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Abstrakt

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO) jsou v soucasnosti velice aktualnim tématem a jsou
nejcastéjSim divodem umrti ve vyspélych zemich. Mezi hlavni pficiny vzniku KVO patii
zejména ateroskler6za a trombodza, které mohou byt geneticky podminéné. Znalost
genetickych predispozic mize pacientovi pomoci minimalizovat rizika KVO. Dulezita je
ovSem 1 dalsi prevence jako zdravy zivotni styl a omezeni ¢i uplné vylouceni rizikovych

faktort jako napft. koufeni.

Cilem bakalarské prace bylo praktické zvladnuti techniky reverzni hybridizace na stripech pro
detekci mutaci a polymorfismt, které maji souvislost s kardiovaskularnim onemocnénim a

vypracovani odborné reserSe na dané téma.

V teoretické Casti bakalarské prace popisuji mutace a polymorfismy uzce souvisejici
s kardiovaskularnim onemocnénim, které 1ze detekovat pomoci kitu CVD Strip Assay v rdmci
jednoho experimentu. Dale se vénuji popisu alternativnich analytickych metod detekujicich

zminéné vybrané mutace a polymorfismy.

V praktické casti bakalaiské prace zpracovavam vlastni vysledky ziskané v genetické
laboratoti GENLABS s.r.o. Jedna se o FV Leiden, FV R2 haplotyp, protrombin, FXIII, B-
fibrinogen, PAI-1, HPA-1, MTHFR 677, MTHFR 1298, ACE, Apo B, Apo E. Mutace a
polymorfismy jsem detekovala metodou reverzni hybridizace na stripech. K vySetfeni jsem

pouzila vzorky pacientll genetické laboratore GENLABS s.r.0. Ceské Bud&jovice.
Klicova slova

kardiovaskularni onemocnéni; mutace; polymorfismus; reverzni hybridizace na stripech



Abstract

Cardiovascular diseases (CVD) belong to the most current issues nowadays and they are the
most frequent death reasons in the developed countries. Atherosclerosis and thrombosis,
which might be genetically determined rank among the main causes of the inception.
Knowledge of genetic predispositions might be helpful for patients to minimize the risk of
CVD. Other prevention such as healthy lifestyle and restriction or better to say complete
elimination of high risk factors, e.g. smoking is very important though.

The goal of this bachelor work is practical mastery of reverse hybridization on strips to detect
the mutations and polymorphisms, which are related to cardiovascular diseases and prepare

the research into this issue.

In the theoretical part, | apply with a description of mutations and polymorphisms closely
related to cardiovascular diseases, which might be identified with the help of kit CVD Strip
Assay within one experiment. Afterwards | pay attention to the description of alternative
analytic methods recognizing above mentioned selective mutations and polymorphisms.

| deal with my own results obtained in the genetic laboratory GENLABS Itd. These are the
FV Leiden, FV R2 haplotype, prothrombin, FXIII, B-fibrinogen, PAI-1, HPA-1, MTHFR 677,
MTHFR 1298, ACE, Apo B, Apo E. | used the method of reverse hybridization on strips to
identify the mutations and polymorphs. The patients® samples from the GENLABS laboratory
were used to this research.

Key words

cardiovascular diseases; mutation; polymorphisms; reverse hybridization
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1 Uvod

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO) patii mezi nejéast&jsi pii¢iny umrti v Ceské republice. I
pfes vyznamny pokles imrtnosti na KVO v poslednich letech, ktery je zplsoben ucinnou
farmakologickou 1é¢bou, nelze podcenovat rizika, kterda KVO piinaseji. Pokusy sméftujici ke
genetické identifikaci rizikovych faktort KVO se staly nezbytnymi a stejné diillezitymi jako
prevence KVO a minimalizovani rizik Cetnych komplikaci KVO. Tromboéza, ischemicka
choroba srde¢ni atd. jsou spojovany s mutacemi genti pro FV, protrombin, MTHFR a dalSich

gentl.
2 Kardiovaskularni onemocnéni

Kardiovaskularni onemocnéni zahrnuji vSechna ziskand a vrozend onemocnéni srdce a cév
jako napt. ateroskler6zu, ischemickou chorobu srdec¢ni, onemocnéni srdec¢nich chlopni,
kardiomyopatie, poruchy srde¢niho rytmu apod. Kardiovaskuldrni onemocnéni dosahla
epidemickych rozméra po celém svéte a jsou kritickym problémem mnoha stétil, protoze jsou

nejcastéjsi pri¢inou umrti ve vyspélych zemich. (Parker, 2007; Mandovec, 2008)

2.1 Ateroskleroza

Nazev ateroskler6za vychazi z feckého oznaceni pro kasi — athera a latinského slova skleros —
tvrdy. Aterosklerotické zmény byly pozorovany jiz na starovékych egyptskych mumiich z 15.
stoleti pfed nasim letopoctem. Jednim z prvnich, kdo se o aterosklerotické zmény zajimal a
studoval je, byl renesan¢ni umélec Leonardo da Vinci. (Brdicka et al., 2015) Ateroskleroza se
nejcasteéji definuje (podle Svétové zdravotnické organizace, 1958) cisté popisné, jako ménlivé
kombinované patologické zmeny v intimé a medii tepen, piisobené mistnim nahromadenim

lipidit, sacharidii, krevnich bunék, fibroznich tkani a vapniku. (Kolat, 2009, s. 107)

Ateroskleroticky proces neboli aterogeneze se ¢asto vyviji od mladi a po mnoho let mize byt
asymptomaticky. Prvni morfologické zmény zacinaji ve vazivové vrstvé intimy a oznaujeme
je jako lipoidni prouzky, které maji bélave Zlutavou barvu. Postihuji obzvlasté aortu.
Srostoucim vékem se Cast prouzkl preménuje na fibrozni platy, nékteré mohou zcela
vymizet. Fibrozni platy jsou 2. stupném aterogeneze a vice €1 méné zuZuji prisvit tepny.
Vazivova tkan, kterd je prosycena cholesterolem, buikami hladkého svalstva, lipoproteiny,
makrofagy, odumird a méni se v kaSovitou hmotu (aterom) s ateromovymi platy. Aterom se
vyskytuje jako vyvySené loZisko v platech, ma velmi mékkou konzistenci a ve ztlustélé intimé

jsou rtizné¢ velké dutiny obsahujici zlutavou ka$i. Tento jev je pro aterosklerdézu typicky.
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Kalcifikace ateromu a hyalinniho vaziva je poslednim vyraznym stupném aterogeneze, kdy se
ve sténach tepny objevuji tvrdé desticky z vapenatych soli. Komplikace aterosklerézy, pii
nichz se objevuji ischemické zmény, jsou zplsobeny zuZenim nebo uzdvérem tepny

ateromovym platem, trombem nebo embolem. (Stiitesky, 2001; Kolat, 2009)

2.1.1 Rizikové faktory pro vznik aterosklerozy.
Ptestoze piesna morfologie vzniku aterosklerozy neni doposud objasnéna, existuji urcité

faktory, které jeji vznik a rozvoj urychluji. Mezi hlavni rizikové faktory fadime:

Hyperlipoproteinémie

Vysoky krevni tlak

Koufeni

Rodinna anamnéza — genetické predispozice

Onemocnéni Diabetes mellitus

oo o ~ w npoE

Obezita (Kolaft, 2009)

2.2 Tromboza

Trombus neboli krevni srazenina se nejCastéji objevuje v mistech s poruchou hladkého
krevniho pritoku a mize castetné nebo Upln¢ uzaviit tepnu nebo zilu. Tim dochazi
K turbulentnimu proudéni krve nebo ke zpomaleni toku krve. Tkané zasobované ziuZzenou nebo

uzavienou cévou trpi nedostateénym piijmem Zzivin a kysliku. (Parker, 2007)

Trombus se disledkem zvySené krevni srdzlivosti nebo poskozeni zilni stény tvoii nejcastéji
V hlubokém Zilnim systému dolnich koncetin, ve kterych tok krve proudi pomaleji. Mezi
rizikové faktory hluboké Zilni trombozy patii: dédi€né poruchy krevni srazlivosti (hlavné
genetické mutace srdzecich faktord napt. FV, FII), vyssi vek, obezita, nedostatek pohybu,

kutactvi, uzivani hormonalni antikoncepce atd. (Parker, 2007; Musil, 2009)

2.3 Ischemickd choroba srdeéni (ICHS)

vrwe

typy ischemické choroby srdecni se odliSuji klinickym obrazem, etiologii, prognoézou a
1é¢bou. Rozeznavame formu akutni (nestabilni) nebo chronickou (stabilizovanou). (Stfitesky,

2001; Kolaf, 2009)

10



2.4 Akutni formy ischemické srdecni choroby

2.4.1 Nestabilni angina pectoris (NAP)
NAP vystihuje ischemicka bolest, nespecificky obraz EKG a hodnoty kardiomarkera, které
jsou v referenénich mezich. Jedna se o zavazny stav, jelikoZ po celou dobu zachvatu je vysoké

riziko vzniku infarktu myokardu nebo nahlé smrti. (Kolat, 2009)

2.4.2  Akutni infarkt myokardu (IM)
Jedna se o akutni loziskovou ischemickou nekrézu myokardu z divodu nedostatecného
pfisunu krve véncitou tepnou do pfislusné oblasti. Z 95 % vznika uzavérem véncité tepny

trombem, ktery naseda na plat. Je tedy komplikaci pokrocilé aterosklerozy. (Kolat, 2009)

2.5 Familiarni hypercholesterolémie (FH)

FH je autosomalné dominantné¢ dédi¢né onemocnéni, které je povazovano piedevs§im za
onemocnéni receptord. Je charakterizovana poruchou funkce genu LDL receptoru (lipoprotein
o nizké hustoté), ktery se nachazi na kratkém raménku 19. chromozomu. Nebo také defektem
nasledné¢ zaménou aminokyseliny v molekule apolipoproteinu B-100. Rozlisujeme 2 formy
FH: homozygotni a heterozygotni, kterd je podstatné Castcjs$i. Z divodu vrozené zvySené
koncentrace LDL cholesterolu je FH nejvyznamnéj$im klinickym projevem, ktery vede

k rozvoji kardiovaskularnich onemocnéni. (Ceﬁka, 1994; Ceska, 2015)
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3 Mutace

Mutaci oznacujeme proces, ktery zpiisobuje trvalé zmény v DNA, avSak mezi mutace se
nezahrnuji zmény vyvolané rekombinaci. Mutace mohou mit negativni vliv na organismus a
ziskat nové nebo vylepSené funkce. (SrSen et al., 2005) Muta¢ni zmény mohou byt velké,
zpisobené ztratou, duplikaci nebo strukturni ptfestavbou chromozomu. Dalsi, napt. bodové
mutace, predstavuji zmény genomu na urovni pard bazi. Bodové mutace mohou byt
zpusobeny zaménou jednoho nukleotidu za jiny ¢i inzerci nebo deleci jednoho nukleotidu ve
specifickém misté genu. Mutace se vyskytuji jak v kodujici, tak v nekddujici casti DNA a jsou

hlavnim zdrojem veskeré genetické variability. (Sr$en et al. 2005; Snustad et al., 2009)

3.1 Tiidéni mutaci 7 kauzdlniho hlediska

Z kauzalniho hlediska se mutace rozdéluji na:

1. spontanni mutace — vznikaji bez zjevné vnéjsi pticiny
2. indukované mutace — Vznikaji po pusobeni fyzikalnich, chemickych nebo

biologickych latek s mutagennim G¢inkem. (Srsen et al. 2005; Snustad et al., 2009)
Podle druhu bunék, které mutace postihuje, délime:

1. mutace gametické — vyskytuji se pouze u bunck zarodecné linie, a proto se prenaseji
na vSechny bunky postizeného potomka

2. mutace somatické — vznikaji Se Vsomatickych buiikdch na rGzné urovni
postzygotického vyvoje jedince a vysledny mutantni genotyp popi. fenotyp je
ptitomny pouze v bunééném klonu pochazejicim z mutované buriky (Srsen et al. 2005;

Snustad et al., 2009)

3.2 T¥idéni mutaci 7 molekularniho hlediska

Genové mutace délime:

1. delece — jednoho nebo nékolika nukleotidi, nejéastéji se vyskytuje v nekodujici asti
DNA

2. inzerce — mize byt zplsobena vsunutim jedné baze do tripletu nebo duplikaci a
nestabilnim opakovanim trinukleotidii

