do 25. roku také dosahujeme vrcholu kostni
hmoty, tzv. peak bone mass (PBM). Nasledujici obdobi, kdy dochazi k vyrovnanosti
obou dé&ju, trva nékolik let. Od 40. roku zivota za¢ne u obou pohlavi kost ubyvat,
ato o ptiblizn€ 0,3 — 0,5 % ro¢n¢. Pokud demineralizace dosahuje okolo 2 % za rok,
jedna se o demineralizaci patologickou. Pti 4 % ubytku kostni hmoty za rok se dostava
uroven kostniho metabolismu na prah lomivosti kosti pti 40 — 50 % ztraté kostni hmoty

(Sotornik, 2016).
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1.2 Osteoporoza

zdrava kost osteoporéza

Obrazek €. 2: Rozdil mezi zdravou kosti a kosti postizenou osteopordzou.

Prevzato ze zdroje: (Trapi vas osteoporoza?, 2016)

Osteopordza je systémové metabolické onemocnéni skeletu, charakterizované
zmeénami kostni tkané, poruchou mechanické odolnosti kosti a v disledku toho
zvySenim lomivosti a rizikem vzniku zlomenin (hlavné v oblasti ky¢le, obratld, dolniho
predlokti a pazni kosti) (obr. 2). Mechanicka odolnost kosti je ovlivnéna kvantitou
akvalitou  kostntho  minerdlu a  organické  matrix,  mikroarchitekturou
a makroarchitekturou kosti a dal§imi prvky kvality kostni tkané (Vyskocil, 2009).
Tomuto onemocnéni podléhaji predev§im Zeny po menopauze, nevyhyba se vSak ani
muzim a Zenam v pokro€ilych v€kovych skupinach (Palicka et al., 2011).

Osteopordzu klasifikujeme dle porovnani zjisténé BMD (kostni mineralni denzity)
s primérnou hodnotou u mlad$i dospélé populace stejného pohlavi a etnické
pfisluSnosti. U pacienta je stanoveno tzv. T-skore. To znamena, Ze je velikost
standardnich odchylek (SD) nad nebo pod primérnou hodnotou BMD u zdravych
mladsich dospélych (Vyskocil, 2009):

1. Normalni BMD je definovana jako T-skore, kde hodnoty jsou v rozsahu
nizsich nez +2,5 a vyssich nez — 1,0 SD (Vysko¢il, 2009) (obr. 3).
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2. Osteopenie je piedstupen osteopordzy, kdy je sniZzen mineralni obsah.
Je definovéna jako T-skore v rozmezi — 1,0 az — 2,5 SD vcetné (Vyskocil,
2009) (obr. 3).

3. Osteoporoza se definuje jako T-skore nizsi nez -2,5 SD (Vyskoéil, 2009)
(obr. 3).

40 let 60 let 70 let

Ny |

via Medlicker.com

Normaini hustota
kostni hmoty hmoty (osteopenie)

Snizena hustota kostni Osteoporéza

Obrazek ¢. 3: Rozdil mezi normalni hustotou kostni hmoty, osteopenii

a osteoporozou. Prevzato ze zdroje: (Vilimovsky, 2014)
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U nas i celosvétové se jedna o vysoce frekventni onemocnéni s vysokou
morbiditou a mortalitou v dusledku zlomenin (Brdi¢ka, 2014). V soucasné dobé
Ji WHO povazuje za civiliza¢ni nemoc a ptiblizné z 80% se jedna o onemocnéni

dédi¢né (Palicka et al., 2011).

1.2.1 Klasifikace a déleni osteoporozy

Osteoporéza se muze projevit v generalizované nebo lokalizované formé.
V generalizované form¢ postihuje cely skelet, v lokalizované form¢ jsou postizeny
pouze urcité ohrani¢ené oblasti kosti. RozliSujeme primérni a sekundarni osteoporozu.
U primarni osteopordzy je postizen osovy skelet, sekundarni osteoporoza je podminéna
riznymi onemocnénimi (endokrinnimi, dédicnymi, chronickym onemocnénim jater;
ledvin a nadorovymi onemocnénimi) (Vysko¢il, 2009).
Osteoporozu délime nasledovné (Vyskocil, 2009):
I.  Generalizovana osteopordza
a) Primarni
1. Juvenilni idiopaticka (autoimunitni), bez zndmé pficiny
2. Postmenopauzalni
3. Senilni (involu¢ni), pfirozena
b) Sekundarmi
1. Endokrinni
Gastrointestinalni
Nutri¢ni
Renélni

Geneticka

o o~ w N

Farmakogenni
7. Imobiliza¢ni
Il.  Lokalizovana osteopordza

a) Primarni
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b) Sekundarni
1. Imobiliza¢ni
2. Sudeckuv syndrom, syndrom rameno — ruka, komplikace
urazu horni koncetiny, 1é¢i se znehybnénim
3. U zanétlivych revmatickych onemocnéni
4. U hematologickych onemocnéni
5. U osteolytickych kostnich metastaz
(Vyskocil, 2009)

Primarni osteoporoza postmenopauzalni

Vyskytuje se pouze u zen béhem klimakteria (pfechodu) a po ném. Tento typ
osteopordzy je charakterizovan vékem 55-65 let, je to nejCastéjsi forma primérni
osteopordzy. Pri¢inou vzniku nemoci je nedostate¢nd tvorba pohlavnich hormonti
estrogend. Charakterizujici jsou zlomeniny obratli a predlokti (Macak et al., 2012).
Dochazi k poklesu pevnosti kosti, po 10 — 15 letech po menopauze dochazi k atlumu
funkce osteoblastii. Dale dojde ke zpomaleni syntézy aktivniho metabolitu vitaminu D
a ke zvySenému vyplavovani hormonu pfistitnych télisek. Osteoporoza miize vzniknout
az u 70% Zen, pokud dojde k vymizeni estrogenii v plodném obdobi. Tento typ

osteoporozy se 1é¢i pomoci estrogent (Broulik, 2010).

Primarni osteoporoza senilni

Objevuje se v pozdéjsim veéku (nad 70 let). Vyskytuje se u muzd i zen pomérem
2:1. Typické jsou zlomeniny kr¢ku femuru a Zeber. Pfiinou je nedostatek hormont,
vapnikd, vitaminu D a nedostatecna fyzicka aktivita. Hladina parathormonu v séru

je zvysena, nebot’ je snizena hladina kalcia v krvi (Broulik, 2004).

1.2.2  Rizikové faktory
Nejcastéjsi rizikové faktory osteopordzy jsou uvedeny v (tab. 1). D¢lime je
na ovlivnitelné a neovlivnitelné. VSechny ovlivnitelné faktory Ize zmirnit nebo tplné

odstranit a snizit tak riziko rozvoje tohoto onemocnéni (Blazkova et al, 2006)
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Tabulka ¢&. 1: Rizikové faktory osteoporodzy.

" FAKTORY PRISPIVAJICI KE ZVYSENYM ZTRATAM KOSTNi HMOTY

wySSi vék nedostatecna fyzicka aktMta

zenske pohlavi pnedcasna menopaum - T nlzky pri]em vapnlku v

europoidnfnebo mongololdnirasa . ‘nedostatecne zasobem vitamlnemD .

rodlnna anamnéza osteoporozy - ‘kourem nadmemy p“}em alkoholu -

rodlnna anamneéza fraktury kosti stehenni I : nlzka telesna hmotnost (BMI < 19 kg/mz)

metabollcke poruehysvlhlem na kost o - nedostatek pohlavnich hormonu navozeny
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|\ /

Ptevzato ze zdroje: (Blazkova et al., 2006).

Kli¢ovymi faktory osteoporotické zlomeniny jsou tedy: nizkd BMD, ptedchozi
zlomenina ze zvySené lomivosti, v€k a osteoporoza identifikovand v roding.
K rizikovym faktoriim se rovnéZ fadi i genetické dispozice k osteopordze a nizké BMD,
kde dédi¢nost odpovida za 50 — 80 % variability BMD (Vyskocil, 2009). Dale hmotnost
nizsi nez 57 kg, vysoky piijem kofeinu a nizky piijem vépniku, koufeni, nedostatek
télesného pohybu, menopauza pred 45. rokem maji také vyznamny vliv na toto
onemocnéni (Vyskocil, 2009).

S pribyvajicim vékem dochazi k poklesu pohlavnich hormont a tim se zvySuje riziko
osteoporozy. U zen toto obdobi nastdvd po menopauze, u muzd nastdva pokles hladin

pohlavnich hormont pozvolna a to ve vyssim véku (VIcek, Vytiisalova, 2014).
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1.2.3 Piiznaky a projevy

Osteopordza se vyviji pomalu béhem néckolika let, kdy pacient nemusi trpét
zadnymi ptiznaky, v tom tkvi zdkeinost osteopordzy. Nicméné poté co dojde k ubytku
nebo ztrat¢ urcittho objemu kostni hmoty, onemocnéni se projevi napiiklad
nasledujicimi projevy: zlomenina po drobném néarazu nebo padu, snizeni vysky,
pretrvavajici bolesti zad (nejvice v oblasti stfedni Casti hrudni patefe a ve stfedni ¢asti
bederni patete) a shrbeny postoj (nadmérny predklon) (Vilimovsky, 2014).

Po zlomeninach obratlli se vyskytuji pfiznaky jako jsou pietrvavajici bolest zad
a shrbeny postoj. Obratel postizeny osteoporézou se mize zlomit i bez velké sily.
V dusledku hmotnosti naseho téla pak dochazi ke zmacknuti obratli, které vede
k trvalému predklonu (shrbenému postoji) a to v kone¢ném duasledku mize zpisobovat
nejen problémy s chizi, ale také s dychanim, protoze plice se nemohou V hrudniku
dostate¢né rozpinat (Vilimovsky, 2014).

U siln€ zakulacenych zad dochézi ke kieci paravertebralnich svalii s kofenovym
drazdénim a tim dojde ke zkracovani trupu borcenim obratlovych tél. Objevuji se ¢asto

Sikmé kozni zahyby, které se vyskytuji v oblasti trupu (Paulova, Schubova, 2003).

1.2.4 Epidemiologie

V Evropé&, USA a Japonsku trpi touto chorobou zhruba 75 milionti lidi; v Ceské
republice je to asi 700 tisic lidi. Po 50. roce Zivota osteopor6za postihuje asi tfetinu Zen
a 15% muzt. Ve véku nad 70 let trpi timto onemocnénim az 47% Zen a 39% muzd.
Velmi castym nasledkem osteopordzy je zlomenina proximalniho femuru, incidence
v CR je asi 150 ptipadii na 100 tisic obyvatel (Osteopordza a jeji 1é¢ba, 2017).

