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Analyza polymorfismu genu NQO1 pomoci metody PCR

Abstrakt

NQO1l je gen, jehoz translaénim produktem je enzym NAD(P)H:chinon-
oxidoreduktaza 1 (NQOI1), ktery se svoji funkci podili na ochrané¢ buiky vici
oxida¢nimu stresu n¢kolika zplisoby. Nejen, ze dokaze detoxikovat nebezpecné chinony
pochézejici z vnéjsiho, ale i vnitiniho prostfedi a tim zamezuje vzniku meziproduktt
semichinont, které tvofi reaktivni formy kysliku. Podili se také na stabilizaci dilezitych
antioxidantt a transkripéniho faktoru proteinu p53. Tyto funkce fadi gen NQO1 a jeho
produkt mezi hlavni ochranné faktory buniky pifed moznym vznikem rakoviny vyvolané
v disledku pisobeni oxidacniho stresu. Navic bylo prokdzano, Zze u nékterych typt
solidnich nadort dochazi ke zvySené expresi vysledného proteinu NQOL. Tento fakt
nabizi moZnost vyuZiti NQO1 jako bioaktivatoru 1€kl uréenych k 1é¢bé rakoviny.

Polymorfismus genu NQO1 C609T pusobi snizeni stability vysledného enzymu
NQO1, nasledné dochazi k jeho rozpadu a tim i ztraté jeho funkci. Z tohoto divodu
mohou mit nositelé tohoto polymorfismu zvysené riziko vzniku rakoviny.

Cilem mé bakalaiské prace bylo praktické zvladnuti metodiky analyzy
polymorfismu pomoci metod PCR a RFLP, osvojeni si rutinnich postupti pouzivanych v
genetické laboratofi a vypracovani odborné reSerSe na dané téma.

V teoretické €asti prace se snazim poskytnout komplexni informace o genu NQO1,
a podrobny popis funkce genového produktu. Dale popisuji vyskyt polymorfismt
v genu NQOL1, vcetné metodiky jejich detekce a jejich moznou souvislost se zvysenym
rizikem vzniku rakoviny.

V praktické ¢asti, kterou jsem vykonala v genetické laboratoii GENLABS s.r.o. v
Ceskych Budgjovicich, se zabyvam popisem piesného postupu analyzy a hodnocenim

vlastnich vysledkt

Kli¢ova slova

gen NQO1; NAD(P)H:chinon oxidoreduktaza 1; polymorfismus; oxidaéni stres, PCR,
RFLP



The gene NQOL1 polymorphism analysis using the PCR method

Abstract

The NQO1 is a gene whose translation product is the enzyme NAD (P) H quinone
oxidoreductase 1 (NQO1). The Functions of this enzyme contribute to protecting the
cell against oxidative stress in several ways. It can detoxify dangerous exogenous and
endogenous quinones, thus it avoids the formation of semiquinones intermediates, that
form reactive oxygen species. Also, it contributes to the stabilization of important
antioxidants and the transcription factor p53. These functions rank the gene NQO1 and
its product into the front of cell defense before the onset of cancer due to oxidative
stress. Additionally, it has been proven that some types of solid tumors show elevated
expression of this enzyme. This fact offers the opportunity to use NQO1 as a bio-
activator of drugs for the treatment of cancer.

The polymorphism of this gene results in a reduction in the stability of the final
product - enzyme, this leads to the disintegration of the enzyme and the loss of its
functions. For this reason, the polymorphism carriers may have an increased risk of
cancer.

The aim of the bachelor thesis was practical mastery of the methodology of
polymorphism analysis using PCR and RFLP methods, to acquire the routine
procedures of the genetic laboratory and to elaborate professional research on the topic.

In the theoretical part, | try to provide comprehensive information about the gene
NQO1 and its product, a detailed description of the function, polymorphisms, including
methods of detection and possible association with an carcinogenesis.

In the practical part that | did in genetic laboratory GENLABS, s.r.o. in Ceské
Bud¢jovice, I deal with a description of the exact process of analysis and evaluation of

my own results.

Key words

NQOL1 gene; NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1; polymorphism; oxidative stress,
PCR, RFLP
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1 Uvod

NQO1l je gen, jehoz translaénim produktem je enzym NAD(P)H:chinon-
oxidoreduktaza 1 (NQOI), ktery se svoji funkci podili na ochrané buinky vaci
oxida¢nimu stresu n¢kolika zptisoby. Nejen, ze dokaze detoxikovat nebezpecné chinony
pochézejici z vnéjsiho, ale 1 vnitiniho prostiedi a tim zamezuje vzniku meziprodukta
semichinont, které tvofi reaktivni formy kysliku. Podili se také na stabilizaci dilezitych
antioxidantt a transkripéniho faktoru proteinu p53. Tyto funkce fadi gen NQO1 a jeho
produkt mezi hlavni ochranné faktory bunky pied moznym vznikem rakoviny vyvolané
v disledku pisobeni oxidacniho stresu. Navic bylo prokdzano, Zze u nékterych typt
solidnich nadort dochazi ke zvysené expresi vysledného proteinu NQOL. Tento fakt
nabizi moZnost vyuZiti NQOI1 jako bioaktivatoru 1€kt uréenych k 1é¢bé rakoviny.

Polymorfismus genu NQO1 C609T pusobi snizeni stability vysledného enzymu
NQO1, nasledné dochazi k jeho rozpadu a tim i ztraté jeho funkci. Z tohoto divodu

mohou mit nositelé tohoto polymorfismu zvys$ené riziko vzniku rakoviny.

2 Gen NQO1

Lidsky NQO1 je gen, ktery patii do skupiny cytoprotektivnich gend. Gen je
lokalizovan na 16. chromozomu (lokus 16q22.1), obsahuje 2448 nukleotidii a koduje
274 aminokyselin s vyslednym proteinem 0 molekulové hmotnosti 30880 Da. Jedna se
o strukturni gen se Sesti exony a péti introny, jehoz vyslednym translacnim produktem
je enzym NAD(P)H:chinon oxidoreduktaza 1 (Jaiswal et al., 1998; Vasiliou et al.,
2006).

2.1 Genova exprese NQO1

Exprese genu NQOL je indukovana spoleén¢ s dal§imi geny detoxika¢nich enzymi
v odpovédi na oxidacni stres, xenobiotika, elektrofily, t€zZké kovy a radiaci (Venugopal
and Jaiswal, 1998). NQOL1 je exprimovan v mnoha tkéanich a jeho exprese je regulovana
prvkem antioxidacni odezvy (ARE), sekvenci umisténou v promotoru genu, jak v

zakladnim stavu, tak i pfi odpovédi na oxidacni stres (Nioi and Hayes, 2004).



2.2 Regulace NOQ1

Regulace exprese genu je zajiStovana signalni drahou Nrf2-Keapl/ARE (Atia et
al., 2014). Tato draha hraje vyznamnou roli jako regulator obrannych mechanismu
bunky pied elektrofilnim a oxida¢nim stresem. Hlavnimi prvky v této signalni drahy
jsou transkripéni faktor Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2), ktery se vaze
na prvek antioxidacni odezvy (ARE) v regulacnich oblastech cilového genu a Keapl
(Kelch ECH associating protein 1), ktery se jako represor vaze na Nfr2 a tim zajist'uje
jeho degradaci pomoci ubikvitin-proteazomového systému (Kansanen et al., 2013;
Pastorek et al., 2015).

Za ftyziologickych podminek je neaktivni Nrf2, lokalizovany v cytoplazmé,
navéazany s proteinem Keapl. Timto komplexem se zajiStuje konstantni hladina Nrf2.
Keapl se na Nrf2 vaze dvéma vazebnymi misty, prvni vazba s vys$si afinitou
zabezpecuje pevnou vazbu mezi Nrf2 a Keapl, druhd zajistuje spravnou orientaci
proteinového komplexu. Vazba Keapl na Nrf2 umoznuje konjugaci Cul3 E3 ligazy,
ktera nasméruje proteinovy komplex k degradaci proteazomem (Dinkova-Kostova and
Talalay, 2010; Pastorek et al., 2015).

V pripad¢é pasobeni oxidacniho stresu ¢i xenobiotik na organismus dochazi ke
zmeéné tercidrni struktury Keapl, kterd znemozni vazbu na Nrf2 a tim i jeho degradaci.
Volny Nrf2 mize byt tim padem aktivovan a piechdzet do jadra, kde se s dalSimi
proteiny vaze na ARE a spousti expresi genu (Dinkova-Kostova and Talalay, 2010;
Pastorek et al., 2015).

3 NAD(P)H:chinon oxidoreduktaza 1 (NQO1)

NAD(P)H:chinon oxidoreduktaza 1 (EC 1.6.99.2), také nazyvana DT-diaforaza ¢i
NQOI, je cytosolicky flavoprotein, ktery katalyzuje dvou nebo c¢tyt elektronovou
redukci mnoha reaktivnich chinonti na méné reaktivni formu hydrochinond. Strukturné
se jedna o homodimerni enzym s navazanym flavin adenin dinukleotidem (FAD) jako
kofaktorem (Atia et al., 2014). Redukce elektronii, kterou NQO1 katalyzuje, poméaha
buitkdm generovat vznik volnych radikal a tim chrani buiiky pted oxidacnim stresem
(Nebert et al., 2000). Enzym byl poprvé objeven v krysich tkanich a pojmenovan jako
DT-diafor4dza v roce 1958 doktory Ernsterem a Navaziem (Ernster and Navazio, 1958).

Exprimuje se ve vysokych hladinach v riznych epitelovych tkanich, ale ne ve zdravych
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hepatocytech (Atia et al., 2014). Z tohoto faktu vyplyva, ze NQO1 se nepodili na
jaternim metabolismu xenobiotik (Hayes, 2008).