3. substituce jedné baze — patii mezi nejcastéj$i a rozliSuji se na zakladé toho, jak

ovliviiuji Cteci rdmec:

12



a) mutace ménici smysl (missence mutations) — nahrada jedné baze za jinou, coz zpusobi
zdménu jedné aminokyseliny v genovém produktu

b) mutace neménici smysl (silent mutations) — zaménou jedné baze za jinou neni
zpusobena zaména aminokyseliny v genovém produktu

C) nesmyslné mutace (nonsence mutations) — zaménou jedné baze mohou vznikat
stop-kodony nebo naopak stop-kodon nevznika a je nahrazen aminokyselinou (Srsen
et al. 2005; Snustad et al., 2009)

Pokud je frekvence vyskytu mutace vyssi nez 1 %, pouzivd se castéji oznaleni
polymorfismus. Pokud je procentudlni vyskyt nahodny, tedy nizsi nez 1 %, zlstava oznaceni
mutace. Lze se vSak setkat se zazitymi nazvy jako napt. Leidenska mutace, které tomuto

pravidlu nepodléhaji. (Srsen et al. 2005; Snustad et al., 2009)
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4 Mutace a polymorfismy v souvislosti s KVO

4.1 Faktor V

Faktor V fadime mezi plazmatické kofaktory tzn. latky, které urychluji enzymatické reakce.
Nachazime ho v plazmé a cca z 20 % v a granulich trombocyti. Ve spojeni s Ca’" a
fosfolipidy FV zrychluje aktivaci dalSich koagulac¢nich faktort. Je dulezitou soucasti
koagulacni kaskady, kdy s ucasti Xa (aktivni forma faktoru X) aktivuje pfeménu protrombinu
na trombin. Inhibitorem aktivovaného faktoru V je aktivovany protein C (APC), jehoz

aktivace probiha na povrchu cévnich endotelii a je tvofen pievazné v hepatocytech. (Penka et
al., 2011)

4.2 Mutace FV Leiden
V roce 1993 popsal Dahlbick et al. rezistenci aktivovaného proteinu C. Tato rezistence je
nejcastéji zptisobovana Leidenskou mutaci., kterd je pojmenovana po nizozemském méstu,

kde byla objevena.

Mutace FV Leiden je zplsobena bodovou missence mutaci, ktera vede k substituci G—A
V pozici 1691 nukleotidového fetézce exonu 10 genu pro FV. Nasledkem je zdména argininu
za glutamin v aminokyselinovém fetézci na pozici 506. (Dahlbéck et al., 1993; Penka et al.,
2011) Inaktivace faktoru FVa aktivovanym proteinem C je v disledku mutace pomalejsi, a
proto je povazovana za nejvyznamnéj$i geneticky rizikovy faktor, ktery pak ve spojeni
S ostatnimi rizikovymi faktory, zpisobuje zvySené riziko hluboké Zilni trombdzy. (Van Cott
et al., 2016) Nekteré studie piipisuji vice nez 95 % ptipadi APC rezistence pravé Leidenské
mutaci. (Dahlbick et al., 1993, Voorberg et al., 1994)

Leidenska mutace je pfitomna v heterozygotni varianté v kavkazské populaci v rozmezi 3 —
15 %. (Penka et al., 2011) U jinych etnickych skupin, jako je africka nebo asijska populace, se
téméf nevyskytuje. (Hooper et al., 1996) Homozygotni varianta je spiSe vzacna. Vyskytuje se
pfiblizné v 1 ptipadé z 5000. Riziko hluboké Zilni trombdzy se zvySuje u heterozygotnich
jedinct 3 — 7x. U homozygotnich jedinct az 80x. (Rosendaal et al., 1995) Riziko hluboké
zilni trombozy je umocnéno dal$imi genetickymi faktory a Zivotnim stylem a napf. uZivanim

hormonalni antikoncepce. (Bloemenkamp et al., 1995)

4.3 Mutace FV R2
Dalsi, ale méné Casta mutace faktoru V, ktera také ovliviiuje rezistenci aktivovaného proteinu

C je mutace FV R2. Mutace FV R2 vznika substituci na pozici 4070, v které je adenin
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nahrazen guaninem, coz ma za nasledek nahradu ptavodniho histidinu za arginin v poloze
1299 aminokyselinového fetézce. (Lunghi et al., 1996) V genu pro FV byly popsany kromé
R2 i dalsi, populacné specifické mutace, které maji vliv na APC rezistenci — faktor
V Cambridge (Arg306Thr), faktor V Hong Kong (Arg306Gly). (Penka et al., 2011) Castoldi a
Rosing (2004) uvedli, ze haplotyp HR2 zvySuje koncentraci FV v plazmé a tim zvySuje riziko
vzniku rezistence k APC.

Vliv mutace FV R2 na vznik kardiovaskularnich onemocnéni, konkrétn¢ na vznik hluboké
zilni trombozy je sporny. Nekteré studie uvadi mutaci FV R2 jako rizikovy faktor (Gohil et
al., 2009) jiné studie prezentuji pouze aditivni efekt mutace FV R2 k mutaci FV Leiden.
(Folsom et al, 2002)

4.4 Mutace genu pro protrombin
Protrombin (faktor II) je hlavni efektor koagulacni kaskady, ktery je St€pen protrombindzou
na aktivni formu a trombin. Ten ma centralni roli v kontrole krevniho srazeni, protoze podle

potieby plisobi prokoagula¢né nebo antikoagula¢né. (Penka et al., 2011)

Substitu¢ni bodovou mutaci v genu kodujici protrombin, ktery se nachézi na chromozomu
11p11.2 a sklada se ze 14 exonti, objevil Poort et al. v roce 1996. Na pozici 20210 dochazi
k nahrad¢ guaninu za adenin (G20210A), coz vede k mirnému zvySeni hladiny protrombinu.
Zatim neni znam zpusob, jakym polymorfismus G20210A zvySuje riziko trombdzy, protoze
se nachazi v 3" nekodujici oblasti genu, ale je povazovan jako druhy nej€astéjsi rizikovy

geneticky faktor v souvislosti s Zilni trombozou. (Penka et al., 2011)

Prevalence polymorfismu G20210A na jihu dosahuje hodnot okolo 3 %, kdezto na severu

Evropy pouze 1,7 %. (Rosendaal et al., 1998)

4.5 Faktor XIII

Krevni koagulaéni faktor XIII (F XIII) neboli fibrin stabilizujici faktor, patii mezi
transglutamazy. Hraje kli€ovou roli v procesu koagulace. Zpeviuje fibrin v zavérecné fazi
srazeni krve a zvySuje odolnost proti fibrinolyze. (Penka et al., 2011) V roce 1963
Mezinarodni vybor pro faktory krevniho sraZeni uznal fibrin stabilizujici faktor jako
koagula¢ni faktor a nazval ho faktor XIII. (Muszbek et al., 1999) V poslednich desetiletich
doslo k rostoucimu zajmu o vyzkum faktoru XIII. Podle nazoru Muszbek et al. (1999) k tomu
tak doslo vzhledem k objeviim pfevazné ve dvou oblastech. Bylo zjiSténo, Ze faktor XIII ma

diilezitou roli v regulaci fibrinolyzy a mechanismus, kterym FXIII chrani fibrin, mize mit
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vyznamné dopady na rezistenci vuci fibrinolytické terapii. Dale bylo prokézano, ze bunécna
forma F XIII je pfitomna v monocytech, rtiznych typech makrofagh vcetné tkanovych, ve

veétsing organi a tkanich v téle. (Muszbek et al., 1999)

Polymorfismus oznacovany jako Val34Leu je vysledkem substituéni bodové mutace, kdy
dojde k vyméné guaninu za thymin v pozici 163 nukleotidového fetézce, coz zpusobuje
nahrazeni valinu leucinem v pozici 34 aminokyselinového fetézce. (Penka et al., 2011)
Vzhledem k tomu, Ze polymorfismus se nachazi pouze tfi aminokyseliny pted mistem, kde je
faktor Sté€pen trombinem, je mozné, Ze tento polymorfismus ovliviiuje tc¢inek trombinu na
aktivaci F XIII. (Duval et al., 2016) V odborné literatufe byly publikovany rozsahlé meta
analyzy tykajici se souvislosti polymorfismu faktoru Xllla Val34Leu s rizikem infarktu
myokardu. Shafey et al. (2007) zjistil, ze existuje souvislost mezi vyskytem alel F Xllla
34Leu a mirnym ochrannym ucinkem proti infarktu myokardu. Chen et al. (2014) publikovali
skute¢nost, ze F XlIlla Val34Leu je ochranny faktor proti infarktu myokardu u bélosské
populace. Tyto vysledky se shoduji s meta analyzou Wang et al. (2014)

4.6 p- fibrinogen

Fibrinogen, oznacovan jako faktor I, je dalsim z faktord koagula¢ni kaskady. Strukturné se
sklada ze tii parti polypeptidovych fetézcii Ao, BB a vy, které jsou kddovany tiemi riznymi
geny lokalizovanymi na chromozomu 4q23-32. (Chung et al., 1990; Penka et al., 2011)
Trombin $té€pi fibrinogen na nerozpustny fibrin a plazmin ho $té€pi na fibrinogen degradacni

produkty. Fibrinogen se ucastni na vazbé trombocytli mezi sebou 1 na vazbé k cévni sténé.

(Penka et al., 2011)

vvvvvv

srde¢ni, infarkt myokardu, mrtvici, trombozu a ischemickou chorobu dolnich koncetin.
(Fowkes et al., 1992; Ernst et al., 1993) Variabilita G/A lokusu — 455 promotorové oblasti 3
— fibrinogenu je spojena se zvySenou hladinou fibrinogenu, ktera je povazovana za nezavisly

rizikovy faktor pro rozvoj kardiovaskularnich onemocnéni. (De Maat et al., 1998)

4.7  Inhibitor aktivdtoru plazmogenu-1 (PAl-1)

Glykoprotein PAI-1, ktery je produkovany bunikami endotelu, megakaryocyty, hepatocyty,
patfi mezi nejdillezit€j$i inhibitory fibrinolyzy. Fibrinolyza je proces, pfi kterém je protein
fibrin Stépen plazminem a podili se tedy na odstranéni fibrinové zatky. Gen pro PAI-1 se

nachazi na chromozomu 7. (Penka et al., 2011)
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Nejvice studovany polymorfismus, ktery ovliviiuje hladinu PAI-1, je oznaovan 4G/5G. U
tohoto polymorfismu v promotoru genu PAI-1 v pozici -675 bp dojde k deleci jednoho
guaninu ze sekvence péti za sebou fazenych guanint. (Penka et al., 2011) Polymorfismus
4G/5G a jeho vztah ke kardiovaskularnim onemocnénim jako prvni popsal Dawson et al.
v roce 1993. Polymorfismus spéje ke zvySené expresi genu PAI-1 a doprovodnym jevem
mize byt zvySeni koncentrace proteinu PAI-1 v plazmé, ktery snizuje fibrinolytickou aktivitu.
(Penka et al., 2011) Homozygoti 4G maji o 25 % zvySenou koncentraci PAI-1 ve srovnani
s homozygoty 5G. Genotyp 4G/5G piedstavuje Groven mezi nimi. (Eriksson et al., 1995)
Pravé zvysena koncentrace PAI-1 v plazmé byva spojovdna S moznym rizikem tepennych
tromboz, protoze snizuje fibrinolytickou aktivitu. (Penka et al., 2011) Nicméné toto spojeni
S rizikem trombdz s jistotou potvrdit nemtizeme vzhledem k protichiidnym experimentalnim
vysledkim raznych skupin. Studie provadéné Erikssonem et al. (1995), Abboud et al. (2010)
a Margaglionem et al. (1998) podporuji korelaci genotypu PAI-1 4G/4G s vyvojem
kardiovaskularnich onemocnéni na rozdil od studii Andersona et al. (1999) a Crainicha et al.
(2003).