Prvni zlomenina je spojena s 86% nartstem rizika jinych zlomenin. Pro zajimavost
v UK ve v€ku nad 50 let utrpi zlomeninu v disledku onemocnéni jedna ze dvou Zen
a jeden z péti muzd. V Dansku se odhaduje, Ze ve véku nad 50 let ma osteoporozu 41%
zen a 18% muzl. V Brazilii ma osteoporézu kolem 10 miliond lidi, v Mexiku jedna
osoba ze Ctyf. V Australii je zaznamenano asi 11% muzi a 27% zen ve veéku 60 let
a vice, osteopordzou jsou postiZzeny 2 miliony Australanii (Osteoporoza ve svété a u nas,

2011).
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1.2.5 Diagnostika

Riziko vyskytu osteopordzy se hodnoti podle vySetieni klinického, biochemického,
rentgenového, denzitometrické a piipadné biopsii kosti (Broulik, 2010). Lékat
klinickym vySetfenim vyhodnoti fyzikalni ndlez, hmotnost a vysku pacienta. Dale 1ékat
zjistuje zdravotni, osobni i rodinnou anamnézu pacienta. Biochemické vySetfeni se tyka
odbéru vzorku krve pro zjisténi hladin mineralnich latek (pfedevsim vapniku a fosforu),
glukozy, lipida. Z krve se stanovi i ukazatele jaternich a ledvinnych funkci, spektrum
krevnich bilkovin a hladiny pohlavnich hormont, hormont S§titné Zlazy, pfistitnych
télisek, podvésku mozkového a vitaminu D. Dilezity je i rozbor moci, kdy vzorek
pochazi z 24 hodinového sbéru (Rehoikova et al., 2008). Vysetfeni skeletu se da provést
pomoci rentgenu, jeho zmény jsou vSak zfejmé az pii Ubytku kostni tkdné¢ o vice
nez 30% (Broulik, 2010).

DXA (DEXA) (Dual Energy X-ray Absorptiometry) patii mezi nejpouzivanéjsi
metodu pro zméfeni kostni denzity (hustoty kosti) (obr. 4). Jedna se o metodu
denzitometrickou, ktera vyuziva dvojité rentgenové zafeni. M¢&ti se podle ni predev§im
oblast bederni patefe a oblast proximalniho femuru dolni koncetiny (Palicka et al.,
2011).

Obrazek ¢. 4: Vysetfeni pacienta pomoci DXA testu. Prevzato ze zdroje: (DXA
Body Composition for Weight Management, 2017).
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Vysledkem DXA testu jsou dvé hodnoty, takzvané skore Z a skore T. Skoére T
srovnava hustotu kostni hmoty pacienta s hustotou kostni hmoty u zdravého mladého
dospélého jedince stejného pohlavi (Vilimovsky, 2014).

Hodnoty vétsi nez -1 jsou povazovany za normalni, hodnoty v rozmezi -1 az -2,5
(rozdil mezi Z a T skore) ukazuji na snizenou hustotu (osteopenii) a hodnoty mensi
nez -2,5 znaci osteopordzu. Podle hodnoty T skore 1ékat hodnoti riziko zlomeniny kosti.
Skore Z srovnava vysledek pacientova vysetieni s primérnou hodnotou zjisténou u 0sob
stejného véku a pohlavi. Pokud je tato odchylka piili§ vysoka provede lékat dalsi
vySetfeni. Dal§im testem pii diagnostice osteopordzy je digitdlni rentgenova
radiogrammetrie (DXR). Jeji provoz je jednodussi nez u DXA proto, ze vyzaduje méné
technického vybaveni. Jako screeningovy test ho muZzeme pouzit naptiklad v pfipadé,
kdy si pacient zlomi ruku v zapésti. Tato metoda neni tak citlivd jako DXA,

a proto DXA zstava ve screeningu na prvnim misté (Vilimovsky, 2014).

1.2.6 Prevence

Je doporucovana zména jidelnicku a jeho doplnéni o potravinové doplnky
s vapnikem (alesponn 1200 mg) a vitaminem D (800-1200 jednotek denng), v zavislosti
na véku. Doporucovan je také pohyb — alespont 30 minutové cviceni, idealné kazdy den
— patfi sem rychld chize, tenis, plavéani, tanec apod. Dale se doporucuje nekoufit,
koufeni tabakovych vyrobkil ovliviiuje negativné i kosti tim, ze tabdkovy kouf snizuje
vstfebavani vapniku z travici soustavy a potlacuje pozitivni efekt estrogent na kvalitu
kosti. Dale nepit mnoho alkoholu. Prevenci u Zen muze byt nasazeni nahradni
hormonalni terapie. U osob s vyS§im rizikem vzniku osteopordzy je vhodné pravidelné
sledovat hustotu kosti 1ékafem, ktery v piipadé potieby nasadi adekvatni 1écbu
(Osteoporoza, 2016).

1.2.7 Lécba

Zékladem terapie je Uprava zivotospravy a dostatek pohybu také dietni opatieni.
Bez dostatku véapniku a vitaminu D nelze spoléhat na 1écebny efekt (Palicka et al.,

2011).
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Rozhodnuti o zptisobu Iléceni toho onemocnéni se odviji od stanoveni
individudlniho rizika, zda pacient utrpi v dal§ich 10 letech osteoporotickou zlomeninu
(Cillikova, 2010).

Antiresorpéni 1éky (brani dalSimu Ubytku a také zhorSovani struktury kosti)
zahrnuji: pohlavni hormony (estrogeny), syntetické latky ptsobici fyziologicky na kost
jako estrogeny, kalcitonin tlumi fyziologickym mechanismem odbouravani kosti.
Aminobisfosfonaty zvySuji hustotu minerdli v kostech, tim snizuji riziko vzniku
zlomenin, podévaji se v tabletach jednou tydné nebo v injekcich jednou za tfi mésice,
jsou vazany na piedpis 1ékate (Cillikova, 2010).

Osteoanabolické 1éky (navozuji novotvorbu zdravé kostni hmoty a zlepSuji
strukturu kosti): teriparatid je UCinny usek molekuly lidského parathormonu,
ktery vyrazné snizuje riziko i neobratlovych zlomenin, vhodny pro 1é¢eni osteopordzy
navozené glukokortikoidy. Parathormon se podobné jako teriparatid podava 2 roky

denné podkozni injekei (Cillikova, 2010).

1.3 Genetika osteoporozy

Dédicnost osteoporozy je polygenni. Kazdy z kostnich fenotypt (denzita, kvalita,
metabolismus) je disledkem interakce mezi mnoha slabymi geny, kdy jejich efekt
je podminovan vlivy vnéj$imi. Jedince disponované k osteoporéze mizeme
identifikovat podle analyzy chromozomovych lokusi, urcujicich hodnotu kostni hmoty
a jeji fragilitu (lokusy 1p36, 2p21, 5q33-35, 6p11-12 a 11912-13), kostni geometrii (4p,
4q, 5¢, 17q a 19p) a remodelaci kosti (16q a 20q) (Zofkova, 2014).

Vztah tzv. kandidéatnich gent pro osteopordzu k variabilité vybraného fenotypu
ma prediktivni vyznam piedevSim variabilita v exonech, které determinuji sekvenci
aminokyselin v ptislusné bilkoviné. Byly zjistény alelické varianty jednonukleotidovych
polymorfismid (SNP) genli, které koduji mineralizaci a kvalitu kosti, procesy
novotvorby a odbourdvani kostni hmoty i expresi humoralnich faktort regulujicich
kostni remodelaci nebo jejich receptortt (polymorfismy v genech pro ESR1a (estrogen
receptor gen a), VDR (vitamin D receptor), CTR (receptor pro kalcitonin), ristové
faktory TGFB1 (transformujici ristovy faktor Bl1), IGF-1 (inzulinovy rastovy faktor 1)
nebo CYP17 (cytochrom 17)) (Zofkova, 2014).
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Kostni parametry mohou byt kdédovany také mutaci v jednom genu. Piikladem
je aktivacni mutace Val667Met v genu LRP5 (LDL receptor protein) (determinuje
signalizaci Wnt (Wingless)), ktera je asociovana s vysokou hodnotou kostni denzity,

zatimco inaktivaéni mutace v genu uréuje nizkou kostni denzitu (Zofkova, 2014).

1.3.1 Vybrané kandiddtni geny pro osteoporozu

Geny pro receptory osteotropnich hormoni

Prvni zpravy o vztahu kostni denzity ke kandidatnim gentim pro toto onemocnéni
se tykaly genu pro receptor vitaminu D (VDR) (Thakkinstian et al., 2004). Tento
jaderny receptor pro vitamin D patfi mezi steroidové receptory a ucinkuje
jako transkrip¢ni faktor aktivovany ligandem. Gen pro tento receptor je lokalizovan
na chromozomu 12, receptorovy protein ma hmotnost 50 — 70 kDa (Dusilova Sulkova,
2007). Metaanalyza publikovand v roce 2004 ukazala vyznamnou asociaci B alely
v polymorfismu Bsml (restrikéni enzym z Bacillus stearothermophilus) s kostni
denzitou v patefi; jedinci s BB genotypem méli niz§i hodnotu kostni denzity
nez nositelé alely b (Thakkinstian et al., 2004).

Studie u normalnich nesubstituovanych postmenopauzélnich zen stfedoevropské
populace potvrdila vztah kostni denzity v ky¢li a polymorfismu Fokl (enzym nalezeny
ve Flavobacterium okeanokoites) opét v genu pro VDR, ale asociaci s dalsimi
polymorfismy v exonech genu VDR se prokazat nepodafilo (Zajickova et al., 2002).
Vysledky mohou byt vysvétlitelné vazebnou nerovnovahou, ale také vlivem interakci
genu pro VDR s jinymi geny, napfiklad pro ESR (estrogenni receptor) (Willing et al.,
1998).

Z dalSich polymorfismii pro receptory osteotropnich hormont byl ve vztahu
ke kostni hmoté vySetifovan polymorfismus Alul (z Arthrobacter luteus) v genu
pro receptor kalcitoninu (CTR) (Zofkova, 2014). Studie provedena na 729
postmenopauzalnich Zenach asijského etnika prokézala vys$i hodnoty kostni denzity

v kr¢ku femuru 1 patete u Zen s kombinaci alel CC a CT nez TT (Lee et al., 2010).
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Vztah genu pro receptor kalcitoninu (polymorfismus C1377T) ke kostni denzité
krc¢ku femuru byl nalezen i u mensiho souboru normalnich postmenopauzélnich zen bilé
rasy (Zofkova et al., 2003). Kontroverzni vysledky studii ¢aste¢né souvisi i s etnickymi
a sexualnimi rozdily (Zofkova, 2014).

Denzita a kvalita kosti jsou kddovany geny pro estrogenni receptory ESRa a ESRp,
gen ESRa ma spise vztah k frakturam, ke kvalité kosti nez k jeji denzité. Identifikace
tohoto genu by mohla mit vyznam pii vybéru pacientek pro 1écbu estrogeny
(Obermayer-Pietsch B., 2006). Intenzivné studovanym genem z hlediska rizika
osteopordzy je gen pro kolagen typu 1 (polymorfismus COL1A1 Spl), determinujici
kostni denzitu i kvalitu. Velka multicentrickd studie GENOMOS provedena u témef
20000 Evropanii zjistila nezavisly prediktivni vyznam tohoto polymorfismu
(kombinace alel G a T) pro kostni denzitu krcku femoru i patefe a k vyskytu
vertebralnich fraktur (Ralston et al., 2006).