3.1 Funkce NQO1

Veskeré metabolické procesy v buiice probihaji pfi redoxni rovnovaze. Po naruseni
této rovnovahy dochazi ke vzniku oxida¢niho stresu (Halliwell and Gutteridge, 2015).
Oxidacni stres se definuje jako zména poméru volnych radikald (reaktivni formy
kysliku) a antioxidacnich ochrannych prostfedkii v organismu a miize zpusobit
poskozeni tkani. Volné radikdly vznikaji v organismu jako nevyhnutelny vedlejsi
produkt mnoha biochemickych procest, v nékterych piipadech je vsak jejich vznik
zadouci, naptiklad u aktivovanych neutrofilii. Dalsi pfic¢inou vzniku volnych radikalu je

vystaveni organismu riznym xenobiotikiim ¢i elektromagnetickému zatreni (Betteridge,
2000).

hladiny antioxidantli, zvySeni hladiny reaktivnich forem kyslikatych sloucenin a tak
zvysit hladinu reaktivnich forem kysliku (ROS) (Nakamura et al., 2000). Snizeni
hladiny antioxidanti nebo zvySeni ROS je skodlivé pro normalni fungovani bunky a
zlomi a DNA aduktd) viz obr. 1. Z tohoto divodu se v bunice vyvinuly adaptivni
programy genové exprese, které brani poSkozeni buniky nasledkem oxida¢niho stresu.
Program zahrnuje nékolik skupin gent, jejichZ transkripci indukuje elektrofilni ¢i
oxidacni stres. Tyto geny koduji: enzymy metabolizujici xenobiotika, enzymy podilejici
se na obnové¢ bunéénych antioxidantl, systém reparace DNA, slozky proteazomu,
proteiny imunitniho systému (Nioi and Hayes, 2004). Do této skupiny gent patii také
gen NQOL, jehoz transla¢ni produkt NAD(P)H:chinon oxidoreduktaza 1 (NQOI1) se
podili na ochrané bunky tfemi zplsoby: zajiStuje jednokrokovou detoxikaci chinon,
udrzuje antioxidanty v jejich redukované a aktivni formé, reguluje stabilitu tumor

supresorového proteinu p53 (Dinkova-Kostova and Talaly, 2000; Ross et al., 2000)
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Obrézek 1.: Mozné poskozeni buiiky plisobenim oxidacniho stresu (volnych radikall)

(Rokyta et al., 2011)

3.1.1 Detoxikace chinonii

Nejlépe popsanou funkci NQO1 je redukce reaktivnich chinond. V jednokrokové
reakci dochazi na chinonech k redukci dvou elektronti za vzniku hydrochinon.
Hydrochinonové produkty katalyzy NQO1 mohou byt dale metabolizovany na
glukoronidové a sulfatové konjugaty, ¢imz se usnadiuje jejich dalsi vyluCovani z

organismu (Dinkova-Kostova and Talaly, 2010).

Nékteré hydrochinony vzniklé katalyzou pomoci NQOI1 vSak nemusi byt stabilni.
Vzniklé produkty tak mohou opét reagovat s molekularnim kyslikem za vzniku
semichinont, kter¢ tvoii dalsi reaktivni formy kysliku (Cadedas, 1995).

Katalyza pomoci NQOI1 funguje na principu ping-pong kinetiky. Prvnim
substratem enzymové reakce je NAD(P)H, které se navdze na aktivni misto enzymu,
kde dochazi k jeho oxidaci na NAD(P) za soucasné redukce flavinového kofaktoru
enzymu FAD na FADH; Po oxidaci dochazi k uvolnéni NAD(P) z aktivniho mista a
navazani druhého substratu (chinonu), ktery pfijme elektrony od redukovaného
kofaktoru FADH; a tim dojde ke vzniku redukovaného produktu (hydrochinonu) (Nioi
and Hayes, 2004).
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Chinony mohou podléhat také redukci jednoho elektronu, kterou katalyzuje
napiiklad cytochrom P450. Produktem této reakce jsou vysoce reaktivni semichinony,
obsahujici volny elektron na atomu kysliku. Tyto molekuly jsou schopné piimé reakce s
bunéénymi proteiny a DNA a zpusobit jejich poSkozeni (Joseph and Jaiswal, 1994).
Semichinony jsou také schopné redukovat dalsi molekuly zpét na chinony, které po
ziskani jednoho elektronu enzymatickou reakci, mohou vytvaret ROS jako je napiiklad
singletovy kyslik (102) nebo hydroxylovy radikal (*OH’). Neparovy elektron
semichinoni miize také zapfiCinit redukci zeleza a dochazi tak ke vzniku Fentonovi
reakce, zpusobujici vznik velice reaktivniho hydroxylového radikalu. Z téchto faktd
vyplyva, ze semichinony a jejich dalsi reakce v organismu mohou byt pfic¢inou vzniku
rakoviny. Teoreticky metabolismus jednoduchého chinonu je zndzornén na obrazku
¢islo 2 (Nioi and Hayes, 2004).

NQOI1 vykazuje enzymovou aktivitu vici fadé chemickych latek véetné chinontim,
chinoniminiim, naftochinonim, azo a nitroslou¢eninam a dalSim. Tato skute¢nost
demonstruje vyznam NQOI jako chemoprotektivniho enzymu. Kromé redukce dvou
elektronii je enzym schopny katalyzovat redukci ¢ty elektroni u azobarviv a

nitrosloucenin (Dinkova-Kostova and Talaly, 2010).

Yo
redukce jednoho e
> ——» Vznik DNA adukti
napi. cytochrom P450 l
OH

D Kancerogeneze
Chinon Semichinon =
redukce 2 €
NQO1 Vznik reaktivnich forem kysliku L
Fe(Ill) —» Fe’*
H Fe?* + H,0, —Fe(Ill) + OH" + OH-
(): —’ ():‘- pov— ’ ]():
O, + Fe(Ill) — Fe*' + 0,
OH Fe2' 4 1,0, —®Fe(Ill) + OH®+ OH"
Hydrochinon

Tvorba konjugati a l

néasledna exkrece Peroxidace lipidi

Inaktivace enzymi
Posgkozeni DNA

Obrazek 2: Zobrazeni schématu hypotetického metabolismu jednoduchého chinonu
(1,4 - benzochinonu) (Nioi and Hayes, 2004).
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Béhem nékolika poslednich let se objevily vyznamné biochemické diikkazy o
enzymové aktivite NQO1 vic¢i metabolitim endogennich chinonil, zejména estrogen
chinontl. Uloha NQO1 v ochrané buiiky proti toxicité estrogennich chinont je katalyza
dvou elektronové redukce vedouci ke vzniku katecholovych estrogent, které mohou byt
konjugovany a vylouceny. Timto zplGsobem enzym piesméruje elektrofilni chinony z
ucasti na potencionalné Skodlivych procesech vedoucim ke vzniku DNA aduktii, nebo k
redukci jednoho elektronu a ndslednému vzniku semichinonti a dalSich reaktivnich
kyslikovych intermediati (Dinkova-Kostova and Talaly, 2010).

Dalsi skupinou potenciondlnich endogennich substrati NQOI1 jsou chinonové
derivaty dopaminu, L-3,4-dihydroxyfenylalaninu, norepinefrinu,epinefrinu a kyseliny
3,4-dihydroxyfenyloctové vcetné jejich pfislusSnych metaboliti. Tyto chinony ¢i
reaktivni kyslikové meziprodukty inhibuji proteazom a NQOI tak chrani proti této
inhibici (Zafar et al., 2006).

3.1.2 Stabilizace antioxidanti

NQO1 pomaha také zachovat nékteré endogenni antioxidanty v jejich redukované a
aktivni form¢. Jednd se zejména o dva dulezité antioxidanty rozpustné v tucich:
ubichinon (koenzym Q) a a-tokoferol (vitamin E) (Nioi and Hayes, 2004).

Ubichinon, ktery funguje hlavné jako elektronovy pienase¢, ptisobi také jako
antioxidant zakotveny v bunééné membrané ve formé redukovaného ubichinolu. NQO1
zajiStuje redukci ubichinonu na ubichinol a tato reakce zvySuje ochranu membrany pred
peroxidaci lipidli (Beyer et al., 1996).

Dale bylo zjisténo, Ze enzym NQOI vykazuje aktivitu vici derivatu vitaminu E, a-
tokoferolchinonu. Redukce a-tokoferolchinonu na a-tokoferol-hydrochinon zajistuje

zvySenou ochranu buné¢né membrany (Siegel et al., 1997).

3.1.3  Stabilizace proteinu p53

Nadorovy supresor, protein p53 tvoii diilezitou soucast ochrany genomu proti
vnitinim a vnéjSim bunécnym strestim. Potlacuje nadorovou transformaci bunék
zajisténim regulace bunécného cyklu a indukci programované bunécné smrti (apoptozy)
prostfednictvim transkripce zavislych i nezavislych mechanismii (Shu et al., 2007). Za

normalniho stavu ma protein velmi kratky polo¢as Zivotnosti. Interaguje s proteinem
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Mdm?2, ktery pusobi jako E3 ubikvitin ligdza. Tato enzymatickd reakce zajiStuje
navazani ubikvitinu na p53 a tim protein nasméruje k jeho degradaci proteazomem.
Timto mechanismem se koncentrace proteinu v buiice udrzuje na velmi malé hladiné. V
odpovédi na rizné stresové signaly, jako je hypoxie nebo poskozeni DNA, se protein
stabilizuje, nedochézi k interakci s Mnd2, jeho koncentrace se zvysi a dochazi k jeho
aktivaci jako transkripéniho faktoru (Gong et al., 2007).

Bylo zjisténo, ze se NQO1 vaze na hlavni partikuly proteazomu 20S a tim muze
chranit proteiny s kratkym poloCasem zivotnosti proti degradaci proteazomem. Toto
zjisténi poukazuje na funkci NQOI jako stabilizatoru proteinu p53. Tento mechanismus

vSak neni dosud dobie prozkouman a pochopen (Nioi and Hayes, 2004).

4 Polymorfismus NQO1

Pod pojmem polymorfismus rozumime vyskyt vice nez 2 variantnich alel ur¢itého
genu s minimalni frekvenci vyskytu >1% v populaci. K tomuto jevu dochéazi prevazné
bodovou mutaci v nukleotidové sekvenci DNA. Projevuje se jako zaména
aminokyseliny v primarni struktufe proteinu (Slaby, 2015).

Gen NQO1 neni vysoce polymorfnim, do soucasnosti byly u clovéka
identifikovany pouze dvé polymorfni varianty genu, NQO1*2 a NQO1*3(Maitland-van
der Zee and Daly, 2012).

4.1 NQO1*2

Alelova varianta NQO1*2 vznika substituci thyminu za cytosin v nukleotidové
pozici 609. Vysledkem této substituce je zména aminokyseliny prolinu za serin v poloze
187 (P187S). Zaménou dochazi k vyrazné zméné ve fenotypu. Proteinovy produkt
translace je nestabilni a v disledku toho dochazi ke snizeni hladiny vysledného enzymu
(Dunna et al., 2011). Varianta NQO1*2 enzymu je velice nestabilni a témét okamzité
podléha degradaci proteazomem (Siegel et al., 2001). Z tohoto faktu vyplyva, ze u
homozygotni varianty genotypu (NQO1*2/*2) je hladina enzymu v podstaté nulova. U
homozygotni varianty (NQO1*1/*2) je tato hladina vyznamné snizena (Ross and Siegel,
2004). Frekvence vyskytu variantni alely v populaci se 1isi v zavislosti na etniku (Viz

tab. 1) (Kelsey et al., 1997)
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Tab. 1: Genotypova frekvence NQOI1 u riznych etnickych skupin (Kelsey et al., 1997).