4.8  Metylentetrahydrofoldt reduktiza (MTHFR)

MTHEFR je enzym, ktery je velice dulezity v biochemickém cyklu homocysteinu. Poskytuje
metylové skupiny potiebné ke zpétné remetylaci homocysteinu na metionin. (Penka et al.,
2011) Homocystein byl poprvé popsdn vroce 1932 de Vigneaudem jako toxicka
aminokyselina. ZvySenou hladinu homocysteinu v krvi miize zptisobit i nedostatek kyseliny
listove, pyridoxinu a vitaminu B12 v potravé. Bez kyseliny listové nemtiZze fadné probéhnout
pfeména homocysteinu v methionin. Kofaktory enzymd, které tuto reakci ovliviwji, jsou
vitaminy pyridoxin a B12. Bez téchto kofaktord ztraci enzym funkénost. V piipadé
homocysteinu to znamend, Ze nemetabolizovany homocystein pronikd do krve, kde se
hromadi a ptisobi patologicky na organismus. Hyperhomocysteinémie neboli zvySena hladiny
homocysteinu v krvi miize vznikat i z genetickych pficin a to variabilitou v genu pro MTHFR.
(Erben, 2015) Gen pro MTHFR se nachazi na kratkém raménku (p) chromozomu 1 v pozici
36.6. (Rodriguez-Guillén et al., 2009; Yang et al., 2014) V tomto genu bylo do dnesni doby
objeveno 34 mutaci a 9 polymorfismi, z nichz nejvice studované jsou polymorfismy MTHFR

C677T a MTHFR A1298C. (Leclerc et al., 2000)

4.9 Polymorfismus MTHFR C677T
Zaména cytosinu za thymin v pozici 677 v genu pro MTHFR vede k substituci alaninu za

valin v pozici 222 ve struktufe proteinu. Tim dochazi ke vzniku termolabilni varianty
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MTHFR s defektem remetylace, coz muze vést k vyssi hladin¢ homocysteinu. (Penka et al.
2011). Tento polymorfismus se nachazi v exonu 4 genu pro MTHFR a je spojovan se
snizenou aktivitou tohoto enzymu, zvySenou koncentraci homocysteinu v krvi a snizenou
plazmatickou koncentraci kyseliny listové. (Frosst et al., 1995) Jedinci s genotypen 677TT
maji piiblizné o 20 % vyssi hladinu homocysteinu nez jedinci s genotypem 677CC. (Bozok
Cetintas et al., 2014) Nositelé heterozygotni formy 677CT maji snizenou aktivitu enzymu
ptiblizné o 35 % ve srovnani s homozygoty 677TT. (Cao et al., 2013; Rodriguez-Guillén et
al., 2009; Van der Put et al., 1998)

4.10 Polymorfismus MTHFR A1298C

Druhy nejvyznamné&js$i polymorfismus v genu pro MTHFR vznika substituci adeninu za
cytosin v pozici 1298 nukleotidového fetézce. Ve vysledku dochazi k zaméné aminokyseliny
glutamatu za alanin v pozici 429 aminokyselinového fetézce. Tento polymorfismus byl
objeven vroce 1998. (Van der Put, 1998) Obdobn¢ jako polymofismus C677T i tento

redukuje aktivitu enzymu MTHFR ov§em v mnohem mensi mite. (Van der Put, 1998)

Oba polymorfismy samy o sobé nejsou povazovany za trombofilni riziko, pfestoze zvysSena
hladina homocysteinu takové riziko ptedstavuje. (Penka et al., 2011) Frekvence vyskytu
polymorfismi MTHFR v bélosské populaci v ptipad¢ heterozygota C677T je 30 — 55 %,
heterozygota A1298C 4 — 25 %, pro variantniho homozygota 677TT 4 — 25 %, a pro
homozygota 1298CC 10 — 12 %. (Leclerc et al., 2000)

4.11 Angiotenzin konvertujici enzym (ACE)

ACE je komponentem systému renin-angiotenzin-aldosteron (RAS), ktery upravuje krevni
tlak a ma dulezitou roli v patogenezi kardiovaskularnich onemocnénich. RAS je jednim
z hlavnich regula¢nich systémii, které se podili napt. na udrzbé homeostazy sodiku. (Vitovec
et al., 2004) ACE je exprimovan pievazné¢ na povrchu plicnich cév. Svym pisobenim
hydrolyzuje angiotenzin I a pfevadi jej v angiotenzin II, ktery svymi vazokonstrikénimi
ucinky reguluje krevni tlak. Soucasné inaktivuje bradykinin, ktery je vazodilata¢ni ligand.
(Stejfa, 2007; Jabor, 2008) Gen pro ACE1 je lokalizovan na chromozomu 17¢23. (Jabor,
2008)

Polymorfismus ACE je definovan inzerci (I) nebo deleci (D) 287-bp Alu repetitivni sekvence.
Vysledkem jsou 3 genotypy: DD, Il a ID. Genotyp DD je spojen s dvakrat vyssi koncentraci
ACE v plazmé¢ a tkanich nez genotyp II. (Rigat et al., 1990) Alely D inzer¢né/delecniho ACE
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polymorfismu jsou vyznamné spojeny se zvySenym rizikem infarktu myokardu u kavkazskeé i

asijské populace. (Chen et al., 2013)

4.12 Antigeny krevnich desti¢ek (HPA — 1) Human Platelet Antigens

Krevni desticky hraji klicovou roli v patogenezi KVO z divodii mozné zvysené adheze
desti¢ek k cévnimu povrchu, jejich aktivace a agregace. (Rauch et al., 2001, Ruggeri, 2002)
Aktivace krevnich desti¢ek je spojena se zménou v konformaci komplexu glykoproteinu (GP)
IIb/1Mla, ¢imz se stava funkénim receptorem pro fibrinogen, von Willebrandiv faktor a dalsi
souvisejici adhezivni proteiny. (Phillips et al., 1991) Tento membranovy komplex IIb/Illa
patii do skupiny integrinii a vyznamné se podili pfi agregaci a aktivaci krevnich desti¢ek a
zéaroven nese antigen krevnich desticek, coz je polymorfni, vazebné misto pro fibrinogen, von
Willebranduv faktor, vitronektin a trombospondin. (Newman et al., 1989) Antigen krevnich
desticek nese na jejich povrchu integrin allbb3 (GP Ilbllla) a je klinicky nejzajimavéjsi.
(Michelson, 2013)

Komplex GP IIb/Illa nese 2 hlavni polymorfni mista HPA — 1 a HPA — 3. (Newman et al.,
1989) Polymorfismus HPA — 1 je lokalizovan na terminalnim konci GP Illa a je tvofen dvéma
alelami. Alela HPA — 1a obsahuje leucin v pozici 33 B2 podjednotky allbb3 integrinu GP Illa.
Alela HPA — 1b je charakterizovana substituci leucinu za prolin v pozici 33 B2 podjednotky
allbb3 integrinu GP Illa. (Newman et al., 1989) Tato zména je disledkem zamény cytosinu za
thymin v pozici 1565 nukleotidového fetézce v exonu 2 GP Illa genu. (Zimrin et al., 1990)
Dtlezity je strukturalni vztah mezi receptory ligandii a aloantigeny krevnich desticek, jelikoz
bylo empiricky prokdzano, ze vazba néekterych aloprotilatek na GP IIb/Illa mize zptsobit
inhibici agregace. Tim by mohly polymorfismy v GP IIb/llla ovliviiovat aktivaci krevnich
desti¢ek. (Kunicki et al., 1992) Weiss et al. (1996) popsali vyznamné vyssi prevalenci HPA -
1b polymorfismu u pacientu s infarktem myokardu ve srovnani s kontrolnimi subjekty. To
naznaCuje dualezitou ulohu polymorfismu HPA — 1b genu GP Illa v patogenezi
kardiovaskularnich onemocnéni. (Weiss et al., 1996) Nicméné se objevily nesrovnalosti
s témito vysledky u studie provedené v Severni Americe (Carter et al., 1996). Také vysledky
studii Corral et al. (1997) neukazaly vyznamné rozdily ve vyskytu polymorfismu HPA — 1b
mezi pacienty s kardiovaskularnim onemocnénim a kontrolnich subjekti, proto také Corral et
al. (1997) nepovazuji polymorfismus HPA — 1b jako dédi¢ny rizikovy faktor pro infarkt
myokardu. Jiné studie opét prokazuji, Ze homozygotni polymorfismus HPA — 1b je pozitivné

spojen s ICHS a infarktem myokardu. (Moshfegh et al., 1999, Abboud et al., 2010)
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4.13 Apolipoprotein B

Tento lipoprotein existuje ve dvou variantach: apolipoprotein B-100 (Apo B-100) a
apolipoprotein B-48 (Apo B-48). Apo B-100 vznika v jatrech a je strukturalnim proteinem
VLDL, IDL a LDL c¢astic. Byl objeven v roce 1940. Apo B-48 je syntetizovan ve stievech a
tato varianta byla objevena vroce 1980. (Marshall, 2014, Zak et al., 2011) Zvysené
plazmatické koncentrace Apo B lipoproteinit zvySuji riziko pro rozvoj ateromu (mazova
cysta). (Marshall, 2014) Ob¢ formy Apo B jsou produkty genu ApoB, ktery je lokalizovan na
chromozomu 2p24.1. (Zak et al., 2011)

4.14 Apolipoprotein B-100
Apo B-100 je nezbytny pro sekreci VLDL c¢astic. Obsahuje nékolik hydrofobnich oblasti,
které slouzi jako domény k vazbé lipidi. Ma také vazebnou doménu pro LDL receptor
(aminokyseliny 3100 — 3400), ktery umoznuje specifické vychytavani LDL castic na LDL
receptoru. (Marshall, 2014)

Jako prvni byl objeven polymorfismus Apo B-100 R3500Q. Polymorfismus vznika zdménou
argininu za glutamin v kodonu 3500 (R3500Q), ktera zpusobi snizenou vazbu Apo B-100 na
LDL-receptor. (Soria et al., 1989) Mutace v genu pro Apo B-100 zptsobuji onemocnéni
oznaované jako familiarné defektni apolipoprotein B, které je klinicky neodliSitelné od
familiarni hypercholesterolémie a také vyvolavaji zvySené hladiny cholesterolu v krevni

wrwe

lipidi.. (Zak et al., 2011, Brdicka, 2015)

4.15 Apolipoprotein E

Apolipoprotein E je sérovy glykoprotein, ktery se skladd z 299 aminokyselin a jeho
molekulova hmotnost je ~ 34 kDa. Gen pro ApoE se sklad4d ze 4 exoni a 3 intronii. JSou
znamy tfi izoformy, které se li§i aminokyselinami v polohach 112 a 158 aminokyselinového
fetézce. Bud’ je pfitomen cystein, nebo arginin. ApoE2 mé v obou polohéch cystein, ApoE3
ma v poloze 112 cystein a v poloze 158 arginin a ApoE4 ma v obou polohach arginin.
Rozdilné aminokyseliny maji vliv na strukturu izoforem ApoE a jejich schopnost vazat lipidy.
(Weisgraber, 1994) Existuje tedy Sest riznych ApoE genotypt: tfi homozygotni (E2/E2,
E3/E3 a E4/E4) a tii heterozygotni genotypy (E2/E3, E2/E4 a E3/E4). (Davignon et al., 1988)
Genotyp E3/E3 je povazovan za wild type a je nejcastéjsi v bézné populaci. Zende et al.
(2013) uvadi, ze alela E3 je nejcetnéjsi, nasleduje alela E2. Nejmensi ¢etnost ma alela E4.

Toto zjisténi je univerzalni pro lidskou populaci. (Burman et al., 2009, Gerdes et al., 1992)
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Apo E je multifunkéni protein, ktery hraje kli¢ovou roli v metabolismu cholesterolu a
triglyceridi. (Zék et al., 2011) Studie Wilson et al. (1994) zkoumaly p¥imy dopad ApoE na
ischemickou chorobu srdecni a jeho vliv na hladinu cholesterolu v krvi. U jedinci S
arterioskler6zou byla pozorovana vyssi koncentrace celkového cholesterolu v krvi a vyssi
stifedni hodnota LDL cholesterolu i VLDL cholesterolu nez u kontrolni skupiny. Primérna
hodnota HDL cholesterolu byla nizsi nez u kontrolni skupiny. Dale byla pozorovana vyssi
hodnota triglyceridii v plazmé nez u kontrol. (Wilson et al., 1994; Zende et al., 2013) Vyskyt
E4 fenotypt byl vyrazné vyssi u kardiovaskularnich a cerebrovaskularnich onemocnéni jako
infarkt myokardu, hypertenze, koronarni srde¢ni onemocnéni a mozkova mrtvice. (Lehtinen et
al., 1995) Pritomnost alely E2 mtize mit ochranny u¢inek. To potvrdily studie Mendes-Lana et
al. v roce 2007.
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5 Metody detekce

Diagnostika na zdkladé analyzy DNA piedstavuje velmi perspektivni zptsob detekce
prenaSecstvi patologickych alel, diagnostiky genetickych predispozic urcitych patologickych

stavll nebo odhalovani patologii v prenatalnim ¢i bezpiiznakovém obdobi.