K zajimavym vysledktim dospéli védci, ktefi nalezli vztah kostni denzity v pateti
akrcku femuru a polymorfismu Spl, ale pouze u nesubstituovanych
postmenopauzalnich Zzen (MacDonald et al., 2001). Znamena to, ze tato asociace
je stavem estrogenni aktivity. Kvalitu kosti determinuje i gen pro receptor leptinu
(polymorfismus GIn223Arg), ktery byl asociovan skostni denzitou a rizikem

vertebralnich fraktur u evropskych postmenopauzalnich Zen (Fairbrother et al., 2007).

Geny kodujici remodelaci kosti
ligandu RANKL (cytokin, produkujici osteoblasty a T-lymfocyty) aktivuji osteoklasty
a urychluji kostni resorpci. Autofi sledovali asociaci mezi geny pro interleukiny a mezi
kostnimi parametry. Studie u soubord 226 osteoporotickych a 224 neosteoporotickych
postmenopauzalnich zen nalezla vztah polymorfismu 174 G/C v genu pro IL-1 o
ke kostni denzité, ale pouze u souboru Zen s osteopordzou (Zofkova, 2014) (obr. 5).

Kostni novotvorby se Ucastni 1 osteoprotegerin (OPG), solubilni faleSny receptor
pro RANKL, produkovany osteoblasty. Brani vazbé RANKL na RANK a tim tlumi
proces osteoklastogeneze. Pomér OPG/RANKL je tedy mefitkem kostni remodelace
(Zofkova, 2014) (obr. 5).
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Obrazek ¢. 5: Interakce komplexu RANKL-RANK/OPG Pievzato ze zdroje:
(Kohli, 2011).

Dalsi potencialni modulatory kostnich fenotypii

Gen ALDH7A1 (Aldehyd dehydrogenaza 7), na chromozomu 31, je odpovédny
za detoxikaci acetaldehydu, ktery tlumi novotvorbu kosti. Gen byl analyzovan
v souboru 700 seniord asijského ptvodu. SNP rs13182402 v tomto genu byl silné
spojovan s osteoporotickymi frakturami (Guo et al., 2010). U bilé populace neni znama
podobna studie (Zofkova, 2014).

Riziko fraktur je dano 1 rozméry a geometrickymi parametry skeletu. Protein
PLCL1 (fosfolipaza Cl1), ktery tlumi kalciovy signal aktivovany inositol 1,4,5-
trifosfatem reguluje ziejmé odpovéd’ senzitivnich kostnich bunék (pfedevsim v kycli)
na mechanickou nadloz. U muzii a Zen bilé rasy byl nalezen vztah rozméra kycle ke genu

PLCL1 (Liu et al., 2008).

1.3.2 Polymorfismy v genu pro MTHFR

Gen pro enzym methylentetrahydrofolatreduktazu (MTHFR) je lokalizovana
na chromozomu 1p36.6 a sklada se ze 12 exonit (MTHFR gene, 2017) (obr. 6).
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Obrazek ¢. 6: Lokalizace MTHFR genu na chromozomu 1. Pfevzato ze zdroje:
(MTHFR gene, 2017).

Byly popsany dva polymorfismy genu pro MTHFR snizujici jeho aktivitu: A1298C
(adenin, cytosin) a C677T (cytosin, thymin) (Mutace v genu pro MTHFR, 2015- 2016).

Frekvence vyskytu MTHFR genotypt je 40% pro CC, 48% pro CT a 12% pro TT.
Frekvence vyskytu genotypt je 49% pro AA, 41% pro AC a 10% pro CC (Zhu, 2009).

MTHFR gen koduje enzym, ktery se nazyva methylentetrahydrofolatreduktaza.
Tento enzym hraje roli pfi zpracovani aminokyselin. Methylentetrahydrofolatreduktaza
je dulezita pro chemické reakce, zahrnujici formy vitaminu kyseliny listové (také
nazyvan vitamin B9). Konkrétn€, tento enzym pifevadi molekuly zvané 5,10-
methylentetrahydrofolat na molekuly zvané 5-methyltetrahydrofolat, béhem premény
homocysteinu na methionin. Methionin je v téle dulezity jako zdroj bilkovin a dalSich
latek (MTHFR gene, 2017).

MTHFR ma tedy zéasadni vyznam v metabolismu homocysteinu. Homocystein
je neesencialni aminokyselina, vznikajici v organismu ¢lovéka jako vedlejsi produkt
metabolismu esencidlni aminokyseliny methioninu. Pfi normdalné fungujicim
metabolismu v buiice se vznikajici homocystein preménuje v zuzitkovatelné a neskodné
latky. Folaty jsou dilezité pro metabolické pochody vcetné metylace homocysteinu
asyntézy nukleotidii, neurotransmiterd, proteini a fosfolipidi. Zmény v genu
pro MTHFR mohou zputsobit zvySenou hladinu homocysteinu Vv krevni plazmé.
Tu muze zpusobit i nedostatek vitamint (kyseliny listové, B6 a B12) (Mutace v genu
pro MTHFR, 2015- 2016).
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1.3.2.1 MTHFR 677

Polymorfismus MTHFR 677C/T je zpusoben substituci (zaménou) cytosinu
zatymin v pozici 677 nukleotidového fetézce. Touto substituci dochazi k zaméné
alaninu za valin v pozici 222 v aminokyselinovém fetézci, ¢imz dojde ke snizeni
katalytické aktivity enzymu a dochazi i ke zvySeni hladiny homocysteinu v krevnim
séru az o 20 %. Dé&di¢nost tohoto polymorfismu je autozomalné recesivni. V Evropské
populaci je 12 % homozygoti TT, 43 % heterozygoti CT a 45 % zdravych homozygott
CC s timto polymorfismem (Prinz-Langenohi et al., 2009).

1.3.2.2 MTHFR 1298

Polymorfismus MTHFR A1298C je zplsoben Substituci (zdménou) adeninu
za cytosin v pozici 1298 nukleotidového fetézce. Touto substituci dochazi k zdméné
glutamatu za alanin v aminokyselinovém fetézci v pozici 429. To vede ke snizeni
katalytické aktivity MTHFR (Van Der Put et al., 1998).

Nedochazi zde ke zvySeni homocysteinu, proto nema tak vysoce negativni u¢inky
jako MTHFR 677. AvSak kombinace téchto dvou polymorfismi (677C/T a 1298A/C)
muze vést k ftadé abnormalit. U nositelek nékterych polymorfnich variant
(677TT/1298AC nebo 677CT/1298CC) se zjistilo vyssi procento spontannich potratd
a varianta 677TT/1298CC je povaZovana za nonviabilni (Van Der Put et al., 1998).

1.3.2.3 Polymorfismy MTHFR a osteoporéza

Vztah hladin homocysteinu v séru kriziku fraktur inspirovala danské autory
k analyze asociace genu pro tetrahydrofolat reduktazu ke kostnim parametrim. Jejich
studie seniorské populace dvojcat nalezla asociaci polymorfismu C677T k riziku
fraktur, které bylo 1,5 krat vyssi u varianty CT nez CC a 1,5 krat vySsi u varianty TT
nez CT. Vyznam pro riziko fraktur ma tedy alela T (Zofkova, 2014).
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DalSi metaanalyza prokézala asociaci mezi MTHFR C677T polymorfismem
arizikem osteoporotické zlomeniny u postmenopauzalnich zen (Guan, 2014).
Postmenopauzalni zeny maji vyssi hladiny homocysteinu nez premenopauzalni, praveé
proto je vyssi riziko zlomenin u postmenopauzalnich zen (Hak et al., 2000).

C677T polymorfismus na frakturach zpusobuje také vazebnou nerovnovahu lyzyl
hydroxylazy 1 (LH1) genu. Mutace v LH genu oslabuje vlakna v kolagenu a zvysuje
tak riziko osteoporotickych zlomenin (Guan, 2014). TT genotyp je asociovan
s biochemickymi zménami, u TT genotypu byla nalezena asociace s chybé&jici kostni
hmotou. TT genotyp byl zjistén v obratlovych (vertebralnich) zlomeninach Zen.
Regresni analyza prokéazala, ze zlomeniny obratlli jsou vyznamné spojené¢ s BMD
bederni patete a vySkou, ale pouze okrajové s genotypem MTHFR.
Tato analyza ukazala, ze hmotnost, vék a MTHFR polymorfismy jsou prediktory BMD
bederni patete u zen (Villadsen, 2005).

Polymorfismy v MTHFR genu jsou také spojeny se zvySenym rizikem rozstépu
patefe, spina bifida, dalsim béznym typem vady nervové trubice. Kosti patefe nejsou
kompletné uzaviené kolem rozvojovych nervii michy. Cast michy miize vyénivat
pres otvor v oblasti patefe, coz vede k trvalému poskozeni nervii (MTHFR gene, 2017).

Polymorfismy v MTHFR genu mizou zpusobit problémy souvisejici s nervovou
trubici zménou reakci methylentetrahydrofolat reduktazy s kyselinou listovou. Tyto
zmény jsou béZné v mnoha populacich po celém svéte (MTHFR gene, 2017).

I dal$i analyza se zabyvala TT genotypem u postmenopauzalnich Zen. Bylo
zjisténo, ze postmenopauzalni zeny s TT genotypem maji niz§i hodnotu BMD krcku
femuru nez Zeny s CC/CT genotypem., TT genotyp piedstavuje tedy rizikovy faktor
zlomeniny u postmenopauzalnich Zen (Li, 2010).

Vysoka hladina homocysteinu a MTHFR genotypy maji u starSich zen vliv

I na vétsi kostni ztratu kosti kycelni, ale nepfedstavuji riziko jeji zlomeniny (Zhu, 2009).

1.3.3 Polymorfismy v genu pro ApoE

Apolipoprotein E (ApoE) je lokalizovan na dlouhém rameni chromozomu 19

v oblasti 19913.32 (APOE gene, 2017) (obr. 7).
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Obrazek €. 7: Lokalizace ApoE na chromozomu 19. Pievzato ze zdroje: (APOE

gene, 2017).

APOE gen poskytuje instrukce pro vyrobu bilkoviny zvané apolipoprotein E. Tento
protein se spojuje s tuky (lipidy) a v téle tvoii molekuly zvané lipoproteiny.
Lipoproteiny jsou zodpovédné za metabolismus cholesterolu a jinych tukt ptitomnych
v krevnim fecisti  (APOE gene, 2017). Apolipoprotein E je tedy cholesterol
transportujici protein, tvorici dilezitou soucéast chylomikronti, VLDL a HDL (ApoE
polymorfizmus (E2, E3, E4), 2009). Udrzovani normalni hladiny cholesterolu
je nezbytné pro prevenci né€kterych onemocnéni (APOE gene, 2017).

Gen ApoE se vyskytuje ve tfech kodominantnich alelach oznacCenych jako &2
(ApoE2), €3 (ApoE3) a ¢4 (ApoE4), které koduji izoformy proteinu, lisici se jedinou
aminokyselinou na pozicich 112 a 158. Alela €3 je nejbéznéjsi v populaci a koduje
izoformu proteinu E3 obsahujici v pozici 112 cystein a v pozici 158 arginin, izoforma
E2 obsahuje v obou pozicich cystein a izoforma E4 obsahuje v obou pozicich arginin
(ApoE polymorfizmus (E2, E3, E4), 2009). Kazdy jedinec nese 2 kopie ApoE genu,
variantni alely se tedy dédi v homozygotnim nebo heterozygotnim stavu. Jedna se vzdy
0 jednu z Sesti moznych alelovych kombinaci: €2/e2, €2/e3, €3/€3, €2/e4, €3/e4, €4/e4,
kdy mohou vzniknout 3 riizni homozygoti ApoE2/E2, ApoE3/E3, ApoE4/E4 nebo tfi
rizni heterozygoti ApoE2/E4, ApoE2/E3, ApoE3/E4 (Genetics of dementia, 2012).
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1.3.3.1 Polymorfismy ApoE a osteoporoza

ApoE byl objeven jako potencidlni kandidatni gen se silnou genetickou roli
Vv kosterni homeostaze vcetné formovani a udrzeni kostni hmoty (Singh, 2010).