NQO1*1/*1 | NQO1*1/*2 | NQO1*2/*2 Frekvence
alel
_ (NQO1*1)/
etnikum (NQO1*2)
europoidni 64 (56,1%) | 45 (39,5%) 5 (4,4%) (0,75)/(0,25)
(n=114)
mexicko-hispanské [ 52 (32,3%) | 84 (52,2%) | 25 (15,5%) (0,57)/(0,43)
(n=161)
afro-americké 83 (61,0%) | 46 (33,8%) 7 (5,2%0) (0,78)/(0,22)
(n=136)
asijské 37 (31,4%) | 57 (48,3%) | 24 (20,3%) (0,56)/(0,44)
(n=118)
4.2 NQO1*3

Dalsi varianta alely NQO1 vzniké substituci jednoho nukleotidu thyminu za cytosin
v nukleotidové pozici 465 a je oznacovan jako NQO1*3. Substituce v tomto piipade
vede k zdméné aminokyseliny argininu za tryptofan v poloze 139 (R139W). Produktem
této alely je enzym, ktery postrdda vazebné misto pro chinon a tim je jeho aktivita
zavisla na povaze substratu. (Atia et al., 2014). Frekvence vyskytu alely v populaci je
relativné nizkd a pohybuje se v rozmezi 0-5% v zavislosti ne etniku s minimalnim az

nulovym vyskytem homozygotni varianty (Gaedigk et al., 1998).

4.3 Onemocnéni spojend s polymorfismemNQO1

Jelikoz je NQOI1 spojovan s detoxikaci nékterych endogennich a exogennich
chinonti, zdd se velmi pravdépodobné, ze snizend aktivita NQOI1, zptsobena jeho
genetickym polymorfismem, zvySuje riziko vzniku rakoviny a toxicity chinonti na
organismus. Souhrnné klinické studie dokladaji, ze zvySena aktivita enzymu NQO1
opravdu miize napomahat snizovat rizika spojena s expozici toxickymi latkami z
zivotniho prostiedi (naptiklad benzen, cigaretovy kouf, produkty netiplného spalovani)
a snizuje riziko vzniku nékterych typa rakoviny (Moran et al., 1999, Nebert et al.,
2002).
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43.1 Toxicke ucinky benzenu

Po absorpci probiha metabolismus benzenu pievazné v jaternich bunkach, kde
dochazi k jeho katalyze oxygendzovym systémem cytochromu P450. Z této reakce
vznika fenol, hydrochinon, katechol a benzen-1,2,4-triol. Tyto metabolity jsou schopné
pfechazet do kostni diené, kde se hromadi a podléhaji autooxidaci nebo aktivaci
peroxidazami za vzniku chinont, které pravdépodobné patii mezi konecné metabolity
benzenu (Moran et al., 1999).

Tyto metabolity, pfi nedostatecné aktivit¢ NQO1, mohou vést k riznym formam
krevni  dyskrazie. Mohou zpiasobit progresivni  leukocytopenie, anémie,
trombocytopenie a také pancytopenii. Metabolity benzenu jsou také spojovany se
vznikem myelodyplastického syndromu (MDS) a nasledného rozvoje leukemie (Nebert
etal., 2002).

4.3.2  Dalsi rizika vzniku onemocnéni spojena s polymorfismem NQOOI

Rizika spojend s expozici benzenem jako je hematologicka toxicita a mozny
nasledny vznik malignit vSak nejsou jedinym nebezpecim spojenym s polymorfismem
NQO1*2. Diky popula¢nim studiim byla zjiSténa korelace u homozygotnich jedincii
NQO1*2/*2 se zvySenym rizikem vzniku renalniho karcinomu, urotelialniho karcinomu
a vyssi nachylnosti ke tvorbé ledvinovych kamend (Schulz et al., 1997; Schulz et al.,
1998; Yang et al., 2015).

Dalsi vyznamna korelace byla nalezena u rakoviny plic, zejména u
nemalobunééného karcinimu. Korelace se vztahovala na kufaky a byvalé kuréky, nebyla
vSak prokazana u pacientt, kteti nikdy nekoufili. Tato korelace se zd4 vyt v souladu s
vysokou aktivitou NQO1 v plicni tkani, poukazujici na jeji vyznam pii detoxikaci
karcinogent v cigaretovém kouti (Lewis et al., 2001; Yamamoto et al., 2017).

U bazocelularniho karcinomu byla nalezena slabd korelace u pacientd s
NQO1*2/*2, zejména v kombinaci s nulovou alelou genu GSTT1 (Clairmont et al.,
1999).

Vsechny tyto studie vSak vykazovaly maly statisticky soubor se zaméfenim
pfevazné na jednu etnickou skupinu. Z toho vyplyva, ze ziskané vysledky mohou
postradat statistickou vyznamnost a nemusi byt extrapolované na vSechny etnické

skupiny (Nebert et al., 2002; Yamamoto et al., 2017).
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Metaanalyzy publikované v poslednich letech navic dokézali zvySené riziko vzniku
kolorektalniho karcinomu u jedinct s polymorfismem NQO1*2 v asijské a kavkazské
populaci (Zheng et al.,, 2014). Potvrdily také =zvySenou nachylnost jedinci
s polymorfismem NQO1*2 k rakoving prsu u kavkazské populace (Peng et al., 2014).

5 Chemoterapeuticky vyznam NQO1

Experimentalni vyzkum jaterni karcinogeneze u krys ukdzal charakteristické
zmény v genové expresy nékterych proteint. Do této skupiny patii také protein NQO1,
u n¢hoz dochazi ke zvysené expresi, ktera pravdépodobné zajistuje adaptaci nadoru na
stres a rezistenci vii€i cizorodym latkam, véetné 1ékti (Nioi and Hayes, 2004).

V lidské populaci byla nadmérna exprese (>60%) NQOI1 prokazana v mnoha
typech solidnich nadort, napiiklad u nadord nadledvinek, prsu, tlustého stieva,
mocového méchyte, jater, vajecnikl, délozniho ¢ipku, slinivky, plic a §titné zlazy (Oh
and Park, 2015; Srijiwangsa and Na-Bangchang, 2017). Vysoka hladina NQO1 u téchto
typll nadorti tak otevird moznosti vyuziti NQOI1 jako enzymu fidiciho bioaktivaci

1é¢iva, produkujiciho alkyla¢ni metabolity (Ross et al., 2000).

5.1 Bioreaktivni alkylacni Cinidla

Léciva, jejichz produktem mohou byt po redukci alkylacni metabolity, se nazyvaji
bioreaktivni alkyla¢ni ¢inidla. V zavislosti na chemické povaze téchto sloucenin je
vysledkem redukce vytvoteni alkyla¢ni latky nebo reaktivnich forem kysliku. Selektivni
toxicita téchto €inidel pro nadory byla zaloZena na ptredpokladu, Ze hypoxické bunky v
okoli nekrotického jadra nadoru maji vétsi sklon k redukénimu metabolismu. Enzymem
tizené protinddorové 1€Civo tak vyuziva k bioaktivaci enzymy, které jsou ve srovnani se
zdravou tkani v nadorech exprimovany ve vysokych hladinach. Vyvoj chinont, které
mohou byt efektivné bioaktivovany pomoci NQOI1 se zaméfuje pirevazné na nékteré

skupiny benzochinont a indolchinond. (Ross et al., 2000).
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51.1 Chinonové substraty pro NOOI

Do skupiny protinadorovych 1é¢iv, které jsou substrdtem pro NQOI, se v
soucasnosti fadi mitomycin C, B-lapachon a benzochinon ansomyciny (Oh and Park,
2015).

512 Mitomycin C

Mitomycin C (MMC) je chinon obsazeny v antibiotiku izolovaném ze
Streptomyces caespitosus a vice jak 30 let se pouziva pii 1é¢b¢ solidnich nadord, véetné
rakoviny prsu, plic, slinivky a zaludku. Mechanismus u¢inku mitomycinu C je
intracelularni bioreduktivni aktivace, ktera vede ke vzniku kovalentnich vazeb na
Sroubovici DNA, které zamezi dalsi replikaci a transkripci a tim dojde ke smrti buiiky
(Siegel et al., 2012).

Biochemické a bunécéné experimenty jasné dokazuji, Ze NQOI1 milizZe zajistit
bioaktivaci mitomycinu C. S piihlédnutim vSak na mnozstvi faktort, které mohou
ovlivnit nadorovou odpovéd’ na MMC, vcetné¢ bunécného pH, koncentrace kysliku,
pritomnost dalSich bioreduktivnich enzymi, tak i enzymia zajiStujicich reparaci
kovalentnich vazeb na DNA, nemusi byt genotyp NQO1 nebo mnoZstvi proteinu NQO1
samo o sob¢ dobrym ukazatelem odpovédi na 1écbu MMC (Siegel et al., 2012).

513  p-lapachon

Dalsim chinonem, je pfirozené¢ se vyskytujici B-lapachon, izolovany z kiiry stromu
Tabeduia avellanedae. Po aktivaci B-lapachonu enzymem NQO1 dochazi k rychlému
vzniku peroxidu vodiku a superoxidu a diky této vlastnosti chinon vykazuje vyznamné
antibakterialni, proti plisnové a proti parazitdrni ucinky. Pokusy dokézaly, ze [-
lapachon mtize u sav¢ich bun€k inhibovat repara¢ni mechanismy DNA prostiednictvim
blokace topoizomerazy I. tiidy. V soucasnosti se provadi klinické testovani -lapachonu

jako 1éku na rakovinu (Oh and Park, 2015).
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514 Benzochinon ansomyciny

Tato skupina latek obsahuje chinony véetné geldamycinu (GA), ktery se ziskava
izolaci ze Streptomyces hygroscopicus. Po bioaktivaci NQO1 vykazuje GA inhibié¢ni
ucinek na replikaci DNA a RNA. Dal§im prokazanym t¢inkem GA a jeho analogt bylo
potlaceni enzymatické aktivity proteinu tepelného Soku (Hsp90). Hsp90 se podili na
tvorbé nekterych vyznamnych onkogennich proteint podilejicich se na riistu a tvorbé

rakoviny (Siegel ae al., 2012).