5.1  Ampifikacni metody

Amplifika¢ni metody detekce jsou zaloZzeny na mnohonasobném zmnozeni (amplifikace =
zmnozeni) a jako nejpouzivanéjs$i metodu miizeme oznacit polymerdzovou fetézovou reakci
(PCR), ktera se v dne$ni dobé& pouziva v fadé modifikaci, v b&zné laboratorni praxi. (Smarda,

2005)

5.1.1 Polymerdzova i'etézovd reakce (PCR)

V letech 1983-1985 v Cetus Corpotation (Kalifornie) vyvinuli Kary B. Mullis, Faloon a
Saikon enzymovou, vysoce u¢innou techniku, kterou se amplifikuji vybrané sekvence
nukleovych kyselin a nazvali ji polymerazovou fetézovou reakci PCR — Polymerase Chain

Reaction. (Zima et al., 2002)

Princip PCR je zalozen na replikaci nukleovych kyselin, kdy dvouvldknovad DNA je nejdiive
denaturovéana za vzniku dvou komplementarnich templatovych molekul DNA. Amplifikovany
usek cilové sekvence DNA je ohrani¢eny piipojenim dvou primer, coz jsou kratké
oligonukleotidové sekvence, které hybridizuji na obou stranach s templatovou DNA na
zékladé komplementarity bazi a fidi syntézu novych vlaken. K syntéze DNA se pouziva
termostabilni enzym — DNA polymeraza, ktera je izolovana z termofilnich mikroorganismi.
Napt. Taq DNA-polymeraza z bakterie Thermus aquaticus odolava teplotam, pii nichz DNA
denaturuje. Syntéza novych fetézci vzdy probihd od 5 konce ke 3" konci. Béhem PCR se
pravidelné stfidaji tf1 kroky. Jako prvni probihd denaturace dvoutetézcovych molekul DNA
pii 94 — 95 °C. Nasleduje pfipojeni primert k oddélenym fetézcim DNA obvykle pfi nizsi
teploté (50-55 °C). Nizsi teplota vytvari podminky pro hybridizaci primerd s komplementarnimi
sekvencemi. Poslednim krokem je syntéza novych fetézci DNA pomoci Taq DNA-polymerazy,
teplota se pohybuje v rozmezi ~ 70-74 °C. Ukonceni celé reakce nastane ochlazenim inkubacni
smési na 0-4 °C. VSe probiha v pfistroji — termocykleru, ktery umoziuje automatické nastaveni
teploty v riznych Casovych intervalech, a proto postupnym opakovanim tohoto procesu dojde
k amplifikaci pozadovaného useku DNA. (Zima et al., 2002, Smarda, 2005, Kiemen et al.,
1998)
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Pomoci PCR lze zviditelnit pfitomnost, resp. nepfitomnost analyzovaného tseku DNA
Vv genomu testovaného jedince. Nejcastéji se amplifikovany usek DNA hodnoti vizualizaci
pomoci elektroforézy v agarézovém gelu, na ktery je nanesena DNA obarvena pomoci
interkala¢ni barvi¢ky (ta muze byt v gelu nebo se pfidava piimo k PCR produktu). Zaporné
nabitd DNA putuje v gelu smérem k anod¢ a amplifikovany tsek DNA je mozné sledovat
jako konkrétni prouzek pod UV svétlem a jeho polohu porovnat vzhledem k hmotnostnimu
molekulovému markeru, ktery obsahuje DNA o znamé délce. Timto zptisobem je mozné

detekovat vétsi nebo i mensi delece popt. amplifikace. (SrSen et al., 2005)

Mezi vyhody PCR patii nizkd ¢asova narocnost (vétSinou okolo 3 hodin), velka rozliSovaci
citlivost (v optimalnich podminkach 1ze od sebe odlisit useky lisici se délkou o jediny par

bazi) a potieba malého mnozstvi DNA. (Srsen et al., 2005)

512 PCR-RFLP

Polymerazova fetézova reakce — polymorfismus délky restrikénich fragmenti (PCR-RFLP) je
modifikace standartni PCR, kterd vyuziva PCR amplifikaci pro ziskani cilové sekvence DNA,
ktera je nasledné §tépena specialnimi enzymy — restrikénimi endonukleazami (tzv. reduktazy)
na fragmenty. Restrikéni endonukleazy jsou enzymy, které specificky $tépi oba fetézce
molekuly DNA v sekvenéné uréenych mistech a tim vznikaji charakteristické fragmenty

stejné velikosti. (Kosinova, 2007, Zima et al. 2002)

Existuje mnoho bakterialnich restrikénich endonukleaz (asi 1500), které mizeme rozdélit
podle polohy $tépného mista na reduktdzy typu I (Stépné misto je znacné vzdalené od
rozpoznavaci sekvence), reduktazy typu II (S§t€pné misto se nachazi pfimo v rozpoznavaci
sekvenci) a reduktazy typu III ($t€pné misto je v definované vzdalenosti, coZz znamena, ze je

vzdalené nékolik nukleotidu od této sekvence). (Kfemen et al. 1998, Zima et al. 2002)

Tato metoda je vhodnd pro diagnostické vyuziti, kdy mizeme hledat genetické zmény

v amplifikovaném tseku napt. bodové mutace, delece, inzerce apod. (Kosinova, 2007)

5.1.3 Multiplex PCR

Multiplex PCR je vykonna metoda vyuzivajici princip PCR Kk paralelnimu testovani né¢kolika
deleci a bodovych mutaci v ramci jedné reakce. Do reakéni smési je ptidano vice primerovych
paru, které rozpoznavaji nékolik rozlisnych cilovych sekvenci, ¢imz je umoznéna detekce,
jelikoz lze analyzovat n€kolik genli soucCasné. Nejslozitéjsi je piiprava, kdy je nutné

optimalizovat reak¢ni podminky (sekvence primerd, koncentrace primerd, optimalni teploty
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jednotlivych cykli). Dulezitymi vyhodami multiplex PCR jsou niz$i cenové naklady, a proto
se Casto vyuziva u vyhleddvani zmén v dlouhych tsecich DNA nebo pro amplifikaci vnitfnich

kontrol. (Zima et al. 2002, Smarda, 2005)

5.1.4 Alelové specificka PCR (AS-PCR)

Pouziva se pro detekci bodovych mutaci a malych deleci v genomu. AS-PCR je
uskute¢tiovana formou dvou nebo vice paralelnich reakci, kdy se pouzivaji tzv. alelové
specifické oligonukleotidy jako primery, které jsou komplementarni bud’ ke standardni
sekvenci, nebo mutantni (polymorfni) sekvenci. Primer a cilova sekvence musi byt zcela
komplementarni. Pouze tehdy dochazi k anealingu a nasledné elongaci. Tato metoda byla
poprvé popsana pii detekci subtyptit HLA gent Olerupem et al. v roce 1991. (Zima et al. 2002,
Smarda, 2005)

515 PCR-ARMS

Jedna se o variantu AS-PCR, ktera je jednoduchd, spolehliva a ptesné rozlisi heterozygota od
homozygota pro jednu nebo druhou alelu. (Ferrie, 1992) Tento systém je zalozen na piesné
komplementarité bazi na 3¢ konci jednoho z primeru. Samotny test PCR ARMS se rozdé€luje
do dvou reakei. Jedna je specificka pro standardni DNA sekvenci a druhé pro mutovanou. Do
tohoto testu je nutné zaradit také vnitini PCR kontrolu z dGvodu rozliSeni specifického

chybéni amplifikace nebo nespravného prubéhu PCR reakce. (Zima et al., 2002)

5.2 Hybridizacni metody

Principem hybridiza¢nich technik je castecné nebo Uplné spojeni nukleotidovych sekvenci
DNA, molekul o znamé sekvenci S testovanymi molekulami DNA, které jsou znaeny
sondou, na zdkladé¢ komplementarity bazi. Vysledkem je vznik hybridnich dvoufetézcovych
molekul DNA. Hybridizace se provadi na pevnych nosicich a vyuziva se pii genové analyze a
pfi prikazu mutaci. Vlastni hybridizaci musi pfedchazet denaturace DNA, coZ znamena
oddéleni vlaken dvouvlaknové DNA na jednofetézcovou DNA. (Zima et al., 2002, Kiemen et
al. 1998) Vyhodou hybridizacnich metod je, Ze nevyzaduji klonovani, sekvenovani apod.

(Srsen et al., 2005)

5.2.1 Hybridizace na pevnych podkladech
Je to jedna z nejcastéji pouzivanych hybridizacnich technik a fadime k nim dot, blot a slot
hybridizace, Southerniiv pienos, northern blotting (hybridizace RNA) a hybridizaci in situ.

Imobilizace denaturované DNA nebo RNA se provadi nejcastéji na nitrocelulézovych nebo
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nylonovych membranach. RozliSujeme 3 zakladni typy hybridizace na zakladé principu

pienosu:

1. hybridizace kolonii nebo plakii — na membranu se premistuji nukleové kyseliny
uvolnéné ptimo z bakterialnich kolonii

2. teckové hybridizace — vzorek je na membranu kapan

3. reverzni hybridizace — soubor neznacenych sond je ukotven na podkladu a k nému se

nasledné hybridizuje vzorek obsahujici testovanou, znacenou DNA

Nukleové kyseliny jsou na membrané pevné imobilizovany ve stavu jednotetézcll pristupnych
k sond¢. Aby nedoslo k nespecifickému navazani sondy, ptidavaji se dalsi latky (heterologni
DNA, tRNA, proteiny), které obsadi volnd mista na membran¢é. Tento krok nazyvame
prehybridizace. K vlastni hybridizaci dochazi ponofenim membrany do roztoku, ktery
obsahuje jednofetézcovou sondu. Zde je dulezité nastaveni ptislusné teploty, kterd ovliviiuje
stabilitu hybridi. Po odmyti nenavdzané sondy z membrany nésleduje detekce navéazané

sondy. (Zima et al., 2002, Smarda, 2005)

5.2.2 Southern blotting

E. M. Southern publikoval v roce 1975 novy pracovni postup, jehoz realizace spoéiva ve
smichdni vySettované DNA s roztokem obsahujicim restrikéni endonukledzy. Takto ziskané
restrikéni fragmenty se separuji na agar6zovém gelu v priubéhu elektroforézy na zaklade své
molekulové hmotnosti, kdy delsi fragmenty putuji pomaleji a naopak kratsi tseky rychleji.
Pomoci denaturace, kterd se provadi umisténim gelu do zéasaditého prostfedi, se nasledné
ziska jednovladknova DNA. Zakladnim rysem této metody je pienos fragmenti z gelu na
nitrocelulézovou nebo nylonovou hybridizaéni membranu v nezménéné podob&. Timto
krokem se znemozni jejich renaturace. Za pouziti sond, které mohou byt radionuklidy nebo
chemicky oznacené tseky DNA obsahujici studovanou sekvenci, dojde k hybridizaci pouze
téch molekul DNA, které jsou komplementarni k sekvenci sondy. Promytim se odstrani
nenahybridizované sondy z membrany a ta je pak exponovéana na rentgenovy film. Sekvence
DNA, ktera se sondou specificky hybridizovala, se opticky jevi jako ¢erny prouzek. (Snustad
et al., 2009, Srsen et al. 2005)

5.2.3 Reverzni hybridizace na stripech
Strip je tvofen nitrocelulézovou membranou, ktera slouzi jako nosi¢, a na ni jsou jako
paralelni linky navédzané sondy. Jednotlivé sondy prezentuji béznou (wild type) nebo

mutovanou sekvenci DNA. Pfed samotnou reverzni hybridizaci na stripech je nutné namnozit
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pozadovany usek DNA pomoci PCR, kdy je produkt znacen biotinem. Vysledné zviditelnéni
PCR produktd navdzanych na stripu dochéazi ptidanim alkalické fosfatdzy konjugované se
streptavidem a chromogenniho substratu. Vysledky je mozné odecitat pouhym okem.