S kostni denzitou mohou byt asociovany nékteré geny, které primarné kontroluji
systtmy mimo kalcium-fosfatovy metabolismus. Zjistilo se, ze postmenopauzalni
nositelky alely €4 v genu pro apolipoprotein E vykazuji v priméru nizs$i hodnoty
mineralni kostni denzity v bederni patefi nez zeny s ostatnimi alelami. Pozorovani
ukazuje na integraci kalcium-fosfatového systému do fyziologickych regulaci celého
organismu béhem evoluce (Zofkova, 2014).

Dalsi dvé studie ukazaly asociaci mezi ApoE alelami a osteopordzou.
U Japonskych zen byly ApoE4 alely nalezeny v souvislosti s nizkou hodnotou kostni
hmoty, vjiné studii U.S. Zen byla stejna alela asociovana s osteoporotickymi
zlomeninami nezavislymi na kostni hmoté. Mechanismus vlivu ApoE alel v souvislosti
S osteopordzou neni jasny, ale bylo zjiSténo, Ze vliv hydroxylace (enzymové reakce
hydroxylovych skupin) osteokalcinu mtze mit neptimy efekt na transport vitaminu K
(Ralston, 2009).

Asociace ApoE4 polymorfismu souvisi s kostnim fenotypem, kostni denzitou, plni
ulohu v ramci kosterni homeostazy. Byla také zjisténa niz§i hodnota BMD bederni
patete bez ApoE4 alely, avSak tato asociace nebyla nalezena u BMD kycle (Peter,
2011).

ApoE genotyp nebyl vyznamny prediktor BMD u muzi. U muzi se ukézalo
ptesto nizké riziko obratlovych (vertebralnich) zlomenin u ApoE4 alely (Peter, 2011).

Dalsi studie ukazala, Zze BMD hodnoty v bederni pateti a krcku femuru
u osteoporotickych a osteopenickych zen byly niz§i nez u zdravych zen. Studie
zkoumala dale relevantni roli exonu 4 ApoE SNPs (jednonukleotidového
polymorfismu) (rs440446, rs429358) pro riziko osteopordzy s haplotypem CGTC
vV ApoE genu, jaky ma vliv BMD bederni patete a kr€ku femuru u postmenopauzalnich

sen v Indii (Singh, 2010).
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Frekvence rs440446 a rs429358 minoritnich alel (alely s mensim vlivem) vykazuje
vy$$i hodnoty u osteoporotickych zen. Efekt minoritni alely rs440446 je evidentni
asociaci analyzy haplotypu, kde Zeny s osteoporézou mély vyssi frekvenci haplotypi
s C u prvniho SNP (CGTC a CATC) nez Zeny zdravé a S osteopenii. AvSak efekt
minoritni alely frekvence rs42938 nebyl nalezen v souvislosti s osteoporézou
v haplotypech GGCT a GACC. Studie odhalila citlivost haplotypu CGTC v ApoE genu.
Bylo zjisténo, Ze tento haplotyp je spojen s BMD a rizikem osteopenie a osteopordzy
U postmenopauzalnich zen v Indii (Singh, 2010).

Dalsi studie potvrdila asociaci mezi ApoE +113C/G (rs440446) polymorfismem
a BMD u Cinské populace v Singaporu. U Zeny s heterozygotnim genotypem (CG) byla
nalezena spojitost v souvislosti se snizenou hodnotou BMD bederni patefe a kréku
femuru, dale je u nich zvySené procento osteopenie a osteopordzy. U muzl se tato

asociace nepotvrdila. Jedna se tedy o pohlavné specifickou asociaci (Tong, 2010).

29



2 Cil prace a hypotézy

Cilem mé bakalarské prace bylo:
e Napsat odbornou resersi z odborné literatury
e Praktické zvladnuti laboratornich molekuldrné¢ biologickych metod —
izolace DNA z periferni krve, PCR a jeji modifikace, PCR ARMS, PCR
RFLP, gelova elektroforéza

e Vyhodnoceni a diskuze ziskanych vysledkt

Hypotézy:

Osteopordza se vyskytuje Castéji u Zen neZ u muzi. Toto onemocnéni se tyka spise
lidi ve v€ku nad 50 let, po 65. roce dochazi k ubytku kostni hmoty, k nartistu zlomenin
a proximalniho femuru. Oba geny ApoE i MTHFR maji vliv na toto dédi¢né
onemocnéni. MTHFR C667T je rizikovejsi nez A1298C. Také gen ApoE je vztahovan
ke kosterni homeostaze, ApoE4 polymorfismus je nejvice spojovan S timto

onemocnénim.
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3 Metodika

3.1 Charakteristika souboru

Laboratorni ¢ast bakalaiské prace byla vykonana v Ceskych Budgjovicich,
na ambulantni klinice, Matice Skolské 1786/17 v genetické laboratoii GENLABS s.r.o.
pod vedenim Mgr. Dagmar Bystiické, Ph.D. Veskerd vySetieni byla provadéna
pod odbornym dohledem kvalifikovaného pracovnika.

3.2 Sbhér primdrnich vzorkii, technika sbéru dat

V ramci naSeho projektu jsme sesbirali vzorky periferni krve od 20 pacientl
s diagnostikovanou osteopordzou, abychom prokézali vliv geni a jejich polymorfismt
ApoE a MTHFR. Primérnim vzorkem pro genetickou analyzu byla tedy nesrazena
periferni krev, ktera byla pacientim odebrana zdravotni sestrou v Osteologické
ambulanci (kostni denzitometrii) MUDr. Ladové. Kazdy odebrany vzorek byl odeslan
do laboratofe spolu s vyplnénym informovanym souhlasem s ucasti na projektu.
Geneticka laboratof je opravnéna k praci s lidskym biologickym materidlem a splituje
veskera kritéria ustanovena zdkony CR. Projekt byl dale zastitén schvalenim etické

komise, ktera ptisobi pii Zdravotné socialni fakulté JCU.

3.3 Principy laboratornich metod

Pred kaZzdou PCR reakci byla provedena izolace DNA, DNA byla izolovana
z periferni krve. Periferni krev byla odebrana kvalifikovanym pracovnikem, zdravotni
sestrou. Poté, co vzorek pfijme laboratof, musi byt uchovan v lednicce pii teploté cca
4°C. Soucasti kazdého vzorku musi byt vyplnény informovany souhlas s genetickym
laboratornim vySetfenim s potfebnymi informacemi. Po pfijeti je kazdému vzorku

pfifazeno identifikacni Cislo.
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3.3.1 PCR — polymerazova ietézova reakce

Mezi zéakladni amplifikaéni metody (metody Kk namnozeni DNA) se fadi
polymerazova tetézova reakce (PCR). Tato metoda je Siroce vyuzivdna a ma mnoho
modifikaci jako napt. PCR — RFLP (polymerazova fetézova reakce - polymorfismus
délky restrikCnich fragmentli), AS — PCR (alelové¢ specifickd polymerazova tfetézova
reakce) typ PCR — ARMS (polymerazova tetézova reakce — amplifika¢ni refrakéni
mutacéni systém), real — time PCR (polymerazova tetézova reakce v realném case)
a dalsi (Zima, 2007).

PCR umoziuje enzymatickou amplifikaci in vitro syntézou vybrané sekvence DNA
v cyklické reakei, kdy za pouziti termostabilni DNA polymerdzy se méni teploty (Zima,
2013). Dany usek, ktery chceme amplifikovat, musi byt ohranien, jak na zacatku,
tak na konci vybrané ¢asti genomu pomoci kratkych oligonukleotidovych sekvenci
tzv. primerti (Polymerazova fetézova reakce, 2001). Tyto oligonukleotidové sekvence,
primery se piipoji ke komplementarnim usekim DNA a ftidi syntézu novych vlaken
ve sméru 5'—3" (Zima, 2013). Vysledkem PCR jsou az miliony kopii vzorového
fragmentu DNA o délce az 10 tisic nukleotidi. Kazdd reakéni smés se sklada
z templatové DNA, primerd, z nukleotidd dNTP, reakéniho pufru a termostabilniho
enzymu DNA polymerazy. Nejvice se pouziva tzv. Taq polymeraza z bakterie Thermus
aquaticus. dNTP, DNA polymeraza a reak¢ni pufr jsou vétSinou soucasti dodavaného
master mixu (Bartova, 2011).

Cela tato reakce probihd v pfistroji zvaném termocykler. Tento pfistroj je schopny
rychle béhem nékolika sekund ménit teploty tak, aby byly dodrzeny tepelné a ¢asové
podminky pro jednotlivé kroky PCR reakce (Zima, 2007).

Kroky PCR reakce:

1. Denaturace — DNA se po dobu 20-30 sekund zahiiva na teplotu 94-98°C.
Dochazi k rozruseni vodikovych mustkti v molekule DNA a Kk rozvolnéni
dvousSroubovice. Vznikd tak jednovlaknovd DNA, na kterou mohou
v dalsim kroku nasednout oligonukleotidové sekvence, primery (obr. 8)
(Polymerazova tetézova reakce, 2001).

2. Annealing — nasednuti primert, teplota se snizi na 50-65°C, t0 umozinuje

nasednuti primerQ na sepicificka mista DNA.
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Na dvouvlaknové tseky DNA-primer se vaze polymeraza (obr. 8)
(Polymerazova fetézova reakce, 2001).
3. Extension — syntéza DNA, teplota pouzita v této fazi zavisi na pouzité DNA
polymeraze. Nejbéznéjsi Taq polymeraza ma optimum aktivity na 75-80°C.
Dochézi k samotné syntéze DNA. Ve sméru od 5' konce ke 3' konci
se syntetizuje nové vlakno DNA komplementarni k ptivodni molekule DNA
(obr. 8) (Polymerazova fetézova reakce, 2001).
Tyto kroky se cyklicky opakuji, pro dostatecnou amplifikaci ptivodni molekuly
DNA obvykle postacuje 30 cyklt (Polymerazova fetézova reakce, 2001).
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Obrazek ¢. 8: Pribéh PCR reakce, 1 — denaturace, 2 — annealing, 3 — extension.

Ptevzato ze zdroje: (Bartova, 2011).