5.2 Upregulace NQOL1 v chemoterapii

Vyhodou cytotoxického plisobeni protinddorovych 1é¢iv je pfednostni poskozeni
nadorovych bunc¢k vici zdravym buikdm, a to v piipadé, jeli enzym NQOI v
nadorovych buitkach upregulovan nebo nadmérné exprimovan (Oh and Park, 2015).

V nedavné dobé& se zjistilo, ze ionizujici zafeni podané v klinicky vyznamnych
davkach zvySuje regulaci hladiny proteinu NQOI1 v nadorovych bunkach a navic
zvySuje bunéénou citlivost na B-lapachon. Pokud je tedy bunka, ktera exprimuje NQO1,
vystavena ionizujicimu zafeni spolu s B-lapachonem, dochazi ke ztraté membranového
potencialu mitochondrii a nasledné apoptoze (Park et al., 2011).

Také se ukazalo, ze zahtati bunék in vitro na teplotu 41 - 42 °C zvysi enzymatickou
aktivitu NQOI pfi soucasné stabilizaci enzymu proteinem tepelného Soku 70 (Hsp70) a
dochazi tak ke zvysené citlivosti na -lapachon (Dong et al., 2009).

Tyto udaje naznacuji moznost docilit pomoci upregulatort NQO1 zvySeni citlivosti
a selektivnosti chemoterapeutik a jsou zahrnuty v soucasnosti probihajicich klinickych

testech B-lapachonu samotného i v kombinaci s jinymi léky (Oh and Park, 2015).

5.3 Vyznam polymorfismu NQO1*2 v chemoterapii

Zatim nejsou dolozeny zadné studie, které by zkoumaly vyznam polymorfismu
NQO1*2 pti vyuziti bioreaktivnich alkylacnich ¢inidel pro 1écbu rakoviny (Siegel et al.,
2012).

V soucasné dobé se zkouma vyuziti DCPIP (2,6-dichlorfenolindofenol), jako

farmakologického prostiedku pro modulaci oxida¢niho stresu v buiice u homozygotnich
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NQO1*2 pacientl s rakovinou prsu. U téchto jedinci vykazovalo DCPIP vyznamnou

protinadorovou aktivitu (Cabello et al., 2011).

6 Laboratorni vySetieni polymorfismu NQO1

Jednoduchym zpiisobem typizace alel NQO1 je pouziti polymerazové tetézoveé
reakce a polymorfismu délky restrikénich fragmentt (PCR-RFLP). Tato metodika se
pouziva pro detekci polymorfismu NQO1*2, ¢ili substituce thyminu za cytosin v
nukleotidové pozici 609. Pouziti této metodiky je vhodné jako rychly screening DNA v
populacnich studiich, ktery je bézné vyuzivan v laboratofich po celém svété (Nebert et

al., 2002).

6.1 Material a odbér pro analyzu DNA

K provedeni genetického vySetfeni je nutné odebrat vzorek tkéné pacienta, ze
kterého se nasledné izoluje DNA. K témto ucelim lze vyuzit jakykoliv material,
obsahujici buiiky s neposkozenym jadrem (Kocarek, 2007).

Nejcastéji pouzivanym materidlem jsou leukocyty ziskané odbérem vendzni krve
pacienta. V priméru se odebira 5-10 ml krve. Vzorek se misi s chelataénim ¢inidlem a
tim se brani jeho sraZeni. NejbéZnéji pouzivanym cinidlem je EDTA (kyselina
etylendiaminotetraoctova). Odebrany vzorek krve lze transportovat pii pokojové teplote
a uchovavat né€kolik dni pfti teploté 4 °C. U delSiho skladovani je krev mozné zamrazit
na -20 °C a izolaci nukleovych kyselin provést pozdéji. Pro vyuZziti leukocytt k izolaci
DNA existuji tyto kontraindikace: piedchozi transfuze, transplantace kostni diené. V
téchto ptipadech v odebraném vzorku pfitomna cizi DNA a tim dochazi k jeho
kontaminaci. Dalsi kontraindikaci je intenzivni 1é¢ba pacienta cytostatiky, kdy dochazi
k enormnimu sniZeni poctu leukocytii v periferii. V téchto pfipadech je vhodné k
analyze DNA indikovat odbér jiného materidlu (Kocarek, 2007; Slaby, 2015).

Dalsi vyznamnou metodou je stér epitelidlnich bun€k z ustni sliznice. Odbér se
provadi vatovym tamponem z vnitini strany tvare (bukalni stér). Nejvétsi vyhodou této

metody je jeji neinvazivnost (Kocarek, 2007).
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Pti odbéru materidlu pro genetické vySetfeni je nutné, aby odbér provedl
proskoleny a odborny pracovni. Pacient musi byt vzdy informovéan o vySetfeni a musi

poskytnout informovany souhlas s provadénym vysetienim (Kocarek, 2007).

6.2 lzolace DNA

Izolace DNA je proces, pii kterém se ziskaji ¢isté molekuly DNA a provadi se
extrakci z bunééného jadra nebo mitochondrii (Beranek, 2016; Kuciel a Urban, 2016).
Postup zavisi na charakteru daného materidlu. Pokud se jednd o tkan¢ ¢i bunécné
kultury, vzorek se musi pied vlastni izolaci homogenizovat. V piipadé volnych bunék
(napft. leukocyty, kostni dfen) se homogenizace neprovadi (Kocarek, 2007)

Pro izolaci DNA se nejprve provede rozruseni bunéénych membran (lyza bunék).
K této lyze se pouzivd detergent obsazeny v lyzaénim pufru. Nejbéznéjsi detergenty,
které se vyuzivaji, jsou Triton X-100 a dodecylsiran sodny (SDS). Lyza¢ni pufry
obsahuji také EDTA, ktera vyvéazanim Ca?* iont inaktivuje enzymy nukleazy, které se
bézné nachazi v bunécné cytoplazmé a $té€pi nukleové kyseliny. Pokud by k rozstépeni
DNA nukledzami doslo, nebyla by mozna dalsi geneticka analyza (Kocarek, 2007).

Po uvolnéni DNA do lyza¢niho pufru dochdzi k jeji precipitaci v polarnim
prostfedi. DNA je nasledné vysuSena a rozpusSténa ve vodé. Vodny roztok DNA je
pfipraven k vlastni analyze nebo mizZe byt skladovan, po kratkou dobu pii 4 °C nebo
dlouhodobe pti -20 °C ¢i -80 °C (Slaby, 2015).

Bézné¢ pouzivanou technikou izolace DNA je fenol-chloroformova metoda
zaloZzena na principu denaturacnich a inhibi¢nich U¢inkli organickych rozpoustédel.
Tato metoda vSak predstavuje zdravotni a bezpecnostni riziko (Slaby, 2015; Beranek,
2016).

Dalsi béZné vyuzivanou technikou je vysolovaci metoda, kterd vyuZziva pisobeni
vysoce koncentrovanych roztoka soli. Vyhodou této techniky je prace bez pritomnosti
organickych rozpoustédel (Beranek, 2016).

V soucasnosti se bézn€ pouzivaji komeréni kity, které vyuZzivaji adhezivni
schopnosti molekul DNA k pevnym ¢ésticim silikdtu v roztoku soli, zajistujici vhodné
pH a iontové sily. Po navazani nukleovych kyselin na ¢astice silikatu dochazi k promyti

a naslednému uvolnéni DNA pomoci zmény pH a iontové sily (Slaby, 2015).
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6.3 Meéieni koncentrace DNA

Pred dalSim vySetrenim DNA je vhodné stanovit koncentraci a Cistotu izolatu
nukleovych kyselin. Nejjednodussi metodou je méfeni absorbance v ultrafialové oblasti.
Nukleové kyseliny absorbuji maximum zéafeni pii vlnové délce 260 nm a mira
absorbance pii této vinové délce odpovidd koncentraci DNA v méfeném vzorku
(Kocarek, 2007; Slaby, 2015).

Tuto metodu lze také vyuzit pro stanoveni miry kontaminace izolatu DNA
proteiny, které maji absorpéni maximum pii vinové délce 280 nm. Stanovenim poméru
obou absorbanci (pomeér Azeo/Azgp) se tak zjisti mira znecisténi vzorku. V idealnim
pfipad¢ by se méla hodnota poméru pohybovat v rozmezi 1,8-2,0. Hodnoty, které jsou
niz8i nez 1,75 poukazuji na vysoké znecisténi vzorku a je proto v tomto ptipadé vhodné
izolat DNA opétovné purifikovat (Kocarek, 2007).

V bézné laboratorni praxi se k méfeni koncentrace nukleovych kyselin pouzivaji
dvé metody. Jejich pouziti zavisi na predpokladané Cistoté vzorku a na koncentraci
vyizolované DNA (Kocarek, 2007).

Spektrofotometricka metoda vyuziva pfimé stanoveni v oblasti UV-zafeni. Uziva
se, pokud koncentrace DNA dosahuje koncentrace alespon 25 mg/1 a vzorek neobsahuje
vyznamné mnozstvi kontaminantl (proteiny, fenol atd.). Koncentraci DNA lze u této
metody vypocist z miry absorpce UV-zafeni (optické denzity) analyzovaného vzorku
(Kocarek, 2007).

Fluorimetrickd metoda se naopak vyuziva v ptipadech, kdy koncentrace vzorku
nedosahuje hodnot 25 mg/l, nebo je ve vzorku velké mnozstvi kontaminanti. U této
metody se do vzorku pfiddva fluorescencni barvivo, nejcastéji se vyuZiva
ethidiumbromid, ktery se vaze na DNA. Koncentrace se pak stanovuje z intenzity
fluorescence emitované barvivem. Tato metoda je schopna stanovit i nepatrné mnozstvi
DNA ve vzorku (detekuje az 1-5 ng/l DNA) (Kocarek, 2007).

V soucasné dobé¢ spektrofotometry vyuzivané k méfeni koncentrace DNA bézné
generuji veSkeré hodnoty automaticky vcetné¢ prepoctu u fedénych vzorkd.
Nejmodernéjsi pfistroje umoznuji dokonce nanaset malé mnozstvi vzorku piimo, do
mista k vylsténi optického vlakna analyzatoru. Povrchové napéti je schopné udrzet
vzorek na spravném misté v pribéhu analyzy a diky tomu odpada pouziti kyvet a

ptedchozi fedéni vzorku (Slaby, 2015).
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6.4 Polymerdazova ietézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce (PCR — Polymerase Chain Reaktion) se fadi mezi
zékladni molekularné-genetické metody a umoziiuje in vitro amplifikaci cilové
sekvence DNA béhem né¢kolika hodin v ndsobcich miliardy (Nussbaum et al., 2004;
Kuciel a Urban, 2016).