(Matyskova et al., 2009)

5.24 Real time-PCR

Real time — PCR se fadi mezi tzv. kinetické PCR kdy lze detekovat produkty PCR reakce
bezprostitedné po jejich vzniku. Je nutné mit specidlni cykler, ktery umoznuje detekovat
fluorescenci a zaroven zpusobovat cyklické zmény teplot. Princip spocivd v monitorovani
mnozstvi vznikajiciho PCR produktu v pribéhu PCR. Nejdiive cykler nezaznamenava zadny
signal, protoze je templat jednotetézovy. Az pii probihajici amplifikaci vznika dvoutetézcovy
produkt, ktery je prozafovan UV svétlem, emitujicim fluorescen¢ni signal. Fluorescenci snima

CCD-kamera. (Zima et al., 2002, Smarda, 2005)

26



6 Prakticka ¢ast

Praktickéd ¢ast mé bakalatské prace byla vykonavana v genetické laboratofi GENLABS s.r.o.
v Ceskych Budgjovicich pod vedenim Mgr. Dagmar Bystiické, Ph.D. Veskerd vysetieni jsem
provadéla pod odbornym dohledem. V praktické ¢asti se vénuji izolaci DNA, vlastni analyze
sledovanych mutaci a polymorfismti v genech pro faktor V, faktor XIII, protrombin, B-
fibrinogen, PAI-1, MTHFR, HPA, ACE, ApoB a ApoE. Vsechny mutace a polymorfismy
byly vySetieny metodou reverzni hybridizace na stripech. Velkou vyhodou této metody je

paralelni detekce vSech sledovanych mutaci a polymorfismt v rdmci jednoho experimentu.

K jednotlivym metodam jsem vyuzila tyto pfistroje: termostat, chlazena centrifuga, stolni
minicentrifuga/vortex, chladni¢ka pro laboratorni pouziti, mikrovlna trouba, sada pipet,
fluorometr, laminarni box, teplotni cycler, elektroforeticky systém, iluminator na pozorovani

elektroforézy UV svétlem, detekeni systém na foceni gelu a vodni lazen.

V ramci praktické casti bylo analyzovano 58 pacientl. 34 experimentd bylo provadéno
s DNA izolovanou z bukalniho stéru a 24 experimenti bylo provedeno s DNA izolovanou

Z periferni krve.

6.1 lzolace DNA

Pted kazdou molekularné biologickou metodou je nutna izolace DNA. Ta se nejcastéji
provadi z bukalniho stéru nebo periferni krve pacienta. Periferni krev odebird Skoleny
pracovnik. Bukalni stér provadi sam pacient na zaklad¢ piesné¢ danych pokynid, mezi které
patii: nejméné 60 minut pied odbérem nejist, odbérovym tamponem fadné otirat sliznice obou

tvaii po dobu 1 minuty a maximalné do 48 hodin dorucit vzorek do laboratofe.

6.1.1 lzolace z bukdlniho stéru
K izolaci jsem vyuzila DNA Isohelix DNA Isolation kit: DDK-3/DDK-50 dle doporuceni

vyrobce. Pouzité reagencie jsou vypsané v tabulce 1. (tab.1)

Tabulka 1: Reagencie DNA Isohelix DNA Isolation kit: DDK-3/DDK-50 a jejich skladovani

Reagencie: Skladovani
Lysis buffer - LS pokojova teplota
Proteinase K — PK -20°C

Capture buffer - CT pokojova teplota
Re-hydration buffer - TE pokojova teplota
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Pted zahajenim izolace DNA z bukalniho stéru jsme si pfipravila pro kazdy vzorek tii 1,5 ml
mikrozkumavky a fadn€ jsem je popsala. Suchou lazen jsem nastavila na 60° C. Dale jsem

nechala rozmrazit Proteindzu K (PK).

Do zkumavky s tamponem bukalniho stéru jsem napipetovala 500 pl Lysis bufferu a pridala
jsem 20 ul Proteinazy K. Zkumavku se smési jsem kratce zvortexovala a zcentrifugovala a
nechala inkubovat pii 60° C v suché lazni po dobu 1 hodiny. Po ukonceni inkubace jsem smés
opeét kratce zvortexovala a zcentrifugovala na stolni minicentrifuze. Nasledné jsem
pfepipetovala vSechen supernatant do pfipravené 1,5 ml mikrozkumavky. Ke smési jsem
piidala 500 pl Capture bufferu a vSe kratce zvortexovala. Poté jsem zkumavku nechala
centrifugovat pfi 13 tis. ot/min. po dobu 13 minut. Opatrn¢, abych neposkodila peletu DNA,
jsem odstranila supernatant. Na stolni minicentrifuze jsem zkumavky znovu zcentrifugovala a
obebrala vSechen zbyly supernatant. K peletce DNA jsem piidala Re-hydration buffer
v rozmezi od 30 — 150 pl podle pottebné koncentrace DNA. VSe jsem nechala inkubovat pii
pokojové teploté po dobu 5 minut. Po uplynuti 5 minut jsem smés naposledy zvortexovala a
zcentrifugovala pii 13 tis. ot/min. po dobu 15 minut. Piepipetovala jsem vSechen supernatant
do nové 1,5 ml zkumavky, kterou jsem oznacila Stitkem (jméno a piijmeni pacienta, rodné
&islo, LIC vzorku, datum izolace a inicialy toho, kdo DNA izoloval). Izolovanou DNA jsem

ulozila do mraziciho boxu, kde se skladuje pti -20°C.

6.1.2 lzolace z plné krve
K izolaci DNA z plné krve jsem pouzila Genomic DNA Mini Kit. Pouzité reagencie jsou
vypsané v tabulce 2. (tab. 2)

Tabulka 2: Reagencie Genomic DNA Mini Kit a jejich skladovani

Reagencie: Skladovani:
96% ethanol 4°C

GT Buffer pokojova teplota
W1 Buffer pokojova teplota
Wash Buffer pokojova teplota
Elution Buffer pokojova teplota
RBC Lysis Buffer pokojova teplota

Pted samotnou izolaci DNA z periferni krve jsem si zkontrolovala, zdali je do Wash bufferu
pfidan ethanol dle navodu. Dale jsem vytemperovala termostat na 60° C a do n¢j dala
ptedehiivat Elution buffer. Pro kazdy vzorek jsem si pfipravila dvé 1,5 ml mikrozkumavky a

radné je popsala.
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Do zkumavky jsem napipetovala 300 pl plné krve, ptidala jsem 900 ul RBC Lysis bufferu a
roztoky jsem promichala pouze pievracenim v ruce. Promichané roztoky jsem inkubovala na
10 minut pii pokojové teploté a nasledné€ jsem je zcentrifugovala pii 3000 x g (rpm). Opatrné
jsem odstranila supernatant a ve zkumavce jsem ponechala peletu. K peletce jsem piidala 100
ul RBC Lysis bufferu a resuspendovala jsem ji. Nasledné jsem do zkumavky napipetovala
200 pul GB bufferu, vSe zvortexovala a zcentrifugovala. Zkumavku jsem dala inkubovat do
termostatu na 15 min. Béhem inkubace jsem zkumavku kazdé 3 minuty parkrat prevratila. Po
inkubaci musi byt lyzat projasnény. K lyzatu jsem pfipipetovala 200 pl 96% ethanolu a opét
celou smés zvortexovala a zcentrifugovala. Obsah mikrozkumavky jsem pielila na kolonku
(GD Column), kterou jsem vlozila na Cisté sbérné zkumavky (2 ml Collection Tube). Kolonku
se sbérnou zkumavkou jsem centrifugovala pfi 14 -16 tis. X g po dobu 5 minut. Kolonku jsem
nasledné piendala do nové Cisté sbérné zkumavky. Pfimo na kolonku jsem napipetovala 400
pl W1 bufferu. Znovu jsem kolonku centrifugovala pii 14 -16 tis. x g po dobu 30 sekund. Ze
sbérné zkumavky jsem vylila supernatant a kolonku do ni vratila. Pfidala jsem 600 pl Wash
bufferu a provedla jsem centrifugaci pii 14 -16 tis. x g po dobu 30 sekund. Opét jsem vylila
supernatant a kolonku vratila do sbérné zkumavky. Aby doslo k vysuSeni kolonky, dala jsem
ji centrifugovat 14 -16 tis. x g po dobu 3 minut. Po ukonceni centrifugace jsem zkontrolovala,
jestli je kolonka sucha. Pokud se tak nestalo, opakovala jsem ptedeslou centrifugaci. Suchou
kolonku jsem ptendala do Cisté 1,5 ml mikrozkumavky, kterou jsem oznacila stitkem (jméno a
pfijmeni pacienta, rodné &islo, LIC vzorku, datum izolace a inicialy toho, kdo DNA izoloval).
Doprostied na filtr kolonky jsem ptidala 50 ul Elution buffer a nechala inkubovat pfi
pokojové teplot¢ nejméné 3 minuty. Nasledné jsem kolonku s mikrozkumavkou
zcentrifugovala pfi 14 -16 tis. x g po dobu 30 sekund. Izolovanou DNA jsem po méfeni

koncentrace ulozila do mraziciho boxu, kde se DNA skladuje pti -20°C.

6.2 Mgéieni koncentrace DNA

Meieni koncentrace DNA jsem provedla pomoci Qubit™ Assays na piistroji Qubit® 2.0
Fluorometer. Mé&feni koncentrace DNA se sklada ze dvou ¢asti. Prvnim krokem je piiprava
pracovniho roztoku Qubit™ Working Solution a druhym krokem méfeni na fluorometru.

Pouzité reagencie jsou vypsané v tabulce 3. (tab. 3)
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Tabulka 3: Reagencie Qubit™ Assays a jejich skladovani

Reagencie: Skladovani:
Qubit™ dsDNA BR reagent pokojova teplota
Qubit™ dsDNA BR buffer pokojova teplota
Qubit™ dsDNA BR Standard #1 pii4°C

Qubit™ dsDNA BR Standard #2 pii4°C

Pfed vlastnim meéfenim jsme vytemperovala standardy na pokojovou teplotu a pro kazdy
vzorek jsem si pfipravila pfedepsané mikrozkumavky Qubit™ assay tubes. Pro kazdy vzorek
(popt. standardu) jsem napipetovala 199 pl Qubit™ dsDNA BR bufferu a 1 pl Qubit™
dsDNA BR reagentu do pracovni 1,5 ml plastové mikrozkumavky. Smés jsem zvortexovala
po dobu 15 sekund a zcentrifugovala na stolni centrifuze. Pro méfeni standardu jsem
napipetovala do ptipravenych mikrozkumavkek Qubit™ assay tubes 190 pl piipraveného
pracovniho roztoku a do jedné 10 pl Qubit™ dsDNA BR Standard #1 a do druhé Qubit™
dsDNA BR Standard #2. Pro méfeni vzorku jsem do mikrozkumavky napipetovala 198 pl
pracovniho roztoku a 2 ul DNA. Mikrozkumavky jsem kratce zvortexovala a zcentrifugovala
a po 2 minutové inkubaci jsem vzorky zméfila. Hodnoty zméfené koncentrace jsou uvedeny

v tabulce 4, ktera je pfilozena v piiloze. (tab. 4)

6.3 Priprava a provedeni gelové elektroforézy

Pouzité reagencie jsou vypsané v tabulce 5. (tab. 5)

Tabulka 5: Reagencie pro gelovou elektroforézu a jejich skladovani

Reagencie: Skladovani:
Crystal 10x TBE Buffer - prasek pokojova teplota
10x TBE - roztok piipraveny z Crystal 10x | pokojova teplota
TBE Buffer

Pracovni roztok 1x TBE pokojova teplota
Agar6zové tablety pokojova teplota
DNA Loading Buffer Blue pokojova teplota

Midori Green Advanced DNA Stain a 100 bp | 4°C; pokojova teplota
DNA LADDER H3RTU

10x TBE pufr byl pfipraven rozpusténim prasku Crystal 10x TBE Buffer v deionizované vodé

a doplnénim touto vodou na celkovy objem 1 litr.
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Ptiprava pracovniho roztoku Ix TBE: Do sklenéné lahve o objemu 0,5 1 jsem pomoci

odmérného valce nalila 50 ml 10x TBE pufru a pridala 450 ml destilované vody.