3.3.2 ASPCR

AS — PCR neboli alelové specifickd PCR byla pouzita poprvé pro detekci subtypii
HLA (human leukocyte antigens) (Olerupem et al., 1991), to je hlavni histokompatibilni
systém Clovéka, plni hlavni funkci v imunitnim systému ¢lovéka (Penka et al., 2012).
AS-PCR je jednoducha, také spolehliva a dokaze rozlisit heterozygota od homozygota

pro jednu nebo druhou alelu (Ferrie et al., 1992).
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Tato metoda se vyuziva pro detekci malych deleci a bodovych mutaci (Zima,
2007). Principem je vyuziti tfi riznych primert, které jsou vybrany na zakladé
sekvencni komplementarity s mutovanou, nemutovanou ¢i variantni alelou. Tyto
primery se hybridizuji k mutované nebo standartni alele, kdy jeden primer je spolecny
pro ob¢ alely. Nejéastéji pouzivanou variantou je PCR ARMS (amplification refraktory

mutacion detection system neboli amplifikac¢ni refrakéni mutacni systém) (Zima, 2007).

ARMS PCR

Zéakladnim principem je pfesna komplementarita bazi na 3° konci primeru. Pokud
nedojde ke komplementarité, nedojde ke specifické amplifikaci a to je zakladnim
principem AS-PCR. Dilezité je proto pouziti vnitini kontroly reakce, ktera urci,
jestli jde o specifické chybéni amplifikace nebo o nespecifickou poruchu PCR reakce.
Samotny test je zalozen na dvou samostatnych reakcich. Jedna reakce je specificka

pro normalni DNA sekvenci. Druhd reakce je specificka pro mutovanou nebo variantni

sekvenci DNA (obr. 9), (Zima, 2007).
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Obrazek ¢. 9: Princip PCR ARMS reakce. Prevzato ze zdroje: (Zima, 2007).
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Tabulka €. 2: Princip hodnoceni ARMS PCR podle typu produktu reakce.

Genotyp Oligonukleotidy Produkt reakce
Homozygot normalni s+n ano

Ss+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
Ptevzato ze zdroje: (Zima, 2007).

Pokud je jedinec nemutovany homozygot, vytvoii se PCR produkt pouze
pfi pouziti spolecného primeru a primeru pro nemutovanou formu genu. Pokud se jedna
o mutovaného homozygota, pak dochazi k vytvofeni PCR produktu v amplifikaéni
reakci se spoleénym primerem a primerem komplementarnim k mutované
nebo variantni alele daného genotypu. Kdyz dojde ke wvzniku produktu v obou
amplifika¢nich reakcich se spolecnym a nemutovanym primerem 1 spoleCnym

a mutovanym primerem, jedna se o heterozygota (tab. 2), (Zima, 2007).

3.3.2 RFLP PCR

PCR — RFLP (polymerase chain reaction — restriction fragmen lenght
polymorphism, polymerazova fetézova reakce — polymorfismus délky restrikénich
fragmentl) je metodou, vyuzivajici identifikaci amplifikovaného PCR produktu
pro vybrané oblasti genomové DNA, tyto oblasti DNA jsou nasledné $tépeny pomoci
bakteridlnich endonukledz (restriktaz). Endonukleaz je velké mnozZstvi (pies 1000) a lisi
se schopnosti rozpoznat rizné dlouhé sekvence nukleotidl a také je Sté€pit na dlouhé
fragmenty na zdklad¢ jejich sekvenéni specifity (Kosinova, 2007). Palindromické
sekvence jsou mista rozpoznana endonukledzami. Jsou to takové sekvence, které maji
stejné poradi nukleotidli na komplementarnich vlaknech DNA ve sméru od 5° konce

(Zima, 2007).
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Béhem restrikéniho Stépeni nékdy dochézi ke Stépeni nukleotidl, nelezicich naproti
sobé. Pak wvznikaji nestejné dlouhé konce rozstépené dvousroubovice. Jedna
se 0 tzv. kohezni lepivé konce. Dale miize dochazet ke Stépeni protilehlych nukleotida.

Pak vznikaji stejné dlouhé konce (Kosinova, 2007).

1.3.4 Gelova elektroforéza

Velikost PCR produkti jsme zkontrolovaly pomoci gelové elektroforézy. Tyto
fragmenty se vyznacuji riznou pohyblivosti v agar6zovém gelu (vétsi fragmenty
se pohybuji pomaleji, mensi rychleji). Diky plsobeni stejnosmérného elektrického pole
dochazi k pohybu fragmentd. DNA je nabita zdporné, proto se DNA pohybuje vzdy

ke kladnému konci (anodg).

3.4 Postupy genetického vySetieni

3.4.1 lzolace DNA z periferni krve
Pred kazdym molekularn€ — genetickym vySetieni (kde se pracuje s DNA), se musi
provést izolace DNA, kterd byla izolovana z lymfocytl periferni krve.
K izolaci DNA z periferni krve byl pouzit Genomic DNA Mini Kit dle doporuceni
vyrobce.
Reagencie:
e 96% ethanol
e Proteindza K
o GB Buffer
e Elution Buffer
e W1 Buffer
e Wash Buffer
e Lysis Buffer

Spotiebni material:

e GD column

e 2 ml collection tube
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e 1,5 ml mikrozkumavky

e Spicky a rukavice

Pted zacatkem izolace byl vytemperovan termostat na 60°C. Pro 1 vzorek byly
piipraveny 2 X 1,5 ml mikrozkumavky, jedna zkumavka pro lyza¢ni reakci a druha

pro finalni eluci. Kazd4 zkumavka byla oznacena ¢islem vzorku.

Postup:

Nejprve bylo napipetovano 200 pl krve do oznacené 1,5 ml mikrozkumavky. Poté
bylo pfidano 30 ul Proteinazy K (10mg/ml) do 1,5 ml mikrozkumavky a 200 ul Lysis
Buffer. Nasledovala inkubace 10 minut pii pokojové teploté. Vzorek byl vortexovan 15
sekund a kratce centrifugovan (5 minut pfi 3 tisic ot/min) a smés byla inkubovana
pii 60°C po dobu 15 minut. Dale bylo pfidano 200 ul GB Buffer do 1,5 ml
mikrozkumavky a zkumavka byla dale zvortexovdna a kratce stocena.
Nésledovala inkubace pfi 60°C v termostatu ve vodni lazni na 15 minut. Pfi této
inkubaci se zkumavka kazdé tii minuty promichala ptevracenim v ruce. Do zkumavky
bylo ptidano 200 pl 96% ethanolu, nésledné byla zkumavka zvortexovéna a sto€ena.

Ptipraveny lyzat byl ptepipetovan na kolonku (GD column), kterd byla vloZena
do ¢isté sbérné zkumavky (2 ml Collection Tube). Tato kolonka se zkumavkou byla
zcentrifugovana pii 14-16 tisic otackach po dobu 5 minut. Poté byla kolonka pfendana
do nové sbérné zkumavky a pouzitd sbérna zkumavka s tekutinou byla vyhozena.
Na tuto kolonku bylo napipetovano 400 ul W1 Bufferu, opét probéhla centrifugace
pii 14-16 tisic otackach po dobu 30 sekund. Ze sbérné zkumavky byla vylita tekutina
a dale kolonka byla vracena zpét do stejné sbérné zkumavky. Na kolonku bylo ptidano
600 ul Wash Bufferu a prob¢hla centrifugace pii 14-16 tisic otdCkach po dobu 30
sekund. Tekutina byla naposledy vylita ze sbérné zkumavky, kolonka byla vracena
do sbérné zkumavky a zcentrifugovana pii 14-16 tisic otackach po dobu 3 minut tak,
aby byla kolonka sucha.

Sucha kolonka s navazanou DNA byla pfesunuta do pfipravené cist¢ 1,5 ml
mikrozkumavky oznacené Sitem S ¢islem vzorku. Na filtr kolonky bylo napipetovano 60
pl predehiatého Elution Buffer, dale nésledovala inkubace 3 minuty pii pokojové

teploté. Kolonka byla zcentrifugovana pii 14-16 tisic otacek po dobu 30 sekund.
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Vytézek byl 50 ul vyizolované DNA. DNA byla dana do mraziciho boxu (-20°C)

pro pozd¢jsi vyuziti.

3.4.2 Méieni koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla naméfena pomoci pfistroje Qubit® 2.0 Fluorometer.
Nameétené hodnoty byly uvadény v jednotkach ng/ul. Konecné vysledky jsou uvadény
ve vysledcich v (tab. 12).

3.4.3 Piiprava a provedeni gelové elektroforézy

Reagencie:
e Crystal 10x TBE Buffer — prasek
e 10x TBE —roztok piipraveny z 10x TBE Buffer
e Pracovni roztok 1x TBE — 50 ml 10x TBE a 450 ml destilované vody
e Agardzovy prasek
e DNA Loading Buffer Blue

e Midori Green Advanced DNA Stain a 100bp DNA LADDER H3RTU
Z FastGene®Electrophoresis Reagent Kit (dodavané Elisabeth Pharmacon)

Postup:

Do kadinky z plastu o objemu 150 ml bylo navazeno piislusné mnozstvi agardzy,
0,5 g (2% roztok se piipravuje ze 2 tablet, 4% ze ¢tyt). Bylo pfidano 50/100 ml 1x TBE
pufru vzhledem k velikosti gelu. Roztok TBE pufru aagardzy byl zahtivany
V mikrovlnné troub€. Zahtivani prob&éhlo minimalné dvakrat po dobu alespont 3 minut,
tak aby vznikl prihledny gelovy roztok bez bublin. Do né&j bylo pfidano 12 pl barvicky
Midori Green Advanced DNA Stain, promichano. Dale byl gel ponechan,
aby zchladnul. Byla pfipravena elektroforetickd podlozka, do které byly vlozeny
hiebeny. Gelovy roztok byl nalit na elektroforetickou podlozku. Po 15 minutach byly
vyndany hiebeny ze ztuhlého gelu a gel byl vloZen do elektroforetické¢ vany s 1x TBE

pufrem. Béhem elektroforézy musel byt gel zcela ponoien.
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Do prvni nebo posledni jamky bylo napipetovano 5 pl markeru 100 bp DNA
Ladder H3RTU, pro kontrolu velikosti PCR produktt (obr. 10).

Elektroforéza probihala pti 100 — 135 V po dobu 15 minut. Pribéh bylo mozné
sledovat pomoci iluminatoru Mupid™LED Illuminator diky pouzité barvé v gelu.

Po ukonceni byl gel pfenesen na detekéni systém FastGene® GelPic LED Box.
Tento systém umoznuje vyfotit gel a pomoci datového nosic¢e mizeme fotografii prenést

do pocitace k vyhodnoceni.

DNA Mass Base Pairs
(ng/5ubh

a0 — 3,000
70 — 1,500
SO — 1,000
a0 — 9S00
40 — 800
30 — 700
30 — 600
S0 — S00
40 — 400
30 — 300
40 — 200
40 — 100

1.5 2% TAE agarose gel
Obrazek ¢. 10: Primer pro kontrolu velikosti PCR fragment( na agar6zovém gelu.

Pievzato ze zdroje: (DNA ladder (Molecular Weight Marker), 2017).

344 ARMS PCR

Pro polymorfismus ApoE byla pouzita metoda PCR ARMS. Metoda byla
provadéna pomoci kitu MyTaq Red DNA Polymerase dle doporuceni vyrobce
a nebo pomoci kitu 2x PCRBIO HS Taq Mix dle doporuceni vyrobce. Pro PCR reakci
byl pouzit dimethylsulfoxid (DMSO), ktery je pouzivan pro zvySeni vytéZku
amplifikacni reakce.