Tato metoda byla poprvé k laboratornim téelim pouzita v roce 1985 doktorem
Kary Mullisem a jeho pracovnim tymem v biotechnologické firm¢ Cetus Corporation
sidlici v Kalifornii. Doktoru Mullisovi byla za objev metody PCR v roce 1993 udélena
Nobelova cena (Kocarek, 2007).

Princip PCR spociva v cyklicky se opakujici enzymové reakci, pii niz dochazi
k syntéze novych fetézcu specifické sekvence dvouvlaknové DNA ve sméru 5°-3°
pomoci DNA-polymerdzy. Pozadovany tsek sekvence nukleotidll je ohrani¢en pomoci
ptipojeni dvou primert (useky DNA o znamé sekvenci, obsahujici 20-25 nukleotidt). Je
dualezité, aby cilova sekvence, jez primery hybridizuji, byla specificka pro oblast, ktera
ma byt amplifikovana a nevyskytovala se také v jinych usecich DNA. Primery se
navazou na protilehlé fetézce DNA tak, aby jejich 3'- konce sméfovaly proti sobé. Po
pridani DNA-polymerazy a nukleotidii do vzorku zac¢ne probihat syntéza novych vlaken
DNA na obou matricovych fetézcich protismérné (Smarda et al., 2005; Ko&arek, 2007).

Pro syntézu DNA se vyuziva termostabilni polymerdzy ziskané z termofilnich
mikroorganismd. Piikladem je Tag-DNA-polymeraza, ktera se izoluje z bakterie
Thermus aquaticus obyvajici horké prameny. Dokaze tak odolavat teplotam az 95 °C,
pfi které¢ dochazi k denaturaci DNA. Tim je umoZnéna cyklicky se opakujici syntéza
pozadované sekvence nukleotidii (gmarda et al., 2005; Pritchard a Korf, 2007).

Prvnim krokem pro amplifikaci DNA metodou PCR je ptiprava chemikalii.
Z praktického hlediska je vhodné ptipravit smes pro PCR ve dvou slozkdch. Nejprve se
pfipravi ,,master mix*“, coZ je smés chemikalii pro vice vzorkd. Smés obsahuje vodu,
pufr pro Taq polymerazu, deoxynukleotidové trifosfaty (ANTP), pfimy a zpétny primer,
Taq polymerazu, MgCl,, KCI a Tris-HCI1. Druhou slozku tvofi vodny roztok izolatu
DNA. Po spojeni obou slozek je dilezit¢ fadné promichani smési Spickou pipety
(Kuciel a Urban, 2016).

Ptistroj, ktery umoziuje cyklickou amplifikaci DNA, se nazyvé termalni cycler.
Tento pfistroj dokaze velmi rychle ménit teplotu ve vloZzenych mikrozkumavkach se

vzorky DNA. Zéikladni Casti cycleru je termalni blok, ktery je ulozen pod vikem.
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Ptistroj je ovladan pomoci tlacitek a displeje, na kterém se zobrazuje faze cyklu,

aktudlni cyklus, Cas a teplota (Kuciel a Urban, 2016).

6.4.1 Pritbeh PCR reakce

PCR reakce probiha v cycleru pomoci inkubace vzorkt pfi tfech rtiznych teplotach
odpovidajici ttem krokim jednoho amplifika¢niho cyklu. Tyto kroky jsou: denaturace,
annealing a elongace (Kuciel a Urban, 2016).

Denaturace

Béhem denaturace dochazi k rozpojeni dvouvlaknové DNA zahiatim na teplotu 90-
95 °C. Prvni denaturace probihd v ¢asovém intervalu 8-9 minut, aby doslo k rozpojeni
vSech vldken DNA. Béhem dalSich cykla probihd krok denaturace 15-30 vtefin (Kuciel
a Urban, 2016).

Annealing
Pii annealingu dochézi k hybridizaci komplementarnich primerti na presné misto
templatové DNA. K pfipojovani primert dochazi pii teplot¢ 60-65°C a probiha

v rozmezi 15-30 vtetin (Kuciel a Urban, 2016).

Elongace

V prubéhu elongace dochazi k vlastni replikaci nukleové kyseliny pomoci Taq
polymerazy na tseku vymezenym piipojenymi primery. Tento krok probihd po dobu
30-60 vtefin pfi teploté 68-72 °C. Zavere¢na elongace je prodlouzena na dobu 6 minut

(Kuciel a Urban, 2016).

Tyto tf1 kroky se opakuji vétSinou béhem tficeti cykli a v pribéhu této doby se
fragment DNA namnoZzi v milionech kopii. Pribéh amplifikace fragmentu DNA je
znazornén na obrazku €. 3. Po ukonceni cykll se vzorky s PCR produktem ulozené v
cycleru za¢nou chladit na teplotu 4 °C. Takto chlazeny vzorek Ize uchovavat
Vv chladni¢ce. Pred dal$i analyzou je nutné zkontrolovat amplifikaci PCR produktu

pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu (Kuciel a Urban, 2016).
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Obrézek 3: Pribeh amplifikace DNA pomoci PCR metody (Otova a Mihalova, 2012).

6.4.2  Optimalizace PCR metody

Optimalizaci PCR se rozumi vybér a testovani idedlnich parametrd, které ovliviuji
priubéh reakce. Do kategorie téchto parametrli spadaji: sloZeni reakéni smési, teplotni a
casovy interval. Optimalizace se provadi nejen pii sestavovani nové PCR, ale také pfi

zavadéni metodiky prevzaté z odborné literatury, a to z diivodu rozdilnych podminek

konkrétnich laboratoii (Kuciel a Urban, 2016).
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6.4.3  Nevyhody PCR metody

Metoda PCR muize mit vSak n¢kolik nevyhod. Prvni je délka templatu, jelikoz neni
mozné amplifikovat dlouhé fragmenty DNA. Déle je nutnd znalost piesné sekvence
usekl (primert), které ohraniCuji pozadovany usek DNA. Dalsi vyznamnou nevyhodou
je mozny vznik neptesné replikace. Pii tomto jevu dochdzi na amplifikovaném vlakné
ke vzniku mutaci, které nejsou opravovany a tak se mutace dale mnozi spolu s nové
vznikajicimi vlakny. A Vneposledni fadé¢ je nutné zajistit absolutni Cistotu
analyzovaného vzorku (Pritchard a Korf, 2007). Vzhledem Kk vyvoji molekularni
biologie jsou dnes uz bézn¢ dostupné polymerazy umoznujici amplifikovat pomérné
dlouhé tseky DNA o velikosti 1 kbp, se schopnosti opravovat chyby vzniklé pfi

replikaci, které si poradi i s méné kvalitnimi vzorky DNA.

6.4.4 Vyznam PCR metody

Vyznam PCR spociva ve schopnosti metody poskytnout velké mnozstvi genovych
usekd o specifické¢ sekvenci, které lze dale analyzovat. Pouziti primert zajiStuje
jednoznaéné vymezeni konkrétni oblasti genti, nebo naopak vymezi mnohocetné oblasti,
napiiklad exond. Metoda se vyuziva pro odhalovani genetickych onemocnéni, stanoveni
klinické diagnozy a prognozy, pro forenzni analyzy, detekci patogent (Pritchard a Korf,

2007; Kuciel a Urban, 2016).

6.5 Elektroforéza

Jako zakladni metoda pro separaci PCR produkti nebo jejich rozstépenych
fragmentli se pouziva elektroforéza. Separace probihd na zdklad€ rozdilné velikosti
(poctu part bazi) analyzovanych molekul. Elektroforéza vyuziva k detekci agardsovy
gel, ktery umoziuje rozdéleni fragmenti o velikosti mén¢ nez100 bp az 25 kbp (Kuciel
a Urban, 2016).

Agardza se pro tyto ucely ziskava z motskych fas rodu Gelidium a Gracilaria.
Diky obsahu opakujicich se jednotek agarobiézy dochazi bchem tuhnuti gelu k
nekovalentni asociaci agar6zovych polymert, které vytvaieji sit’ svazkll a urcuji tak

velikost portu gelu (Kuciel a Urban, 2016).
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Agarozovy gel se pfipravuje utuhnutim rozpusténé agardzy ve formé ploché
desticky obsahujici na jedné strané fadu jamek, které slouzi ke vkladani vzorki DNA. V
prabehu elektroforézy prochézi gelem stejnosmérny proud, zajist'ujici migraci negativné
nabitych fragmenti DNA k anodé. Jelikoz je velikost ndboje u fragmentii DNA stejna,
je migrace fragmentd zalozena na nepiimé umeéte molekularni hmotnosti (poctu bazi) ke
vzdalenosti pohybu. Stupeni migrace gelem urCuje:koncentrace agardézy v gelu,
konformace DNA, vlastni velikost fragmentu DNA, typ pouzité agardzy a
elektroforetického pufru (Pritchar a Korf, 2007; Kuciel a Urban, 2016).

Pro vizualizaci fragmenti DNA se pii gelové elektroforéze vyuziva
fluorescencniho barveni agardzovyh geli (napf. pomoci ethidiumbromidu) a jejich

nasledného zviditelnéni UV svétlem (Kuciel a Urban, 2016).

6.6 Restrikcni stépeni pomoci metody RFLP

Polymorfismus délky restrikénich fragmenti (RFLP) je metoda umozilujici
detekovat rozdily v homolognich sekvencich DNA. Tyto rozdily jsou zjistovany diky
pritomnosti fragmentd DNA o riznych délkach a jsou nasledkem specifického plisobeni
enzymu - restrikénich endonukledz na DNA v testovaném vzorku (Kuciel a Urban,
2016).