Ptiprava 4% gelu: Do plastové kadinky jsem vlozila 4 agar6zové tablety 0 hmotnosti 0,5 g a
k nim jsem piidala 50 ml 1x TBE pufru. Tablety jsem nechala volné rozpustit a poté jsem
smes zahiivala v mikrovinné troubé na maximalni ohfev az se agardza uplné rozpustila a
vznikl prahledny gelovy roztok bez bublin. Do néj jsem ptidala 20 ul Midori Green Advanced
DNA Stain , roztok jsem promichala a nechala kratce zchladnout. Po zchladnuti jsem roztok
nalila do pfedem piipravené elektroforetické podlozky, vlozila jsem hiebeny a popf. jsem
Spachtlickou odstranila zbylé bubliny. Gel jsem nechala ztuhnout ve tmé ptiblizné 10 — 15
minut. Ze ztuhlého gelu jsem odstranila hieneny a gel vlozila do elektroforetické vany, ktera
obsahovala 1x TBE pufr. Zkontrolovala jsem, jestli je hladina TBE pufru minimaln¢ 3 mm
nad gelem, popt. jsem 1x TBE do vany dolila. Pfipravila jsem pro kazdy vzorek mimo
markeru 1 pl vkladaciho pufru (DNA Loading Buffer Blue) a ten jsem smichala s 5 ul PCR
produktu a vSe jsem napipetovala do jamky. Do posledni nebo prvni jsem napipetovala 5 pl
markeru (100 bp DNA LADDER H3RTU) pro uréeni velikosti PCR produktti. Po spusténi
elektroforézy jsem mohla jeji priibéh sledovat pomoci specialniho iluminatoru (Mupid™ LED
[Muminator). Po skonceni elektroforézy jsem gel pfenesla na detekéni systém (FastGene®
GelPic LED Box), ktery mi umoznil vyfoceni gelu na pamétovou kartu a tim padem i dalsi

zpracovani a vyhodnoceni vysledkit PCR pomoci pocitace.

6.4 Reverzni hybridizace na stripu

Vysettované mutace a polymorfismy jsem detekovala pomoci certifikovaného Kitu CVD Strip
Assay dle protokolu dodaného vyrobcem (ViennalLab) metodou reverzni hybridizace.
Principem metody je ziskat, pomoci multiplex PCR s biotinem znacenymi primery,
namnozené a oznafené cilové sekvence genll, které nasledné hybridizuji ke specifickym
oligonukleotidim imobilizovanym na prouzcich stripu. Specifickd hybridizace je
vizualizovana pomoci streptavidin-alkalické fosfatdzy a barevného substratu obsahujici

chromogen (BCIP/NTB)

CVD Strip Assay umoziuje detekovat zmeény v genech pro FV Leiden, FV R2 haplotyp,
protrombin, FXIII, B-fibrinogen, PAI-1, HPA-1, MTHFR 677, MTHFR 1298, ACE, Apo B,
Apo E. (obr.1)
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Obrazek 1: Sablona stripu k odegitani vysledki

Pouzité reagencie jsou vypsané v tabulce 6. (tab. 6)

Tabulka 6: Reagencie CVD Strip Assay (Viennalab) a jejich skladovani

Reagencie: Skladovani:

Tagq DNA polymerase -20°C

o

Taq Dilution Buffer

o

Amplification mix A (Zluté vicko)

o

Amplification mix B (zelené vicko)

o

Hybridization Buffer

o

Wash Solution B

o

DNAT

o

Conjugate Solution

o

4
4
4
4

Wash Solution A 4°
4
4
4
4

elleliolieliolielelielle]

Color Developer
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PCR amplifikace

Pro kazdy vzorek jsem si ptipravila 2 PCR zkumavky (0,2 ml) a fadné je popsala. Dale jsem
nafedila Taq polymerazu na potfebnou koncentraci 0,2 U/ul a to smichanim 0,4 pl Taq
polymerazy a 9,6 ul Taq Dilution Bufferu pro jeden vzorek. V chladicim stojanku jsem do
PCR zkumavky oznacené jako mix A napipetovala 15 ul Amplification mix A (zluté vicko), 5
pl natedéné Taq polymerazy a 5 ul DNA. Do zkumavky mix B jsem napipetovala 15 pl
Amplification mix B (zelené vicko), 5 pl natedéné Taq polymerazy a 5 ul DNA. Ob¢
zkumavky jsem zvortexovala, kratce zcentrifugovala a vlozila do termocykleru, kde jsem

spustila pfislusny program. (tab. 7)

Tabulka 7: Prabéh PCR programu

1 cyklus cas teplota
Pocatecni denaturace 120 s 94°C
35 cykli

Denaturace 15s 94°C
Anealing 30s 58°C
Extenze 30s 72°C

1 cyklus

Terminalni extenze 180 s 72°C

Po ukonceni PCR programu jsem provedla kontrolu PCR produkti elektroforézou na 4%
agarozovém gelu. Do jamek jsem napipetovala 5 ul PCR produktu mixu A, 5 ul PCR
produktu mixu B a 5 pl hmotnostniho markeru. Po vyfoceni gelu jsem ovéfila vysledek
velikosti PCR produktii. V amplifikaénim mixu A by méli vychdzet produkty o velikosti —
134 bp, 156 bp, 173 bp, 202 bp, 223 bp, 254 bp, 297 bp a 324 bp a v amplifikaénim mixu B —
225 bp, 248 bp, 283 bp, 346 bp (obr 2.).
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marker mix A mix B mix A mix B

Obrazek 2: PCR produkty amplifikaéniho mixu A a mixu B

6.5 Hybridizace

Nejprve jsem si nastavila vodni ldzen na 46° C a zkontrolovala jsem, jestli vodni hladina
dosahuje minimalné do poloviny vysky hybridiza¢nihi korytka. Hybridization Buffer a Wash
Solution A jsem vlozila do vodni 1azné¢ a ptedehtala je na 46° C. Testovaci stripy, DNAT,
Conjugate Solution, Wash Solution B a Color Developer jsem nechala vytemperovat na

pokojovou teplotu.

Do hybridiza¢niho korytka jsem napipetovala 10 ul DNAT, pfimo do kapky DNAT pftidala 10
pl amplifikaéniho mixu A a 10 pl amplifika¢niho mixu B. Roztok, ktery zistal modry, jsem
nechala inkubovat pfi pokojové teplot¢ 5 minut. Nasledné jsem ptidala 1 ml Hybridization
Bufferu vytemperovaného na 46° C a jemné jsem zamichala korytkem, nez zmizela modra
barva. Pinzetou jsem vyndala testovaci strip a vlozila jsem ho do hybridizacniho korytka.
Korytko jsem polozila do vodni 14zné a nechala inkubovat 30 min. pfi 46° C s tfepanim cca
50 rpm. Po uplynuti inkuba¢ni doby jsem pipetou odsala roztok a nahradila jsem ho 1 ml
Wash Solution A. Testovaci prouzek jsem v ném pouze na 10 sekund opléachla a pak jsem ho
odséla pipetou. Znovu jsem do korytka napipetovala 1 ml Wash Solution A a nechala korytko
inkubovat po dobu 15 min. pfi 46° C s tfepanim cca 50 rpm. Tento krok jsem jesté jednou
zopakovala. Po odsati Wash Solution A jsem do korytka ptidala 1 ml Conjugate Solution a
dala inkubovat na tfepacku pii pokojové teploté. Po odsati tekutiny jsem do korytka

napipetovala 1 ml Wash Solution B a po 10 sekundach jsem roztok zase odsala. Znovu jsem
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do korytka napipetovala 1 ml Wash Solution B pii pokojové teploté nechala inkubovat 5 min.
na tfepacce. Tento krok jsem jest¢ jednou zopakovala. Po odsati Wash Solution B jsem do
korytka napipetovala 1 ml Color Developer a ve tmé&, pii pokojové teploté na tiepacce jsme
korytko dala inkubovat na 15 min. Pfi pozitivni reakci se prouzky na stripu zbarvi do fialové
barvy. Pied nalepenim stripu na laboratorni protokol jsem ho oplachla destilovanou vodou a

vysusila filtra¢nim papirem.

6.6 Odecitani vysledki
Pro kazdy polymorfismus (s vyjimkou Apo E) jsou na stripu 2 sondy, jedna odpovida
standardni a druha mutované alele. Na zaklad¢ pozitivni viditelné hybridizace na stripech

jsem odecetla genotyp daného pacienta. (obr. 3; tab. 8)

NOR HET HOM
mutant
wild type

Obrazek 3: Pozitivni vizualizace prouzkii na stipu

Tabulka 8: Ur¢ovani genotypt u polymorfisma

Wild type line Mutant line Genotyp
NOR pozitivni negativni normalni
HET pozitivni pozitivni heterozygot
HOM negativni pozitivni mutovany homozygot

U polymorfismu Apo E jsou zndmy 3 izoformy, které se li§i pfitomnosti aminokyselin
cysteinu nebo argininu v polohach 112 a 158 aminokyselinového fetézce. (tab. 9) Rozlisujeme
tedy 6 ruznych genotypi: E2/E2; E3/E3; E4/E4; E2/E3; E2/E4; E3/E4. (obr. 4)

Tabulka 9: Rozdily mezi izoformami Apo E

E2 112 — Cys; 158 — Cys prouzky —1a3
E3 112 — Cys; 158 — Arg prouzky —1 a4
E4 112 — Arg; 158 — Arg prouzky —2 a 4
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E2/2 E2/3 E2/4 E3/3 E34 E4/4
ApOE line 1|—|
ApoE line 2 (S
ApOE line 3
ApoE line 4 |_|

Obrazek 4: Urceni genotypu u Apo E
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7 Vysledky

Gelova elektroforéza

Kontrola PCR produktii probihala pomoci gelové elektroforézy. Na 4% agar6zovy gel bylo
naneseno 5 ul PCR produktu mixu A a 5 pl PCR produktu mixu B. Piiklad gelové
elektroforézy pro dva rizné experimenty je znazornén na obrazku. (obr. 5) Po provedeni
multiplex PCR v pfipadé¢ mixu A mélo byt detekovano na gelu 8 riznych PCR produktd a

Vv pfipadé mixu B pak 4 riizné amplifika¢ni produkty.

1. mix A 1.mixB 2. mix A 2. mix B

Obrzizek, 5: Kontrola PCR produktti ziskanych pomoci certifikovaného kitu CVD Strip
Assay. U prvniho mixu (1. mix A) vySel pouze produkt o velikosti 134 bp. U druhého
amplifika¢niho mixu A (2. mix A) vysli v§echny pozadované produkty o velikosti — 134 bp,
156 bp, 173 bp, 202 bp, 223 bp, 254 bp, 297 bp a 324 bp. U obou mixd B (1. mix B i 2. mix
B) také vysli pozadované produkty 0 velikosti 225 bp, 248 bp, 283 bp a 346 bp.
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Po provedeni reverzni hybridizace na stripech neprobéhla hybridizace u 1. experimentu (Strip
14) pro n¢kolik genti. Naopak u 2. Experimentu (strip 15) miizeme na stripu odecist v§echny

vysledky. (obr. 6)

Obrazek 6: Porovnani reverzni hybridizace na stripu €. 14, kde nebyly amplifikovany nékteré

PCR produkty a stripu €. 15, kde amplifikace probéhla spravné.

Na stripu ¢. 14 nebyly detekovany geny pro FV Leiden, FXIII, B-fibrinogen a Apo B.
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Faktor V Leiden (G1691A)
Leidenska mutace je zptisobena substituci na pozici 1691 (G — A), kde alela G je standardni
a alela A mutantni. Pocet osob s danym genotypem je uveden v tabulce. (tab.10) U 2

experimentt neslo odecist vysledek. Mutovany homozygot nebyl v souboru detekovan.

Tabulka 10: Pocet osob s jednotlivymi genotypy FV Leiden

FV Leiden (G1691A)

Pocet osob s danym genotypem | Celkem

GG GA AA

49 7 0 56

V grafu 1 jsou uvedeny hodnoty genotypové frekvence pro FV Leiden. (obr. 7) Vypocétem
zjisténd hodnota genotypové frekvence pro wild type (GG) je 0,875 a pro heterozygotni
variantu (GA) 0,125. Procentualni zastoupeni heterozygotni varianty v souboru pacientd
GENLABS s.r.o. ¢ini 12,5 %, coz odpovida publikovanym vysledkim Penky (2011) o

vyskytu Leidenské mutace v heterozygotni varianté v kavkazské populaci.

FV Leiden (G1691A)

0,8 1
0,7 -
0,6 1
0,5 1
0,4 -
0,3 -
0,2 -

FV Leiden (G1691A)

RRRNNANY

-

O T T T
GG GA AA

Obrazek 7: Graf genotypové frekvence FV Leiden
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Faktor V R2

Dalsi mutaci ve faktoru V je mutace FV R2, ktera je zptsobena substituci adeninu za guanin
v pozici 4070. Tabulka 11 zobrazuje pocet osob s danym genotypem, kde genotyp AA je wild
type, GA je heterozygotni varianta a GG mutovana. (tab. 11) U 4 experimentd nebylo mozné

odecist vysledek. Homozygotni varianta mutace nebyla detekovana.