Reak¢éni smés pro MyTaq Red DNA Polymerase:

Pouzité reagencie:

H20

MyTaq Red Reaction Buffer

MyTaq polymerase
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DMSO
Primery F+R

Primery F - forward, R — reverse (tab.3)

Tabulka ¢islo 3: Sekvence primerd.

Cislo |Primery Sekvence primert (5'-3") 3%1(1;3;:5(1;[))
1 Cys158 ATGCCGATGACCTGCAGAATT 588
2 Arg158 ATGCCGATGACCTGCAGAATC 588
3 Cysl112 CGCGGACATGGAGGACGTTC 451
4 Argl12 CGCGGACATGGAGGACGTTT 451
5 COMMON GTTCAGTGATTGTCGCTGGGCA -

Prevzato ze zdroje: (Zende, 2013)
Primery byly pouzivany ze zdroje: (Zende, 2013)

Postup:

PCR reakce Dbyla pfipravena v dekontaminovaném laminarnim boxu,
aby se zabranilo ptipadné kontaminaci pouzitych chemikalii.

Do chladiciho stojanku byly piipraveny dvé PCR mikrozkumavky (0,2 ml) A a B
pro kazdy vzorek, dvé mikrozkumavky pro pozitivni i negativni kontrolu (0,2 ml) a dvé
(1,5 ml) mikrozkumavky pro spole¢né master mixy A a B. Mix A obsahoval primer Arg
158 + Argl12 a 0,8 ul Common primer. Mix B obsahoval primer Cys158 + Cys112
a0,8 ul Common primer. Do dvou zkumavek (1,5 ml) bylo napipetovano stejné
mnozstvi H2O, MyTaq Red Reaction Buffer, MyTaq pol., DMSO a dale pfislusné
primery (tab. 4)

Kazdy master mix byl rozpipetovan do jednotlivych popsanych PCR
mikrozkumavek, které byly pfipraveny pro kazdy vzorek po 48 ul. Do kazdého
reakéniho mixu byly pfidany 2 pl DNA vzorku, DNA byla pfidana i do pozitivni
kontroly. Negativni kontrola neobsahovala DNA.
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Tabulka €. 4: Reakéni PCR mix pro gen ApoE

Pro 1 reakci Pro 22+22 reakci
H20 33,8 ul 743,6 ul
MyTagRed
Reaction Buffer 10 pl 220 ul
MyTaq polymerase 0,5 ul 11wl
DMSO 2,5 ul 55 ul

0,8 (Arg 158/ Cys 158) ul + 0,4 | 17,6 (Arg 158/ Cys 158) ul + 8,8
(Arg 112/ Cys 112) ul + 0,8 (Arg 112/ Cys 112) ul + 17,6

Primery F+R Common primer Common primer
Celkem 48 ul 1056+1056 pl
DNA 2 ul

Po napipetovani reagencii byly mikrozkumavky zavieny, zvortexovany a stoceny.
Poté byly mikrozkumavky vlozeny do termocykleru, nasledné mohl byt spustén PCR
reak¢ni protokol (tab. 5).

Tabulka ¢&. 5: PCR reakéni protokol pro ApoE

PCR protokol Cas Teplota
pocatecni denaturace 4 min 95 °C
denaturace 45s 94 °C
annealing 35 cykla 45 66 °C
extenze 45s 72 °C
extenze 5 min 72 °C

Po ukonéeni amplifika¢ni reakce byla provedena kontrola PCR produktu na 4%
agardzovém gelu. Na gel byl napipetovan marker 100 bp DNA LADDER H3RTU. Dale
bylo napipetovano po 10 pul PCR produktu z kazdého vzorku. Vzorky byly nejprve
smichany s barvickou 0,5 pl Midory Green Advanced DNA Stain. Na gel byl
napipetovan vzdy vzorek vedle sebe A pak B (1A, 1B, 2A, 2B...). Poté byla spusténa
elektroforéza po dobu alespont 10 minut a napéti 135 V. Nasledné byl gen ptenesen
na detek¢ni systém a vyfocen. Vysledkem PCR byly produkty o velikostech uvedenych
v (tab. 6). Na zakladé referen¢nich hodnot bylo vyhodnoceno o jaky genotyp ApoE

genu se jedna viz. (tab. 6).
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Tabulka ¢. 6: Tabulka s referenénimi hodnotami pro analyzu genu ApoE

ApoE E3/E2 E4/E2 E4/E3 E4/E4 E3/E3 E2/E2
Mix A 451 bp 451 bp 451 bp 451 bp 451 bp -
Mix A - 588 bp 588 bp 588 bp - -
Mix B 451 bp 451 bp - - - 451 bp
Mix B 588 bp 588 bp 588 bp - 588 bp 588 bp

Pro nejednoznacnost vysledkd bylo zapotiebi zménit reakéni smés. Byl pouzit Kit
2x PCRBIO HS Taq Mix dle doporuceni vyrobce. Jedna se 0 polymerazovou techniku,
vyuzivajici hot — startovou polymerazu, kterd pomaha zlepsit rychlost a specifitu
samotné PCR reakce. 2x PCRBIO HS Tag Mix obsahuje PCRBIO HS DNA
Polymerase, 6 mM MgCl2, 2 mM dNTPs, enhancery a stabilizatory.

Postup:

PCR reakce byla pripravena v dekontaminovaném laminarnim boxu,
aby se zabranilo ptipadné kontaminaci pouzitych chemikalii.

Do chladiciho stojanku byly pfipraveny mikrozkumavky (0,2 ml) pro kazdy vzorek
a pro kontrolu, dale (1,5 ml) mikrozkumavka pro spole¢ny mix. Do zkumavky (1,5 ml)
byla napipetovana smés H20, HS master mix, primer (tab. 7).

Kazdy master mix byl rozpipetovan do jednotlivych popsanych PCR
mikrozkumavek, které byly pfipraveny pro kazdy vzorek po 22 pl. Do kazdého
reakéniho mixu byly ptidany 2 ul DNA vzorku.

Tabulka ¢&. 7: Reakéni 2x PCRBIO HS Tag Mix mix pro gen ApoE

Pocet zkumavek 1 6

HS master mix 12,5 ul 75 ul
H20 7,5 ul 45 ul
primer (20 pmol, R+F) 08+08+04 |[48+48+24
DNA 3ul 18 ul

Po napipetovani reagencii byly mikrozkumavky zavieny, zvortexovany a stoceny.
Poté byly mikrozkumavky vlozeny do termocykleru, nasledné mohl byt spustén stejny

PCR reakéni protokol.
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Po ukonceni amplifika¢ni reakce byla provedena kontrola PCR produktu na 4%
agar6zovém gelu. Na gel byl napipetovan marker 100 bp DNA LADDER H3RTU. Dale
bylo napipetovano po 10 pul PCR produktu z kazdého vzorku. Vzorky byly nejprve
smichany s barvickou 0,5 pl Midory Green Advanced DNA Stain. Poté byla spusténa
elektroforéza po dobu alesponn 10 minut a napéti 135 V. Nasledné byl gel pienesen

na detek¢ni systém a vyfocen.

DNA bylo nutné precipitovat, tzv. ji preCistit. Precipitace (=vysrazeni) DNA byla
pouzita z divodu potieby vycistit ji od pfipadnych piimési. Byla pouzita také za ucelem
zvySeni koncentrace DNA nebo zbaveni inhibitorti, které brani normalnimu pribéhu

PCR reakce. Znovu bylo nutné zmétit koncentraci DNA.

Precipitace
Reagencie:
e 50 ul DNA (izolovang)
e 5 ul 3M acetatu sodného
e 250 pul 100 % ethanolu

Postup:

Po zméteni objemu izolatu bylo do jednotlivych zkumavek ptidano 5 pl 3M acetatu
sodného (pH 5,2). Nasledn¢ bylo pfidano 2 az 2,5 objemu chlazeného 100% ethanolu
do kazdé zkumavky a probéhlo promichani zkumavek pfevracenim v ruce. Dale byly
zkumavky ulozeny do mraziciho boxu pfi -20° C na vice nez 20 minut. Centrifuga byla
nastavena pifi maximalnich otackach na 20 minut, zkumavky byly vlozeny
do centrifugy. Opatrné byl odstranén supernatant bez poruseni pelety. Dale bylo pfidano
1 ml 70% ethanolu, zkumavky byly opét vlozeny do centrifugy na 10 minut
pii maximalnich otackach. Opatrné byl odstranén supernatant, ten byl odpipetovan,
tak aby dole po stran¢ zustala peletka (s obsahem DNA). Peletka byla vysusena
na vzduchu a resuspendovana v destilované vod¢. Timto postupem doslo k precisténi

a zakoncentrovani DNA.
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Po precipitaci nasledovala PCR s MyTag Red DNA Polymerase kitem
dle doporuceni vyrobce. Pro PCR reakci byl pouzit dimethylsulfoxid (DMSO), ktery je
pouzivan pro zvyseni vytézku amplifikacni reakce.

Reagencie:

H20

MyTaqg Red Reaction Buffer

MyTaq polymerase

DMSO

Primery F+R

Primery F - forward, R - reverse

Postup:

PCR reakce byla pfipravena v dekontaminovaném laminarnim boxu,
aby se zabranilo ptipadné kontaminaci pouzitych chemikalii.

Do chladiciho stojanku byly pfipraveny dvé PCR mikrozkumavky (0,2 ml) A a B
pro kazdy vzorek, mikrozkumavky pro negativni a pozitivni kontroly (0,2 ml) a dvé
(1,5 ml) mikrozkumavky pro spole¢né¢ master mixy A a B. Mix A obsahoval primer Arg
158 + Argl12 a 0,8 ul Common primer, Mix B obsahoval primer Cys158 + Cys112
a0,8 ul Common primer. Do dvou zkumavek (1,5 ml) bylo napipetovano stejné
mnozstvi H20, MyTaq Red Reaction Buffer, MyTaq pol., DMSO a dale primery (tab.
8).

Kazdy master mix byl rozpipetovan do jednotlivych popsanych PCR
mikrozkumavek, které byly pfipraveny pro kazdy vzorek po 48 pl. Do kazdého
reakéniho mixu byly pfidany 2 pl DNA (pfecisténé DNA) vzorku, DNA byla pfidana
I do pozitivni kontroly.

Tabulka €. 8: Reakéni PCR mix pro gen ApoE

Pro 1 reakci Pro 7+7 reakci

H20 33,8 ul 236,6 ul
MyTagRed
Reaction Buffer 10 pl 70 pl
MyTaq polymerase 0,5 ul 3,5ul
DMSO 2,5 ul 17,5 ul

0,8 (Arg 158/ Cys 158) ul + 0,4 | 5,6 (Arg 158/ Cys 158) ul +2,8

ul (Arg 112/ Cys 112) + 0,8 ul | (Arg 112/ Cys 112) pl + 5,6 ul
Primery F+R Common primer Common primer
Celkem 48 ul 336 + 336 ul
DNA 2 ul
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Po napipetovani reagencii byly mikrozkumavky zavieny, zvortexovany a stoceny.
Poté byly mikrozkumavky vlozeny do termocykleru, ndsledné mohl byt spustén PCR
reak¢ni protokol.