Restrikéni endonukleazy jsou enzymy ziskané izolaci z bakterii, diky nimZ jsou
bakterie schopné Stépit DNA exogenniho pivodi (zejména virovou DNA). Zakladni
vlastnosti téchto enzymu je schopnost §tépit DNA ve specifické sekvenci nukleotidi.
Endonukleaza je schopna rozpoznat sekvenci o velikosti 4-8 nukleotidl, nazyvanou
restrikéni misto, a v tomto bodé¢ DNA rozstépit. Velikost rozstépenych fragmenti zavisi
na poctu restrikénich mist v molekule DNA. V soucasnosti se vyuziva pre 2500
restrikénich endonukleaz, které $t€pi DNA asi na 250 restrikénich mistech. Nazvy
téchto enzymt vychazeji vzdy z nazvu bakterie, ze které se izoluji (Kuciel a Urban,

2016).
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6.6.1 Princip metody PCR RFLP

Po amplifikaci prislusné sekvence genomové DNA se provadi stépeni specifickou
restrikéni endonukleazou. Vzniklé fragmenty DNA jsou separovany a detekovany na
agardzovém gelu pomoci elektroforézy (Kuciel a Urban, 2016).

Reakéni smés pro restrikéni Stépeni obsahuje reakéni puft, restrikéni endonukleazu
a destilovanou vodu. Smés se jemné promicha se vzorky DNA a nasledné probiha
inkubace, vétSinou pii teploté¢ 37 °C. Doba inkubace zavisi na doporuceni vyrobce
enzymu. Po dokonceni inkubace se vzorky aplikuji pipetou na piipraveny agardézovy gel
a spusti se elektroforéza. Casovy interval trvani elektroforézy zavisi na nékolika
faktorech jako je délka fragmentd ¢i koncentrace agarézy v gelu. Po ukonceni
elektroforetické separace se gel prenese na desku transluminatoru, kde se vysledné
Stépeni hodnoti pod UV svétlem. Pro zhodnoceni velikosti jednotlivych fragmentd se
pouziva komercné dostupny tzv. hmotnostni marker, ktery obsahuje fragmenty o znamé

velikosti (Kuciel a Urban, 2016).
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7 Cil prace
Cilem mé bakalatské prace bylo:

e praktické zvladnuti metodiky analyzy polymorfismu genu NQO1 zahrnujici
izolaci genomové DNA z periferni krve a bukalniho stéru, méfeni koncentrace
DNA, metodu PCR-RFLP, gelovou elektroforézu, analyzu vysledkd a jejich
zhodnoceni;

e vypracovani odborné reSerSe na toto téma Cerpajici z dostupnych publikaci a

roz$iteni si znalosti tykajici se této problematiky.
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8 Prakticka c¢ast

Praktickou cast ke své bakalaiské praci jsem vykonala v genetické laboratofi
GENLABS s.r.o. v Ceskych Budg&jovicich pod vedenim a odbornym dohledem Mgr.
Dagmary Bystiické, Ph.D. Veskerou praci v laboratofi jsem provadéla po tfadném
seznameni s bezpecnostnim a provoznim tadem laboratoie a za pouziti ochrannych

pomtucek.

Analyza genu NQO1 zahrnovala stanoveni alelové varianty NQO1*2, ktera vznika
substituci thyminu za cytosin v nukleotidové pozici 609, a nemutované varianty genu
NQO1*1 (Wild type). Stanoveni alelové varianty NQO1*3, zpisobené substituci
thyminu za cytosin v nukleotidové pozici 465, se z divodu nizké prevalence vyskytu
v genetickych laboratotich bézné neprovadi.

Soucasti praktické c¢asti byla izolace DNA z bukalniho stéru a periferni krve,
stanoveni koncentrace izolované DNA, vlastni analyza polymorfismu genu NQO1

pomoci metody PCR-RFLP a gelové elektroforézy.

8.1 Popis souboru

Béhem jednoho roku (duben 2017 — biezen 2018) bylo v laboratofi vySetfeno
celkem 120 pacientii s pozadavkem na stanoveni polymorfismu genu NQO1. Soubor

obsahoval dospélé jedince pochazejici z Ceské republiky.

8.2 lzolace DNA

Primérnim krokem pii molekularné genetické analyze je izolace DNA, ktera muze
byt izolovana z epitelii Gstni dutiny ziskanych bukalnim stérem, nebo z leukocytt
ziskanych odbérem periferni krve. Odbér periferni krve provadi skoleny pracovnik na
odborném pracovisti, bukdalni stér provadi pacient sam, dle instrukei vyrobce,
piilozenych ke kazdé odbérové sadé.

U vSech 120 vzorkt byla DNA izolovana z bukalniho stéru. U nékolika vzorkd
izolaty DNA obsahovaly velmi nizké koncentrace nukleovych kyselin, z toho diivodu

byl u téchto konkrétnich pacientd poZzadovan novy odbér. Dva pacienti z této skupiny
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poskytli pfi opakovaném odbéru periferni krev. Proto jsem izolaci DNA z periferni krve

provadéla pouze u dvou vzork.

8.2.1 Izolace DNA z bukalniho stéru

Pro izolaci genomové DNA z bukalniho stéru jsem pouzila izolacni kit DNA
Isohelix Isolation kit: DDK-3/DDK-50 dle doporuc¢eni vyrobce. Seznam reagencii, které
Jsou soucasti izola¢niho kitu Isohelix véetné podminek skladovani je uveden v tabulce

2. Seznam pouzitych piistroji a spotiebniho materialu je uveden v tabulce 3.

Tab. 2: seznam reagencii izola¢niho kitu DNA Isohelix Isolation kit: DDK-3/DDK-50 a

jejich skladovani

Reagencie: Skladovani:

Lysis buffer LS pokojova teplota
Proteinase K Mrazici box (-20 °C)
Capture buffer CT pokojova teplota
Re-hydration buffer TE pokojova teplota

Tab. 3: seznam pouzitych piistroju a spotfebniho materialu pouzitého pii izolaci DNA

Z bukalniho stéru

Piistroje: Spotiebni material:
sada automatickych pipet 1,5 ml mikrozkumavky
mini centrifuga/vortex Spic¢ky a rukavice
centrifuga

sucha lazen

Pied vlastni izolaci jsem nastavila suchou lazen na teplotu 60 °C, vyndala jsem
Proteinazu K z mraziciho boxu a nechala ji rozmrazit pii pokojové teploté. Pro kazdy
vzorek jsem si piipravila dvé 1,5 ml mikrozkumavky, které jsem fadné oznacila ¢islem
vzorku.

Do zkumavek s tamponem, pouzitym pro bukalni stér pacientl, jsem napipetovala
500 pl Lysis bufferu a 20 ul rozmrazené Proteinazy K. Po napipetovani reagencii jsem
zkumavky kratce zvortexovala a zcentrifugovala. Déle jsem zkumavky vloZila do suché

lazn¢ a nechala inkubovat po dobu 60 minut pfi teplot¢ 60 °C. Po inkubaci jsem
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zkumavky se smeési kratce zvortexovala a zcentrifugovala. Nasledné jsem smés
ptepipetovala do pfedem pfipravenych oznacenych 1,5 ml mikrozkumavek a ptidala
500 ul Capture bufferu. Mikrozkumavky jsem kratce zvortexovala a dala zcentrifugovat
na 7 minut pfi 13 tis. ot/min. Po provedeni centrifugace jsem z mikrozkumavek
odstranila opatrné supernatant tak, aby nedoslo k poskozeni pelety obsahujici DNA. K
pelet¢ DNA, zbavené veSkerého supernatantu, jsem napipetovala 30 az 50 ul Re-
hydration bufferu a nechala inkubovat 5 minut pfi pokojové teploté. Po inkubaci jsem
mikrozkumavky opét kratce zvortexovala, nechala zcentrifugoat po dobu 15 minut pii
13 tis. ot/min a odebrala supernatant obsahujici DNA do novych popsanych
mikrozkumavek. Nasledn¢ jsem zméfila koncentraci vyizolované DNA a vzorky ulozila

do mraziciho boxu s teplotou -20 °C.

8.2.2  Izolace DNA z periferni krve

K izolaci genomové DNA z periferni krve jsem pouzila izola¢ni kit Genomic DNA
Mini Kit dle doporuceni vyrobce. V tabulce 4 jsou uvedeny reagencie pouzité pii izolaci
DNA pomoci Genomic kitu a zpisob jejich skladovéani. Seznam pouzitych ptistrojii a

spotebniho materialu je uveden v tabulce 5.

Tab. 4:Seznam reagencii izola¢niho kitu Genomic DNA Mini Kit a jejich skladovani

Reagencie: Skladovani:

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

Tab. 5: Seznam pouzitych pfistroji a spotiebniho materialu

Pristroje: Spotrebni material:

sada automatickych pipet kolonky GD Column

mini centrifuga/vortex sbérné zk. 2 ml Collection Tube
centrifuga 1,5 ml mikrozkumavky
termostat Spicky a rukavice
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Pred vlastni izolaci jsem nechala vytemperovat termostat na teplotu 60 °C. Po
vytemperovani termostatu jsem do n¢ho vlozila Elution buffer a nechala ho pfedehiat na
ptislusnou teplotu. Dale jsem si pfipravila pro kazdy vzorek dvé 1,5 ml
mikrozkumavky, které jsem fadné oznacila ¢islem vzorku a zkontrolovala, zda je Wash
buffer pfipraven dle navodu (je ptidan 96% ethanol).