Tabulka 11: Pocet osob s jednotlivymi genotypy FV R2

FV R2 (H1299R)

Pocet osob s danym Celkem
genotypem
AA GA GG
41 13 0 54

V grafu 2 jsou uvedeny vypocéitané genotypové frekvence FV R2. (obr. 8) Pro wild type (AA)
je to hodnota 0,759 a pro heterozygotni variantu (GA) 0,241. Procentudlni zastoupeni
heterozygotni varianty GA je 24,1 %. V hodnoceném souboru je vyskyt heterozygotni
varianty FV R2 vys§i nez v ptipad¢é FV Leiden.

FV R2

0,8 -

0,7 A

0,6

0,5

FV R2
0,4

0,3

0,2

ARRNNN

0,1

AA GA GG

Obrazek 8: Graf genotypové frekvence FV R2
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Protrombin

Substituéni bodova mutace v genu pro protrombin vznika nahradou guaninu za adenin
v pozici 20210. Tabulka 12 zaznamenava pocet osob s danym genotypem. Genotyp GG je
povazovan za wild type. (tab. 12) Heterozygotni a homozygotni varianta genotypu nebyla

V souboru detekovana.

Tabulka 12: Pocet osob s jednotlivymi genotypy FII Protrombin

FIl Protrombin (G20210A)

Pocet osob s danym Celkem
genotypem
GG GA AA
57 0 0 57

V grafu 3 je vypocitina hodnota genotypové frekvence FII protrombin, kterd je pro
hodnoceny soubor, rovna 1. (obr. 9) V hodnoceném souboru nebyla detekovana mutantni
alela v zadné varianté. Dle Penky (2011) se jedna o druhy nejcastéjsi geneticky faktor, ktery
je spojen szilni trombozou. Pro potvrzeni tohoto tvrzeni by bylo zapotiebi rozsifeni

studovaného souboru pacientu.

F Il Protrombin

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0.1 A A

GG GA AA

F 11 Protrombin

INENNNNN

Obrazek 9: Graf genotypové frekvence FII Protrombin

41



FXII

Zaména aminokyseliny valinu za leucin v genu pro FXIII je zptisobena substituci (G—T) na
163. pozici v polynukleotidovém fetézci. Tabulka 13 obsahuje pocet osob s danym
genotypem FXIII Val34Leu. (tab. 13) Alela G je povazovana za wild type, jelikoz odpovida
puvodni aminokyselin¢ valinu a alela T pfedstavuje substituci vyménény leucin. Tento
polymorfismus nebylo mozné detekovat u sedmi experimentl, coz je nejvice ze vSech

testovanych mutaci.

Tabulka 13: Pocet osob s jednotlivymi genotypy FXIII

FXI11 (Val34Leu)

Pocet osob s danym Celkem
genotypem
GG GT 1T
7 21 3 51

Graf obsahuje vypocitané hodnoty genotypové frekvence, které jsou pro wild type (GG)
0,529, pro heterozygotni variantu 0,412 a mutantni variantu 0,059. (obr. 10) Vyskyt
aminokyseliny leucinu mé za nasledek mirny protektivni ucinek proti IM. (Shafey, 2007;
Chen, 2014) V souboru testovanych pacienti mélo genotyp GT, tedy aminokyseliny
valin/leucin 41 % pacientti a wild type genotyp GG 53 % pacientii. Nejméné Casty byl vyskyt

genotypu TT, ktery se v souboru objevil u 6 % pacientd

FXII1 (Val34Leu)

0,6

0,5 -

0.4

03 | FXI11 (Val34Leu)

0,2

NN\

0,1

GG GT TT

Obrazek 10: Graf genotypové frekvence FXIII
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p-fibrinogen

Polymorfismus v promotoru genu pro B-fibrinogen je zptsoben substituci (G—A) v pozici
-455. Tabulka zaznamenava pocet osob s jednotlivymi genotypy B-fibrinogenu, pficemz
genotyp GG je wild type a genotyp AA je povazovan za mutantni. (tab. 14) U 6 experimenti

nebylo mozné polymorfismus detekovat.

Tabulka 14: Pocet osob s jednotlivymi genotypy B-fibrinogen

B-Fibrinogen (-455 G>A)

Pocet osob s danym Celkem
genotypem
GG GA AA
17 33 2 52

Graf znazoriuje genotypové frekvence B-fibrinogenu, jejichz hodnoty byly vypoditany pro
wild type (GG) 0,327, heterozygotni variantu 0,635 a mutantni variantu 0,038. (obr. 11) Alela
A je spojena se zvySenou hladinou fibrinogenu v plazmé, a proto je povazovana za rizikovy
faktor pro rozvoj KVO. Ve studovaném souboru pacientd byla nejvice zastoupena
heterozygotni varianta, ktera tvotila 63 % z celkového poctu souboru. Homozygotni varianty
GG a AA predstavuji 33 % a 4 % ze studovaného souboru. Heterozygotni variantu
polymorfismu B-fibrinogenu -455 G>A muizeme zafadit mezi nejvice se vyskytujici rizikové

faktory pro kardiovaskularni onemocnéni ve studovaném souboru.

p-fibrinogen

0,6 1

0,5 1

0417 B-fibrinogen
0,3 '/

0,2 1

0,1 1

GG GA AA

Obriazek 11: Graf genotypové frekvence B-fibrinogen
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Inhibitor aktivatoru plazmogenu-1 (PAI-1)
Polymorfismus 4G/5G se tyka promotoru genu PAI-1, kde je v pozici -675 bp delece guaninu
oznacovana jako alela 4G, oproti standardni alele 5G, ktera je tvoiend sekvenci péti za sebou

jdoucich guanint. Tabulka udava pocet osob s jednotlivymi genotypy PAI-1. (tab. 15)

Tabulka 15: Pocet osob s jednotlivymi genotypy PAI-1

PAI-1 (4G/5G)

Pocet osob s danym genotypem | Celkem

5G/5G 5G/4G 4G/4G
10 34 14 58

V grafu jsou uvedeny hodnoty genotypové frekvence pro polymorfismus PAI-1 4G/5G. (obr.
12) Pro wild type genotyp (5G/5G) je genotypova frekvence 0,172, pro heterozygotni variantu
hodnota 0,586 a pro mutovanou variantu 0,242. Ve studovaném souboru byla nejcetnéjsi
heterozygotni varianta (4G/5G), ktera tvofila 59 % souboru. Nejmensi ¢etnost mél wild type
genotyp (5G/5G), ktery predstavoval 17 % souboru. Mutovana varianta tvofila 24 %
studovaného souboru. Homozygotni varianta 4G/4G zptsobuje o 25 % zvysenou koncentraci
PAI-1 v plazmé, oproti homozygotni varianté¢ 5G/5G, a proto je spojena s moznym rizikem

vzniku KVO. Heterozygotni varianta genotypu 4G/5G pfedstavuje rovenh mezi nimi.

PAI-1

0,6 -

0,5

0,4 -

PAI-1
0,3 A

0,2 -/
0,1 -

5G/5G 4G/5G 4G/4G

Obrazek 12: Graf genotypové frekvence PAI-1
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Antigeny krevnich desti¢ek (HPA-1)

Polymorfismus HPA-1 je tvofen dvéma alelami. Alela HPA-la obsahuje v pozici 33 2
podjednotky allbb3 integrinu GP Illa leucin, kdezto alela HPA-1b je v této pozici
charakterizovana substituci leucinu za prolin. Tabulka obsahuje pocet osob s danym

genotypem. (tab. 16)

Tabulka 16: Pocet osob s jednotlivymi genotypy HPA-1

HPA-1 (a/b)
Pocet osob s danym Celkem
genotypem
ala alb b/b
37 20 1 58

Graf znazoriiuje hodnoty genotypovych frekvenci polymorfismu HPA-1, které jsou pro wild
type (a/a) 0,638, pro heterozygotni variantu (a/b) 0,345 a pro mutovanou variantu 0,017. (obr.
13) Nejcastéjsi v studovaném souboru je wild type, ktery zastupuje 64 % souboru. Oproti

tomu mutovana variantu je zastoupena pouze 2 %. Heterozygotni varianta je tvotena 34 %.

HPA-1

0,7

0,6

0,5

0,4 HPA-1

0,3

NN\

0,2

0,1

ala a/b b/b

Obrazek 13: Graf genotypové frekvence HPA-1
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MTHFR (C677T)

Polymorfismus MTHFR C677T je charakterizovan vymeénou cytosinu za thymin v pozici 677
v genu pro MTHFR. Tim dochdzi k substituci alaninu za valin, vznika termolabilni varianta
MTHFR s defektem remetylace a mize dochazet ke zvyseni koncentrace homocysteinu. Alela
C je povazovanaza wild type, kdezto alela T za mutovanou. V tabulce jsou znazornény pocty
0sob s jednotlivymi genotypy MTHFR C677T. (tab. 17) U 2 experimentd nebylo mozné

odecist vysledek.

Tabulka 17: Pocet osob s jednotlivymi genotypy MTHFR C677T

MTHFR (C677T)

Pocet osob s danym

Celkem
genotypem
CcC CT TT
18 28 10 56

V grafu jsou vypocitany hodnoty genotypové frekvence. (obr. 14) Pro wild type (C/C) je to
hodnota 0,321, pro heterozygotni variantu (C/T) 0,500 a mutovanou variantu (T/T) 0,179.
V béloSskeé populaci je uvadéna frekvence vyskytu heterozygotni varianty (C/T) v rozmezi
30 — 55 %. Vyskyt mutované varianty je v rozmezi 4 — 25 %. Ve studovaném souboru tvoii
heterozygotni varianta genotypu 50 % a varientni genotyp 18 %. Popsana frekvence vyskytu

tedy koreluje s nasimi vysledky.

MTHFR (C677T)

0,5
0,45 -
0,4 -
0,35 -
0,3 -
0,25 A
0,2
0,15
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MTHFR (C677T)

N\

CIC CIT T/T

Obrazek 14: Graf genotypové frekvence MTHFR C677T
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MTHFR (A1298C)

Dalsi polymorfismus v genu pro MTHFR vznika substituci adeninu za cytosin v pozici 1298
nukleotidového fetézce, ¢imz dochazi k zaméné glutamatu za alanin. Tento polymorfismus,
stejné jako polymorfismus MTHFR C677T, redukuje aktivitu enzymu MTHFR. Tabulka
obsahuje pocet osob s danym genotypem. (tab.18)

Tabulka 18: Pocet osob s jednotlivymi genotypy MTHFR A1298C

MTHFR (A1298C)

Pocet osob s danym

Celkem
genotypem
AA AC CcC
22 29 7 58

V grafu jsou zaznamenany hodnoty genotypovych frekvenci MTHFR (A1298C). (obr. 15) Pro
wild type genotyp (A/A) je to hodnota 0,379, pro heterozygotni variantu (A/C) 0,500 a pro
mutovanou variantu 0,121. V bélosské populaci je uvadéna frekvence vyskytu heterozygotni
varianty (A/C) v rozmezi 4 — 25 %. Vyskyt mutované varianty je v rozmezi 10 — 12 %. Ve
studovaném souboru jsme detekovali 50 % pacienti s heterozygotni variantou genotypu, coz
je 1x vice nez jaka je uvadéna frekvence vyskytu v bélosské populaci. Pro potvrzeni ¢i
vyvraceni uvadéné frekvence vyskytu by bylo zapotiebi rozsitit studovany soubor. Varientni

genotyp jsme detekovali u 12 % pacientli souboru.

MTHFR (A1298C)
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Obrazek 15: Graf genotypové frekvence MTHFR A1298C
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Angiotenzin konvertujici enzym (ACE)

Polymorfismus ACE I/D je charakterizovan inzerci (I) nebo deleci (D) 287-bp Alu repetitivni
sekvence. V tabulce jsou uvedeny pocty o0sob s jednotlivymi genotypy. (tab. 19) Alela D

inzeréné/dele¢niho ACE polymorfimu je spojena s vyssi koncentraci ACE v plazmé a tim je

zvyseno riziko infarktu myokardu.