Po ukonceni amplifikacni reakce byla provedena kontrola PCR produktu na 2%
agarozovém gelu. Po napipetovani vzorkl, byla spusténa elektroforéza na 10 minut.

Dale byl gel pfenesen na detekéni systém a vyfocen.

Dale po piecisténi byla pouzita reakéni smés (kit 2x PCRBIO HS Taq Mix dle
doporuceni vyrobce pro gen ApoE. Jedna se o polymerdazovou techniku, ktera pomaha
zlepsit rychlost a specifitu PCR. 2x PCRBIO HS Taq Mix obsahuje PCRBIO HS DNA
Polymerase, 6 mM MgCl2, 2 mM dNTPs, enhancery a stabilizatory.

Postup:

PCR reakce byla pfipravena v dekontaminovaném laminarnim boxu,
aby se zabranilo ptipadné kontaminaci pouzitych chemikalii.

Do chladiciho stojanku byly pfipraveny dvé PCR mikrozkumavky (0,2 ml) A a B
pro kazdy vzorek, mikrozkumavky pro negativni a pozitivni kontroly (0,2 ml) a dvé (1,5
ml) mikrozkumavky pro spoleéné master mixy A a B. Mix A obsahoval primer Arg 158
+ Argl12, Common primer. Mix B obsahoval primer Cys158 + Cys112, Common
primer. Do dvou zkumavek (1,5 ml) bylo napipetovano stejné mnozstvi H20, 2x PCR
Bio HS Tag Mix, DMSO a dale primery (Arg 158, Arg 112, Comm.) (tab. 9).

Kazdy master mix byl rozpipetovan do jednotlivych popsanych PCR
mikrozkumavek, které byly pfipraveny pro kazdy vzorek po 23 pl. Do kazdého
reakéniho mixu byly pfidany 2 pl DNA (pfecisténé DNA) vzorku, DNA byla pfidana

I do pozitivni kontroly.

Tabulka ¢&. 9: Reakéni 2x PCRBIO HS Tag Mix mix pro gen ApoE

Pro 1 reakci Pro 20+20 reakci
H>O 8,5 ul 170 ul
2Xx PCR Bio HS
Tag Mix 12,5 ul 250 ul
DMSO 1,25 ul 25 ul
Arg 158 0,8 ul 16 ul
Arg 112 0,4 ul 8 ul
Comm. 0,8 ul 16 ul
DNA 2 ul
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Po napipetovani reagencii byly mikrozkumavky zavieny, zvortexovany a stoceny.
Poté byly mikrozkumavky vlozeny do termocykleru, nasledné¢ mohl byt spustén stejny
PCR reak¢ni protokol.

Po ukonceni amplifikacni reakce byla provedena kontrola PCR produktu na 2%
agardézovém gelu. Na gel byl napipetovan 4 ul marker 50 bp fastgene DNA marker.

Dale bylo napipetovano po 10 ul PCR produktu z kazdého vzorku. Vzorky byly
nejprve smichany s barvickou 1 pl Midory Green Advanced DNA Stain. Poté byla
spusténa elektroforéza po dobu alespont 10 minut a napéti 135 V. Nasledné byl gel

prenesen na detek¢ni systém a vyfocen.

345 RFLPPCR

Pro polymorfismus MTHFR 677 byla pouzita metoda PCR RFLP. Metoda byla
provadéna pomoci kitu MyTaq Red DNA Polymerase dle doporuceni vyrobce. Pro PCR
reakci byl pouzit dimethylsulfoxid (DMSO), ktery je pouzivan pro zvySeni vytézku
amplifikacni reakce.

Reagencie:

MyTaq Red Reaction Buffer

MyTaqg polymerase

H20

DMSO

Primery F+R

Sekvence primeru:
MTHEFR 677F 5'- TGAAGG AGAAGG TGT CTG GGG GA - 3’
MTHFR 677R 5’- AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG - 37

Postup:

PCR reakce byla provadéna v dekontaminovaném laminarnim boxu z divodu
zabranéni kontaminace pouzitych chemikalii.

Do chladiciho stojanku bylo pfipraveno mnozstvi PCR mikrozkumavek (0,2 ml)
odpovidajici poctu vzorkli, jedna PCR mikrozkumavka pro pozitivni kontrolu
a pro negativni kontrolu, jedna 1,5 ml mikrozkumavka pro ptipravu spolecné¢ho master

mixu. Zkumavky byly fadné popsany. Do 1,5 ml mikrozkumavky byly napipetovany
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jednotlivé reagencie spolecné pro vSechny reakce. Po 48 ul byl spole¢ny master mix

rozpipetovan do jednotlivych PCR mikrozkumavek a do kazdé byly ptidany 2 ul DNA

(piecisténé DNA) izolatu testovanych vzorki a DNA pozitivni kontroly (tab. 10).

Tabulka €. 10: Reakéni PCR mix pro gen MTHFR 677

Pro 1 reakci Pro 20+20 reakci
H20 33,3 ul 666 ul
MyTagRed
Reaction Buffer 10 pl 200 ul
MyTaq polymerase 0,2 ul 4 ul
DMSO 2,5 ul 50 ul
Primery F+R 1pl+1pl 20 pl + 20 pl
Celkem 48 ul 960 ul
DNA 2 ul

Po napipetovani byly mikrozkumavky zavieny, zvortexovany a kratce stoCeny.

Poté byly vlozeny do termocykleru a byl spustén pfislusny PCR program (tab. 11).

Tabulka €. 11: PCR reak¢ni protokol pro MTHFR 677

PCR protokol Cas Teplota
pocatecni denaturace 5 min 95 °C
denaturace 60 s 95 °C
annealing 35 cykla 60 s 60 °C
extenze 60 s 72 °C
extenze 5 min 72 °C

Po ukonc¢eni amplifika¢ni reakce byla provedena kontrola PCR produkt na 2 %
agardzovém gelu. Byla pouzita barvicka Midory Green Advanced DNA stain a marker
100 bp DNA H3RTU Ladder. Na gel bylo napipetovano 10 ul z kazdého vzorku,
kontroly a marker (5 pl) byl také ptidan. Poté byla spusténa elektroforéza, ktera trvala
10 minut, byla spusténa pii napéti 135 V. Nasledné& byl gel pfenesen na detek¢ni systém
a vyfocen. U vzorki doslo K spravnému naamplifikovani DNA. Vysledkem byl PCR
produkt o velikosti 198 bp.

Restriké¢ni Stépeni:
Reagencie:
e 0,5 pl restrikéni enzym Hinf 1

e 45 ul pufr k restrikénimu stépeni
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Poti‘eby: 19 zkumavek

Oblasti restrik¢niho Stépeni:
Hinf |
55...GJANTC...3
3...CTNATG...5

Pro restrikéni Stépeni byly piipraveny PCR mikrozkumavky, do kterych bylo
rozpipetovano 5 pl smési pufru + Hinf 1 enzymu. Dale smés byla inkubovana 1 hodinu
Vv termostatu pii 37°C tak, aby se PCR produkty dostate¢né rozstépily.

Na 2% agar6zovy gel byly napipetovany vzorky s ptislusnou barvickou a marker,
referencni hodnoty PCR produktt po restrikénim $tépenim:

e Variantni genotyp MTHFR 677TT o velikosti: 175 + 23 bp
e Variantni genotyp MTHFR 677CC (wild type) o velikosti: 198 bp
e MTHFR 677CT Heterozygot o velikosti: 198 + 175 + 23 bp

4  Vysledky
Vysledné koncentrace DNA byly naméfené pomoci fluorometru Qubit ® 2.0,
pii druhém méfeni koncentrace doslo ke ztraté 2 vzorktit DNA (tab. 12).

Tabulka €. 12: Vysledné koncentrace DNA periferni krve

Vzorek | Koncentrace DNA [ng/ul] Koncentrace piecisténé DNA [ng/ul]
1 53 91,4
2 2,91 3,64
3 54 112
4 0,838 0
5 13 14,9
6 36,7 74
7 14,8 0
8 1,74 17,7
9 8,13 6,89
10 55 58,6
11 21,5 40,1
12 23 13,8
13 8,13 7,97
14 24,2 42,5
15 19,5 31,3
16 23,2 46,1
17 38,1 36,2
18 12,1 13,9
19 8,59 6,17
20 11 4,76
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4.1 Metoda PCR ARMS

Touto metodou jsem vySetiovala polymorfismus ApoE. Byla pouzita ptecisténa

DNA pro jednoznac¢nost vysledka (obr. 10, obr. 11).

T i i T G e G G G G e o

marker

marker 9, ¢ 10B

Obrazek ¢. 10: Kontrola vysledkti PCR na 2% agardzovém gelu, metoda PCR
ARMS, polymorfismus ApoE genu, 50 bp fastgene DNA marker, ¢isla vzorkd.

e — — o g—— N g

17A 17B

marker

G e S Sa—
marker PKA PKB NKA NKB

Obrazek ¢. 11: Kontrola vysledki PCR na 2% agarézovém gelu, metoda PCR
ARMS, polymorfismus ApoE genu, 50 bp fastgene DNA marker, ¢isla vzorkd,

pozitivni a negativni kontrola.

Referen¢ni hodnoty ApoE (PCR ARMS) jsou uvedeny nize (tab. 13).

Tabulka ¢. 13: Tabulka s referen¢nimi hodnotami pro analyzu genu ApoE

ApoE E3/E2 | E4/E2 | EA4/E3 | EA4/E4 | E3/E3 | E2E2
Mix A 451bp | 451bp | 451bp | 451bp | 451bp -
Mix A - 588bp | 588bp | 588 bp - -
Mix B 451bp | 451 bp - - - 451 bp
Mix B 588bp | 588bp | 588 bp - 588bp | 588 bp
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Vysledky analyzy genotypu ApoE (metodou PCR ARMS) jsou uvedeny v (tab.
14).
Tabulka €. 14: Vysledky genotypizace pro ApoE

Genotyp Genotyp
Vzorek ApoE Vzorek ApoE

1A/1B E3/E3 13A/13B E3/E3
2A/2B E3/E3 14A/14B E3/E3
3A/3B E3/E2 15A/15B E3/E3
5A/5B E3/E3 16A/16B E3/E3
6A/6B E3/E3 17A/17B E3/E3
8A/8B E2/E2 18A/18B E3/E3
9A/9B E3/E3 19A/19B E3/E3
10A/10B E3/E2 20A/20B E3/E3
11A/11B E3/E2 PAK/PKB E4/E2
12A/12B E3/E2 NKA/NKB -

Témét uvSech testovanych pacienti s identifikovanym onemocnénim byla
detekovana alela €3 genu, Vhomozygotni formé¢ ApoE3/E3 nebo v heterozygotni
ApoE3/E2. U jednoho z pacientti byla nalezena izoforma ApoE2 v homozygotnim
stavu, ApoE2/E2.