Do pripravené¢ mikrozkumavky jsem napipetovala 300 pl plné krve, 900 ul Lysis
bufferu a smés nasledné promichala v ruce pfevracenim mikrozkumavky (smés se
nesmi vortexovat). Promichané mikrozkumavky jsem nechala inkubovat 10 minut pii
pokojové teploté a zcentrifugovala po dobu 5 minut pti 3000 x g (rpm). Po centrifugaci
jsem z mikrozkumavek odstranila supernatant tak, abych neposkodila vzniklou peletu.
K peleté, zbavené veskerého supernatantu, jsem napipetovala 100 ul RBC Lysis
bufferu. Nasledné jsem smés obsahujici peletu resuspendovala, ptipipetovala 200 ul GB
bufferu a vzorky zvortexovala a zcentrifugovala. Zcentrifugované vzorky jsem ulozila
do termostatu a nechala 15 minut inkubovat pti 60°C. V pribéhu inkubace jsem kazdé 3
minuty vzorky ruéné promichavala pfevracenim mikrozkumavek. Ke vzniklému lyzatu
v mikrozkumavkach jsem ptidala 200 pl 96% ethanolu a vzorky opét zvortexovala a
zcentrifugovala. Vzniklou smés jsem z mikrozkumavek pielila do kolonek GD Column,
které jsem nasledné vlozila do sbérnych zkumavek 2 ml Collection Tube a dala
zcentrifugovat na 5 minut pfi 14-16 tis. x g. Po centrifugaci jsem kolonky pfemistila do
novych sbémych zkumavek a do kazdé kolonky jsem ptidala 400 ul W1 bufferu.
Kolonky ve sbérnych zkumavkach jsem centrifugovala 30 sekund pii 14-16 tis. x g. Po
centrifugaci jsem ze sbérnych zkumavek vyjmula kolonky, vylila supernatant, vratila
zpét kolonky a pfipipetovala do kolonky 600 ul Wash bufferu. Zkumavky jsem
centrifugovala 30 sekund pfi 14-16 tis. x g. Nasledné jsem znovu po vyjmuti kolonek
odstranila supernatant, vratila kolonky do sbérnych zkumavek a nechala centrifugovat
30 sekund pii 14-16 tis. x g, aby doslo k vysuSeni kolonek. Po ukonceni centrifugace
jsem ovéfila, zdali jsou kolonky suché. Pokud nebyly, opakovala jsem centrifugaci.
Radné vysusené kolonky jsem piemistila do 1,5 ml mikrozkumavek a piimo na filtr
kolonek napipetovala 100 ul Elution Bufferu, vytemperovaného na 60 °C. Vzorky jsem
nechala inkubovat 3 minuty pii pokojové teploté, a zcentrifugovala 30 sekund pti 14-16
tis x g. Nasledné jsem u vSech vzorkl zméfila koncentraci vyizolované DNA a vzorky

ulozila do mraziciho boxu s teplotou -20 °C.
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8.3 Meéi‘eni koncentrace DNA

Pro zméfeni koncentrace vyizolované DNA jsem pouzila Qubit™ Assay a pristroj
Qubit® 2.0 Fluorometr. Seznam pouZitych reagencii a jejich skladovani je uveden v

tabulce 6 a seznam piistroju a spotiebniho materialu v tabulce 7.

Tab. 6: Seznam pouzitych reagencii pro méfeni koncentrace DNA a jejich skladovani

Reagencie: Skladovani:

Qubit™ dsDNA BR reagent (Component A) pokojova teplota
Qubit™ dsDNA BR buffer (Component B) pokojova teplota
Qubit™ dsDNA BR Standart #1 (Component C) chladnicka (4 °C)
Qubit™ dsDNA BR Standart #2 (Component D) chladnicka (4 °C)

Tab. 7: Seznam pouzitych pristroji a spotiebniho materialu

Pristroje: Spotrebni material:

sada automatickych pipet mikrozkumavky Qubit™ assay tubes
Qubit"™ 2.0 Flurometr 1,5 ml mikrozkumavky

mini centrifuga/vortex Spicky a rukavice

Nejprve jsem si nechala vSechny uvedené reagencie vytemperovat na pokojovou
teplotu a popsala jsem si mikrozkumavky Qubit™ assay tubes pro viechny vzorky a pro
dvé¢ standardy. Po tomto kroku jsem si pfipravila do 1,5 ml mikrozkumavky pracovni
roztok, ktery obsahoval 199 pul Qubit MdsDNA BR bufferu a 1 ul Qubit™ dsDNA
reagentu. Tyto objemy byly pfepocitdny na mnozZstvi vzorkl a dvé standarty. Pracovni
roztok jsem zvortexovala a zcentrifugovala. Do pfipravenych a popsanych
mikrozkumavek Qubit™ assay tubes pro standarty jsem napipetovala 190 ul pracovniho
roztoku a 10 pl Qubit™ dsDNA Standart #1 do jedné mikrozkumavky a 10 pl Qubit™
dsDNA Standart #2 do druhé mikrozkumavky. Do pfipravenych a popsanych
mikrozkumavek Qubit™ dsDNA assay tubes pro vzorky jsem si napipetovala 198 pul
pracovniho roztoku a 2 pl izolatu DNA. VSechny pfipravené mikrozkumavky jsem
zvortexovala a zcentrifugovala. Nasledn¢ jsem nechala mikrozkumavky 2 minuty
inkubovat a provedla mé&feni koncentrace DNA na pfistroji Qubit® 2.0 Fluorometr.

Zmétené hodnoty jsem zaznamenala.
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8.4 RFLP-PCR genu NQO1

Pro analyzu polymorfismu genu NQO1 se v laboratorni praxi vyuziva metoda
RFLP-PCR, kterda kombinuje dvé molekularné-genetické metody: polymerazovou
fetézovou reakci (PCR) a polymorfismus délky restrikénich fragmentti (RFLP). Béhem
PCR se v pozadovaném vzorku amplifikuje specificky usek genu (PCR produkt) o
velikosti 196 bp, ktery je zkontrolovan na 4% agar6zovém gelu pomoci gelové
elektroforézy. Nasledné se provadi restrikéni stépeni PCR produktu pomoci restrikéni
endonuklazy Hinf I. V ptipadé vyskytu polymorfismu NQO1*2 se v PCR produktu
vyskytuje §t€pné misto a Hinf | rozs§tépi na amplifikovaném tseku genu na fragmenty o
jasné definované velikosti: 119 bp a 77 bp. Pfitomnost polymorfismu je detekovana na

4% agar6zovém gelu pomoci gelové elektroforézy.

8.4.1 Provedeni PCR pomoci MyTaq DNA polymerase

Pfi piipravé PCR reakce jsem pouzila kit MyTaq™™ Red DNA polymerase dle
doporuceni vyrobce. Pro vétsi vytéznost PCR reakce jsem navic pouzila DMSO
(dimethylsulfoxid). Seznam pouzitych reagencii a jejich skladovani je uveden v tabulce
8. Seznam piistroji pouzitych pti PCR a seznam spotfebniho materialt je uveden v

tabulce 9. Sekvence pouzitych primert pro NQO1 jsou uvedeny v tabulce 10.

Tab. 8: Seznam reagencii pro pfipravu master mixu a jejich skladovani

Reagencie: Skladovani:

MyTag DNA Polymerase mrazici box (-20 °C)
5x MyTaq (Red) Reaction Buffer mrazici box (-20 °C)
H,O Aqua pro injectione lednice (<4 °C)
primer NQO1 forward mrazici box (-20 °C)
primer NQOL reverse mrazici box (-20 °C)
DMSO pokojova teplota
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Tab. 9: Seznam pfistroji a spotfebniho materialu

Pristroje: Spotifebni material:
sada pipet 1,5 ml mikrozkumavky
laminéarni box 0,2 ml mikrozkumavka s rovnym vickem
mini centrifuga/vortex SSNC 10 pl Filtertip TYPE Z0
termocycler SSCN 100 pl Filtertip TYPE A

SSNC 200 pl Filtertip TYPE K

rukavice

Tab. 10: Sekvence pouzitych primeru, pievzatych z prace Bian et al. (2008)

Primer: Sekvence:
NQO1 forward 5'-AAGCCCAGACCAACTTCT-3'
NQOL1 reverse 5-GCGTTTCTTCCATCCTTC-3'

Nejprve jsem si z mraziciho boxu vyndala vzorky s izolaity DNA a reagencie
(primery, reak¢éni pufr), které jsem nechala rozmrazit pii pokojové teploté. Po
rozmrazeni jsem vSechny vzorky a reagencie kratce zvortexovala a zcentrifugovala.
MyTag DNA Polymerase jsem pouze stoCila a po celou dobu jsem ji uchovavala
Vv chladicim stojanku. Nasledn¢ jsem v laminarnim boxu do chladiciho stojanku
ptipravila pfislusny pocet 0,2 ml mikrozkumavek s rovnym vickem (pro vsSechny
vzorky a dvé kontroly), které jsem fadné oznacila. Do 1,5 ml mikrozkumavky jsem
napipetovala reagencie v poméru uvedeném v tabulce 11 pro jednu reakci. Objemy jsem

si prepocitala na ptisluSny pocet vzorkl a dvé€ kontroly.

Tab. 11: Reagencie a jejich objem pro tvorbu master mixu pro jednu reakci

Reagencie: Objem:
H,0 - injekéni voda 34,3 ul
5x MyTaq (Red) Reaction Buffer 10 pl
MyTaq DNA polymeraza 0,2 pl
DMSO 2,5 ul
primer NQO1 forward 0,5 ul
primer NQOL reverese 0,5 pl
Celkem 48 pl

Po napipetovani spravného objemu reagencii do 1,5 ml mikrozkumavky jsem

master mix fadn¢ promichala a zcentrifugovala. Dale jsem do piipravenych popsanych
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0,2 ml mikrozkumavek napipetovala 48 pul master mixu a pfipipetovala 1-5 pl izolatu
DNA (objem zavisel na koncentraci DNA ve vzorku). Do pozitivni kontroly jsem
napipetovala 2 ul DNA jiz zmé&feného vzorku s heterozygotni variantou genu NQOL1 a
do negativni kontroly jsem napipetovala 2 ul vody. Takto piipravené vzorky jsem kratce
zvortexovala, zcentrifugovala a vlozila do termocycleru, ktery jsem peclivé uzaviela a
zapnula piislusny program cykli urceny pro analyzu genu NQO1. Pribéh programu

termocycleru je uveden v tabulce 12.

Tab. 12:Reakéni profil PCR reakce

teplota cas

1 cyklus | Pocatecni denaturace | 95 °C 5 min.
32 cyklid | Denaturace 95 °C 30s
Anealing 55°C 30s
Extenze 72 °C 60 s

1 cyklus | Terminalni extenze 72°C | 10 min.

Po ukonceni programu v termocycleru jsem PCR produkty zkontrolovala pomoci

gelové elektroforézy na 4% agar6zovém gelu.

8.4.2 Provedeni PCR pomoci PCRBIO HS Taq Mix

Z diivodu optimalizace metody jsem také pouzila kit PCRBIO HS Taq Mix
dodavany firmou PCR Biosystems Ltd. Pro vétsi vytéznost PCR reakce jsem navic
pouzila DMSO (dimethylsulfoxid). Seznam pouzitych reagencii a jejich skladovani je
uveden v tabulce 13. Sekvence pouzitych primerd byla stejna jako pii pouziti kitu
MyTaq™ Red DNA polymerase (viz tab. 10). PouZita piistrojova technika a spotiebni

materidl ztstal také stejny (viz tab. 9).
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Tab. 13: Seznam reagenci pro tvorbu master mixu

Reagencie: Skladovani:
PCRBIO HS Taq Mix mrazici box (-20 °C)
primer NQO1 forvard mrazici box (-20 °C)
primer NQOL1 revard mrazici box (-20 °C)
H20 Aqua pro injectione lednice (<4 °C)
DMSO pokojova teplota

Nejprve jsem si z mraziciho boxu vyndala vzorky s izolaty DNA a primery, které
jsem nechala rozmrazit pii pokojové teploté. Po rozmrazeni jsem vSechny vzorky a
reagencie kratce zvortexovala a zcentrifugovala. Nasledn€ jsem v laminarnim boxu do
chladiciho stojanku pfipravila pfislusny pocet 0,2 ml mikrozkumavek s rovnym vickem
(pro vSechny vzorky a dvé kontroly), které jsem fadné oznacila. Do 1,5 ml
mikrozkumavky jsem napipetovala reagencie pro master mix v poméru uvedeném v
tabulce 14 pro jednu reakci. Objemy jsem si prepocitala na ptislusny pocet vzorku a dvé

kontroly.