Tabulka 19: Pocet osob s jednotlivymi genotypy ACE (Ins/Del)

ACE (Ins/Del)

Pocet osob s danym Celkem
genotypem
I/l I/D D/D
7 36 15 58

Graf obsahuje genotypové frekvence ACE (I/D), jejichz hodnoty pro wild type (I/I) jsou
0,121, pro heterozygotni variantu (I/D) 0,621 a pro mutovanou variantu (D/D) 0,258. (obr. 16)
Genotyp D/D zpisobuje dvakrat vyssi koncentraci ACE v plazmé neZ je tomu u genotypu I/1.
Ve studovaném souboru se nejcastéji vyskytuje genotyp I/D, ktery tvoii 62 % souboru.

Mutovand varianta D/D tvoti 26 % souboru pacientll a wild type I/I se vyskytuje pouze u 12

% souboru pacientd.
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Obrazek 16: Graf genotypové frekvence ACE (Ins/Del)

48




Apolipoprotein B-100 (R3500Q)

Polymorfismus Apo B-100 vznika substituci argininu za glutamin v kodonu 3500, ¢imz

dochazi ke snizeni vaznosti Apo B-100 na LDL receptor. Tabulka ukazuje pocet osob

s jednotlivymi genotypy Apo B-100, kde alela A je wild type a alela G mutovana. (tab. 20)

Tabulka 20: Pocet osob s jednotlivymi genotypy Apo B-100 (R3500Q)

Apo B-100 (R3500Q)

Pocet osob s danym

Celkem
genotypem
AA GA GG
54 0 0 54

Graf zobrazuje vypocet genotypovych frekvenci Apo B-100 (R3500Q). (obr.

17)

V studovaném souboru byl detekovan pouze wild type genotyp (A/A), a proto je hodnota

genotypové frekvence 1.
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Obrazek 17: Graf genotypové frekvence Apo B-100 (R3500Q)
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Apolipoprotein E

U Apo E jsou znamy 3 izoformy, které se liSi pfitomnosti aminokyseliny cysteinu nebo
argininu v polohach 112 a 158. Izoforma Apo E2 ma aminokyselinu cystein v obou polohach,
izoforma E3 ma v poloze 112 cystein a v poloze 158 arginin a izoforma E4 ma pfitomny
arginin v obou polohach. Proto miizeme detekovat 6 riznych genotypu: E2/E2; E3/E3; E4/E4;
E2/E3; E2,E4; E3/EA4. (tab. 21)

Tabulka 21: Pocet osob s jednotlivymi genotypy Apo E

Apo E
Pocet osob s danym genotypem | Celkem
E2/E2 E2/E3 E2/E4
0 4 0
E3/E3 E3/E4 E4/E4
44 8 2 58

Graf obsahuje vypocitané genotypové frekvence Apo E. (obr. 18) Za wild type je povazovan
genotyp E3/E3 a jeho hodnota genotypové frekvence je 0,759. Ostatni hodnoty genotypovych
frekvenci jsou pro E4/E4 0,034, E2/E3 0,069 a E3/E4 0,138. Nejcetnéjsi v bézné populaci je
alela E3, kterou v Cetnosti nasleduje alela E2. Nejméné cetnd je alela E4. V testovaném
souboru se nejvice vyskytoval genotyp E3/E3 - 76 %. To odpovida tvrzeni, Ze alela E3 je
Vv bézné populaci nejcetnéjsi. Druhym nejcetnéjSim genotypem je E3/E4 — 14 %. Nasleduji
genotypy E3/E2 — 7 % a E4/E4 — 3 %. Genotypy E4/E2 a E2/E2 v testovaném souboru nebyly

zjistény.
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Obrazek 18: Graf genotypové frekvence Apo E
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8 Diskuze

Geneticky screening nejcastéjsich gentl, které plisobi predispozi¢né pro trombofilii (faktor V a
protrombin), se stava nezbytnym v klinické praxi. OvSem rozsifenéj$i geneticky panel
umoznujici detekci SirSiho spektra mutaci nebo polymorfismi, které ma;ji urcity vliv na rozvoj
KVO, je lepsi variantou, jak predejit ¢i oddalit vznik KVO. Dale je zde uveden vybér

nejcastejSich mutaci, které souviseji s KVO, ale prilis Casto se nevysetiuji.

Mutace F XIII ma jisty protektivni ucinek pted IM. Polymorfismus Val34Leu snizuje
stabilitu krevni srazeniny modifikaci struktury zesiténého fibrinu, coz zplisobuje spontanni
krvaceni a pravé toto muze byt povazovano za protektivni pied trombofilnimi stavy.
(Mahfouz et al., 2008) Heterozygotni variantu genotypu s protektivni alelou T mélo ve
studovaném souboru 41 % pacienti. Mizeme tedy usuzovat, ze se jednd o pomérné Casty

genotyp, ktery pisobi protektivné proti KVO.

B-fibrinogen je dalsi protein, ktery ma vliv na trombotické ptihody, kde nejbéznéjsi mutace
(-455 G>A) je spojena se zvySenym rizikem Zilni tromboembolie. (Shammaa et al., 2008a)
Mutovand ¢i heterozygotni varianta genotypu p-fibrinogenu je spojovana se zvySenou
hladinou fibrinogenu, coZ je povaZovano za rizikovy faktor pro rozvoj KVO. (Behague, 1996;
De Maat et al., 1998) V testovaném souboru byla heterozygotni varianta genotypu nejéastéjsi
(63 %), a proto by tento polymorfismus nemél byt opomijen pii zjistovani predispozic ke
KVO.

Dalsi polymorfismus PAI — 1 (4G/5G) také piispiva k vyskytu trombotickych piihod a to
zvySenim hladiny PAI — 1, coz ma za nasledek nadmérné hromadéni fibrinu. (Shamma et al.,
2008b) Udaje z testovaného souboru ukazaly, Ze mutovana alela 4G se vyskytuje velmi &asto.
Heterozygotni varianta genotypu (4G/5G) byla detekovana u 59 % pacienti a mutovana
varianta (4G/4G) u 24 % pacienti. Ztoho lze usuzovat, ze se jedna o druhy

nejfrekventovanéjsi rizikovy faktor pro KVO.

Dalsi dulezity polymorfismus detekovany pomoci CVD Strip Assay je inzeréné/delecni ACE
polymorfismus, jehoz mutovana alela D ma vliv na zvyseni koncentrace ACE v plazmé¢ a tim
je spojena se zvySenim rizikem IM. (Chen, 2013) Aktivita ACE se liS§i v zédvislosti na
(Sabbagh et al., 2007b) Sabbagh et al. (2007b) tvrdi, ze genotyp D/D zvySuje riziko zilni

trombdzy piiblizné 11X. V testovaném souboru byl mutovany genotyp zjistén u 26 % pacientil
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a heterozygotni genotyp u 62 % pacientll. Ob¢ varianty byly ¢etnéjsi nez wild type (12 %).

Jedna se o nejcastéjsi rizikovy faktor v studovaném souboru.

Apo E je protein, ktery plni diileZitou ulohu p#i metabolismu cholesterolu a triglyceridii. (Zak
et al,, 2011) Pfitomnost urc¢ité izoformy Apo E (E2, E3 nebo E4) muze bud pisobit
protektivné proti KVO (izoforma E2) nebo naopak zvysit riziko KVO (izoforma E4)
(Lehtinen et al., 1995; Mendes-Lana et al., 2007) V testovaném souboru byl nejcastéjsi wild
type genotyp E3/E3 (76 %). Piekvapenim bylo, Ze druhym nej¢astéjSim genotypem byl E3/E4
(14 %), 1 pies tvrzeni Gerdes et al. (1992) a Burman et al. (2009), Ze druha nejcastéjsi alela je
E2. Genotyp E3/E2 byl u 7 % pacientl a genotyp E2/E2 nebyl vibec detekovan. Pfi¢emz
genotyp E4/E4 byl zjistén u 3 % pacient. OvSem vysledky Cetnosti alel mohou byt zkreslené

nizkym poctem testovanych pacientd.

Zavedeni rozsifeného panelu kardiovaskularnich onemocnéni do rutinnich, molekularné-
diagnostickych testi muize byt piinosné pro detekci pacientd s genetickou predispozici pro

KVO.

Kvalita DNA nebyla u vSech pfipadi zcela optimalni a tim mohla byt ztizena nésledna
amplifikace v prib&hu multiplex PCR, jelikoz PCR produkt nevysel dle o¢ekavani. U 19 %
vzori nedoSlo k nahybridizovani DNA u wurcitych polymorfismii zifejmé z divodu
nekompletni amplifikace vSech pozadovanych PCR produkti a tudiz bylo nemozné odecist
vysledek. Nejcastéji se jednalo o F XIII, B-fibrinogen a Apo B. I pfes tyto komplikace ale
povazuji metodu (pomoci certifikovaného kitu CVD Strip Assay) reverzni hybridizace na
stripech za velmi vyhodnou, jelikoz umoznuje paralelni detekci vSech 12 mutaci ¢i
polymorfismi najednou. Uspora ¢asu je nedocenitelna, kdyz uvazime, Ze by bylo nutné pro
kazdou detekovanou mutaci provést vlastni PCR reakci. Kromé ¢asu je vyhodou 1 finan¢ni

uspora a nenaro¢nost metody na technické vybaveni laboratote.
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9 Zavér

Cilem bakalaiské prace bylo sepsani odborné resSerse na téma moznosti genetického testovani
mutaci a polymorfisma v souvislosti s kardiovaskularnim onemocnénim. Prakticka ¢ast byla
zam&fena na osvojeni vybranych molekularné — genetickych metod potiebnych k detekci

téchto mutaci.

V teoretické Casti jsem se zabyvala problematikou kardiovaskularnich onemocnéni a jejich
genetickych predispozic, tedy popsdni mutaci a polymorfismu, kter¢ s KVO souvisi. Déle
jsem se zaméfila na zpracovani vybranych molekuldrnich metod, které jsou vhodné pro

detekcei téchto mutaci.

V praktické ¢asti bylo cilem osvojeni metody reverzni hybridizace na stripech, izolace DNA,
ptiprava elektroforetické separace pro kontrolu PCR produktii. Nakonec jsem zhodnotila

vysledky reverzni hybridizace na stripech.
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11 Pfilohy

Tabulka 4: Koncentrace DNA pacienti studovaného souboru

¢islo koncentrace
vzorku ng/ul
1 70,2
2 50,8
3 22,2
4 11
5 42,6
6 21,2
7 34,6
8 20,6
9 34
10 44
11 23,6
12 94,4
13 71,2
14 16,6
15 60,4
16 38,6
17 8,52
18 23,9
19 >600
20 >600
21 >600
22 49,9
23 >600
24 49,2
25 >600
26 49,3
27 18,7
28 42,9
29 28
30 17,6
31 33,9
32 46,6
33 48,8
34 17,6
35 19,7
36 32,3
37 48,8
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Cislo koncentrace
vzorku | ng/ul
38 19,4
39 32,7
40 33,4
41 13,1
42 54
43 15,5
44 38,5
45 52
46 43,6
47 34,3
48 44,7
49 17,6
50 80,2
51 29,1
52 19,4
53 19,7
54 33,8
55 15,5
56 29,1
57 13,1
58 45,8
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12 Seznam zkratek

ACE
APC
Apo B-100
Apo B-48
Apo E
AS-PCR
CT

EKG
FDB

FH

FV

FXIII

GP

HDL
HPA-1
IDL
ICHS

KVO
LDL

LIC

LS
MTHFR
NAP
PAI-1

PCR
PCR-RFLP

angiotenzin konvertujici enzym
aktivovany protein C
apolipoprotein B-100
apolipoprotein B-48
apolipoprotein E

alelové specificka polymerazova fetézova reakce
capture buffer
elektrokardiogram

familiarni defekt Apo B-100
familiarni hypercholesterolémie
faktor V

faktor X111

glykoprotein

lipoprotein o vysoké hustoté
antigeny krevnich desti¢ek
lipoproteiny o stiedni hustoté
ischemicka choroba srdecni
infarkt myokardu

kardiovaskularni onemocnéni
lipoproteiny o nizké hustoté

laboratorni identifika¢ni ¢islo

lysis buffer

metylentetrahydrofolat reduktaza
nestabilni angina pectoris

inhibitor aktivatoru plazmogenu — 1

polymeréazova fetézova reakce

polymerazova fet€zova reakce — polymorfismus délky restrik¢énich fragmentt
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PK proteinase K

RAS systém renin-angiotenzin-aldosteron
TE re-hydration buffer
VLDL lipoproteiny o velmi nizké hustoté
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