4.2 Metoda PCR RFLP

Touto metodou jsem vySetfovala polymorfismus MTHFR677. Byla pouzita opét

precisténa DNA pro jednoznacénost vysledka (obr. 12).

marker 198bp 8 2 5
Obrazek ¢. 12: Ukazka vysledkd polymorfismu MTHFR677, marker 100 bp
DNA H3RTU Ladder, ¢isla vzorka 8; 2 a 5, 8 heterozygot MTHFR 677CT, 2
MTHFR 677CC wild type, 5 MTHFR 677TT.
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Referen¢ni hodnoty PCR produktii po restrikénim Stépenim:
Velikost PCR produktu 198 bp.
e Variantni genotyp MTHFR 677TT o velikosti: 175 + 23 bp
e Variantni genotyp MTHFR 677CC (wild type) o velikosti: 198 bp
e MTHFR 677CT Heterozygot o velikosti: 198 + 175 + 23 bp
Vysledky analyzy genotypu MTHFR677 (metodou PCR RFLP) jsou uvedeny
v (tab. 15).
Tabulka ¢. 15: Vysledky genotypizace pro MTHFR677

Cislo vzorku Vysledny genotyp
1 heterozygot
2 nemutovany homozygot (wild type)
3 nemutovany homozygot (wild type)
5 mutovany homozygot
6 nemutovany homozygot (wild type)
8 heterozygot
9 nemutovany homozygot (wild type)
10 heterozygot
11 nemutovany homozygot (wild type)
12 nemutovany homozygot (wild type)
13 nemutovany homozygot (wild type)
16 nemutovany homozygot (wild type)
17 nemutovany homozygot (wild type)
18 mutovany homozygot
PK nemutovany homozygot (wild type)
NK -

Vyslednym genotypem u vétSiny pacientli byl variantni genotyp MTHFR 677CC.
Pouze u dvou pacientl bylo nalezeno, Ze se jednd o variantni genotypy MTHFR 677TT.
Dale byli nalezeni 3 heterozygoti, MTHFR 677CT.
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5 Diskuze

Vice nez 10 let aktivniho hledani ,,major” genu pro osteoporézu se ukazalo,
ze takovy gen vilbec neexistuje, kostni hmota a jeji kvalita je ovliviiovana vzajemnou
interakci mezi mnoha ,slabymi“ geny a vn&j§imi vlivy (Zofkova, 2011). Mezi
tzv. ,,slabé* geny se fadi i geny ApoE a MTHFR, kterym je vénovéna tato bakalafska
prace, zejména prakticka Cast, zabyvajici se metodami K jejich urCeni pro toto
onemocnéni. Gen MTHFR je vztahovan ke kostnimu fenotypu, gen ApoE souvisi
S kostni denzitou.

Pro vysetteni ApoE genu byly pouzity kity MyTaq Red DNA Polymerase a 2x
PCRBIO HS Taqg Mix, tento gen byl vysetfen metodou ARMS PCR. Jelikoz metody
zpocatku nevychazely, bylo nutné DNA piecistit. PCR ARMS metoda je casové
I finanén¢ mén¢ narocna, probiha pouze dvé paralelni PCR reakce pro kazdy vzorek
a jedna kontrola PCR produktl na agar6zovém gelu, gen ApoE byl vicekrat vySetfovan
touto metodou. Celkem bylo testovano 18 jedinct, doslo ke ztraté 2 vzorkt s DNA,
vSichni pacienti méli identifikované onemocnéni osteoporozu. Gen ApoE se vyskytuje
ve trech alelach €2, €3 a €4. VSechny tyto alely maji vliv na osteopordzu, avsak mnoho
studii uvadi, Ze alela €4 v genu pro apolipoprotein E vykazuje vyssi riziko pro vznik
osteopordzy a Vv priméru nizsi hodnoty mineralni kostni denzity v porovnani s ostatnimi
alelami. Alela €3 je nejbéznéjsi v populaci, coz potvrzuji i mé vysledky genotypizace
pro ApoE. Témér u vSech testovanych pacientli S identifikovanym onemocnénim byla
detekovana alela €3 genu, at’ uZ v homozygotni formé ApoE3/E3 nebo v heterozygotni
ApoE3/E2. U jednoho zpacientd byla nalezena pouze izoforma ApoE2
vV homozygotnim stavu, tedy ApoE2/E2. Alela E4 nebyla u pacientli detekovana.

Pro vysetteni MTHFR677 genu byl pouzit kit MyTag Red DNA Polymerase, tento
gen byl vysetfen metodou RFLP PCR. Jedna se o piesnéjsi a specifi¢téjsi metodu nez je
metoda ARMS PCR, avsak RFLP PCR je metodou zdlouhavéjsi z divodu kombinace
metody PCR a nasledného restrikéniho Stepeni. Vyslednym genotypem u vétSiny
pacientl byl variantni genotyp MTHFR 677CC. Pouze u dvou pacientli bylo nalezeno,
Ze se jedna o variantni genotypy MTHFR 677TT. Dale byli nalezeni 3 heterozygoti,
MTHFR 677CT.
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Na zaklad¢ vysledku bakalaiské prace bylo zjisténo, ze frekvence sledovanych
polymorfismit se nijak zasadné nelisi ve sledovaném souboru ve srovnani s daty
uvadénymi pro normalni populaci. Vzhledem k malému pocétu pacientu, ale nelze
vyvozovat zadné zavéry a porovnavat je se statistickymi hodnotami uvadénymi
Vv literatufe.

V soucasnosti je znamo, ze vSechny geny souvisejici s timto onemocnénim mohou
piedstavovat vyznamny rizikovy faktor, ovSem ne absolutni pro vznik tohoto
onemocnéni. Jednd se o multifaktoridlni onemocnéni, které je ovliviiovano i vn&jsimi
vlivy. Riziko osteoporézy je také zvySovano faktory zivotniho stylu (naruSeni vyzivy,
nadmérné soleni, alkohol, koufeni, nedostatek fyzické aktivity).

Osteopordzu nelze vylécit, ale je mozné ji zpomalit. Pacient mlze predejit tomuto
onemocnéni tedy 1 tim, Ze zméni svlij Zivotni styl a vyvaruje se napf. rizikovym sportiim
nebo zvedanim tézkych bfemen, zatadi do svého jidelni¢ku stravu bohatou na vitamin D
a vapnik (Rehakové, 2017). V Ceské republice je ndkolik osteologickych ambulanci,
denzitometrii, které se vénuji BMD, kvalitou kosti i osteopordzou. Osteocentrum v Brné
je specializované zatizeni, které je schopno jako jedno z méla 1écCit osteopordzu a dalsi
poruchy kostniho metabolismu komplexné, nejen ze se zabyvaji diagnostikou,
jako vétsina ostatnich osteologickych ambulanci, ale fte$i toto onemocnéni
| farmakoterapii, rehabilitaci, cvicenim a fizenou uUpravou zivotospravy, po vzoru
svétovych osteologickych center (Rehakova, 2017). Dale Revmatologicky tistav v Praze
se zabyva nejen lécbou, ale 1 genetickym vyzkumem tohoto onemocnéni.

Dle mého nazoru je tomuto onemocnéni potfeba vénovat vice pozornosti,
avSak problémem zlstava, Ze neni snadné véas zachytit prubéh tohoto onemocnéni,
protoze se ze zacatku nikterak neprojevuje a neboli. Mnoho pacientt piijde
do ambulance az po delsi dobé v pribéhu této nemoci, kdy pak dale dochazi casto
ke zlomeninam az pomalému ochrnuti 0sob. Pro stanoveni diagnézy je nezbytné
klinické vySetfeni a osteodenzitometrie, avSak osteodenzitometrie nic nevypovida
ubytek kostni hmoty, jsou k dispozici ucinné léky, které zpomaluji nebo dokonce
zastavuji fidnuti kosti, tim sesnizi 1 riziko zlomenin. Pro pacienty s tézkou
osteoporozou je k dispozici dostupny 1€k, ktery vytvaii novou kostni hmotu. Jedna se
0 nového pomocnika Vv 1écbé osteopordzy tzv. ,biologické 1€k, ktery se podéava

Vv podkozni injekci jednou za piil roku (Osteopordza se nevyhyba ani muzim, 2016).
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V soucasné dobé je lékarska véda na vysoké urovni a neustdle se vyviji.
Do budoucna mohou byt vyvinuty nové léky, které by pii v€asné diagnoze mohly
zabranit tomuto onemocnéni, a nebo alespont zmirnit disledky tohoto onemocnéni.
Dle mého nazoru by méla byt vénovana vétsi pozornost genetickému vySetieni.
Ne vSechny geny a jejich polymorfismy byly v souvislosti stimto onemocnénim
objeveny, protoze osteopordéza muze vzniknout i v souvislosti s jinym onemocnénim.
Velice dulezitou roli hraje také vCasna diagnoza lékare. Lékai by mél doporucit
pacientovi, jakymi metodami tuto nemoc lécit. V budoucnu by bylo dobré, kdyby I¢kar
m¢él moznost prodiskutovat s pacientem anamnézu rodiny, tedy genetické predpoklady
pro vznik osteopordzy, zarecagovat v€as a tim zabranit rozvoji nebo zpomalit prib¢h

tohoto onemocnéni.

6 Zavér

Cilem mé bakalaiské prace bylo shrnuti informaci o Osteopordze a sepsani resSerse
na toto odborné téma.

V teoretické Casti jsem se zabyvala definicemi a charakteristikou osteoporozy,
rozdélenim tohoto onemocnéni, etiologii, diagnostikou, lé€bou a genetickymi
predispozicemi zejména geny ApoE a MTHFR677.

V experimentalni ¢asti bylo mym tUkolem praktické zvladnuti molekularné
biologickych metod v genetické laboratoti jako izolace DNA z periferni krve, ptiprava
PCR reakce, metody PCR ARMS a RFLP PCR, elektroforeticka separace a detekce
PCR produkti na agar6zovém gelu a restrikéni Sté€peni. Vysledky jednotlivych metod
jsem zhodnotila, porovnala.

Snazila jsem se zjistit frekvenci jednotlivych polymorfismi v genech pro ApoE

a MTHFRG677 pacient s osteopordzou.
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Seznam zkratek

dsDNA double — stranded DNA, dvouvlaknova DNA
MTHFR methylentetrahydrofolatreduktase,
methylentetrahydrofolateduktaza

ApoE Apolipoprotein E

PBM peak bone mass

BMD bone mineral denzity

SD standart deviation, standartni odchylka
WHO World Health Organization

DXA (DEXA) Dual Energy X-ray Absorptiometry
DXR digitalni rentgenova radiogrammmetrie
SNP Single Nucleotide Polymorphism
HLA human leukocyte antigens

ESRla estrogen receptor gen o

VDR vitamin D receptor

CTR receptor calcitonin

TGFp1 transforming grow factor 1

IGF-1 insulin grow factor 1

CYP 17 cytochrom 17

LRP 5 LDL receptor protein

Wnt gen Wingless

ESR estrogen receptor

COL1A1 Spl polymorfismus v genu pro kolagen typu 1, colagen 1

Glin glutamin
Arg arginin
IL interleukin
OPG osteoprotegerin
ALDH7Al1  Aldehyddehydrogenase 7
PLCL1 phospholipase C-like protein, fosfolipaza C1
C cytosin
T thymin
LH 1 gen lyzyl hydroxylase 1
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VLDL
HDL

PCR

PCR RFLP

PCR ARMS

very low - density lipoprotein, velmi nizkodenzitni lipoprotein
high density lipoprotein, vysokodenzitni lipoprotein
polymerase chain reaction

polymerase chain reaction — restriction fragmen lenght
polymorphism

amplification refraktory mutacion detection systém
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