Tab. 14: Reagencie a jejich objem pro tvorbu master mixu pro jednu reakci

Reagencie: Objem:
PCRBIO HS Taqg Mix 25 ul
H,O Aqua pro injectione 16,5 ul
primer NQO1 forward 2 ul
primer NQOL reverse 2 ul
DMSO 2,5 ul
Celkem 48 pl

Po napipetovani spravného objemu reagencii do 1,5 ml mikrozkumavky jsem
master mix fadné promichala a zcentrifugovala. Déle jsem do ptipravenych popsanych
0,2 ml mikrozkumavek napipetovala 48 ul master mixu a pfipipetovala 1-5 pl izolatu
DNA (objem zavisel na koncentraci DNA ve vzorku). Do pozitivni kontroly jsem
napipetovala 2 ul DNA jiz zméteného vzorku s heterozygotni variantou genu NQO1 a
do negativni kontroly jsem napipetovala 2 pl vody. Takto pfipravené vzorky jsem kratce
zvortexovala, zcentrifugovala a vlozila do termocycleru, ktery jsem peclivé uzaviela a
zapnula piislusny program cykld urceny pro analyzu genu NQO1. Pribéh programu

termocycleru je uveden v tabulce 12.
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Po ukonceni programu v termocycleru jsem PCR produkty zkontrolovala pomoci

gelové elektroforézy na 4% agar6zovém gelu.

8.4.3 Kontrola PCR produktu

Kontrolu PCR produktl jsem provedla pomoci gelové elektroforézy na 4%

agardzovém gelu. Pouzité reagencie a jejich skladovani jsou uvedeny v tabulce 15.

Tab: 15 Seznam reagencii a jejich skladovani

Reagencie: Skladovani:

Crystal 10x TBE Buffer pokojova teplota

10x TBE (zasobni roztok) pokojova teplota

1x TBE (pracovni roztok) pokojova teplota
Agardzove tablety pokojova teplota
Midori Green Advanced DNA Stain lednice (<4 °C), ve tm¢é
100 bp DNA LADDER H3RTU pokojova teplota

DNA Loading Buffer Blue pokojova teplota

Zasobni roztok 10x TBE se pfipravi z praSku 10x TBE Buffer, ktery se rozpusti v
deionizované vod¢ a nasledné se doplni deionizovanou vodou na objem 1 litru.

Nejprve jsem si ze zasobniho roztoku 10x TBE pfipravila pracovni roztok 1xTBE.
Do sklenéné lahve o objemu 0,5 1 jsem nalila 50 ml 10x TBE a ptidala 450 ml
deionizované vody. Vysledny roztok jsem promichala. Dale jsem si pfipravila 4%
agar6zovy gel. Do kadinky jsem vlozila pfislusny pocet agarézovych tablet o hmotnosti
0.5 g a dle pozadované velikosti a hustoty gelu pfilila do kadinky 50 nebo 100 ml
pracovniho roztoku 1x TBE. Tablety jsem nechala v pracovnim roztoku rozpustit,
kadinku vlozila do mikrovinné trouby a nechala zahtivat na maximalni ohfev po dobu 3
minut, dokud se tablety zcela nerozpustily. Ke smési jsem pfipipetovala 6 pl
fluorescenéni barvy Midori Green Advanced DNA Stain a promichala. Po ¢aste¢ném
zchladnuti jsem obsah kadinky nalila na pfipravenou elektroforetickou podlozku s
hiebeny, odstranila vzniklé vzduchové bubliny a nechala tuhnout gel po dobu 10-15
minut na tmavém misté. Z Gplné ztuhlého gelu jsem vyndala hiebeny a vlozila jej do
elektroforetické vany. Zkontrolovala jsem, zdali je gel v elektroforetické vané

dostate¢né ponofeny, ptipadné jsem dolila 1x TBE pufr. Do kazdé¢ fady gelu jsem si do
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prvni jamky napipetovala 6 pl markeru 100 bp DNA LADDER H3RTU. Do dalSich
jamek jsem napipetovala 5 pl PCR produktu smichaného s 1 ul vkladaciho pufru DNA
Loading Buffer Blue. Po napipetovani vSech vzorkidi a kontrol jsem spustila
elektroforézu (100 V - 135 V) na 10 - 15 minut.

Po probéhnuti elektroforézy jsem gel pfenesla na detekéni systém, vyfotila jej,
obrazek ulozila na pamétovou kartu, kterou jsem prenesla do pocitace, kde probihalo
hodnoceni vysledk.

Vysledkem amplifikace je produkt o velikosti 196 bp (viz obrazek 4). V piipadé
uspésné amplifikace jsem nasledné provedla restrikéni §tépeni. V ptipadé, ze nebyl

produkt detekovan, byla nutna opétovnad PCR amplifikace.

Obr. 4: Kontrola PCR produktu pomoci gelové elektroforézy, jamka 1 obsahuje
hmotnostni marker (100 bp DNA LADDER H3RTU), jamka 2, 3 a 4 pak PCR

produkty o velikosti 196 bp, v jamce 5 je napipetovana negativni kontrola reakce.

8.4.4  Restrikcni Stepeni

Restrikéni $tépeni jsem provedla pomoci enzymu Hinf I. Reagencie pouzité pro

restrikéni $tépeni a jejich skladovani jsou uvedeny v tabulce 16.

Tab. 16: Seznam reagencii a jejich skladovani
Reagencie: Skladovani:
Restrik¢éni enzym Hinf | mrazici box (-20 °C)
Restrikéni pufr CutSmart mrazici box (-20 °C)

Nejprve jsem si z mraziciho boxu vyndala restrikéni pufr CutSmart a nechala jej

rozmrznout pti pokojové teploté. Po rozmrznuti jsme pufr promichala a zcentrfugovala.
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V chladicim stojanku jsem si pfipravila mix pro restrikéni Stépeni. Do 0,2 ml
mikrozkumavky s rovnym vickem jsem si napipetovala pro kazdy vzorek 4,5 ul
restrikéniho pufru CutSmart a 1 ul restrikéniho enzymu Hinf I. Smés jsem promichala a
ke kazdému vzorku a kontrole piipipetovala 5,5 ul smési a opét jemné promichala.
Nasledné jsem vzorky nechala inkubovat v miniinkubatoru pii teploté¢ 37 °C po dobu
min. 60 minut. Po ukonceni inkubace jsem provedla kontrolu restrikéniho Stépeni

pomoci gelové elektroforézy.

8.4.5  Kontrola restrikcniho stépeni

Kontrolu restrikéniho $§tépeni jsem provedla pomoci gelové elektroforézy na 4%
agarozovém gelu. Pripravila jsem si dalsi 4% agarézovy gel, obarveny 6 pl
fluorescenéni barvy Midori Green Advanced DNA Stain. Tuhy gel jsem vlozila do
elektroforetické vany a v kazdé tadé¢ jsem do prvni jamky napipetovala 6 pl
hmotnostniho markeru 100 bp DNA LADDER H3RTU. Do dalSich jamek jsem
napipetovala 10-15 pl stépeného PCR produktu smichaného 2 ul vkladaciho pufru DNA
Loading Buffer Blue a spustila elektroforézu (100 V - 135 V) po dobu 10 - 15 minut.

Po probéhnuti elektroforézy jsem gel ptfenesla na detekéni systém, vyfotila a

ptenesla do pocitace, kde probehlo hodnoceni vysledkii.

8.4.6  Hodnoceni vysledkui

V disledku zamény nukleotidu C za T na pozici 609 v genu NQO1 vznikd nové
S§tépné misto. Restriktaza Hinf | rozstépi v takovém ptipadé PCR produktu o velikosti
196 bp na 2 fragmenty o velikosti 119 bp a 77 bp. V piipadé nepiitomnosti mutované
alely se PCR produkt nestépi. Pokud je v PCR produktu pfitomna mutovand i normalni
alela vznikaji nasledkem restrik¢éniho $tépeni 3 fragmenty o velikosti 196 bp, 119 bp a
77bp (viz obrazek 5). V tabulce 17 jsou uvedeny referen¢ni hodnoty pro
polymorfismus genu NQO1.
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Obr. 5: Ptiklad rozdéleni fragmenti PCR produktu o velikosti 196 bp po restrikénim
Stépeni. Jamka 1 obsahuje hmotnostni marker (100 bp DNA LADDER H3RTU), jamka
2 obsahuje vzorek s wild type genotypem NQO1*1/*1 (fragment o velikosti 196 bp),
jamka 2 a 3 vzorky s heterozygotnim genotypem NQOI1*1/*2 (fragmenty o velikosti
196 bp, 119 bp a 77 bp).

Tab. 17: Referen¢ni hodnoty pro polymorfismus genu NQO1

PCR Produkt: Stépeny PCR produkt: Vysledny genotyp:
196 bp 196 bp Nemutovany homozygot C/C
196 bp 196+119+77 bp Heterozygot C/T
196 bp 119+77 bp Mutovany homozygot T/T
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9 Vysledky

Béhem jednoho roku (duben 2017 — biezen 2018) byl v genetické laboratofi
GENLABS s.r.o. v Ceskych Budgjovicich analyzovan polymorfismus genu NQO1
pomoci metody PCR-RFLP u 120 vzork, u nichz bylo toto vysetieni pozadovano.

Analyza zahrnovala stanoveni alelové varianty NQO1*2 vznikajici zaménou
thyminu za cytosin v nukleotidové pozici 609, a nemutované varianty genu NQO1*1
(Wild type). Soubor zahrnoval celkem 120 pacientfi, 81 Zen a 39 muzd, obyvatel Ceské
republiky (kavkazska populace), u nichz nebyla znama zadna diagnosticka kritéria.

Znamy byl pouze vek a pohlavi pacientt viz graf 1.

RozloZeni pohlavi u sledovaného souboru

39 (32,5%)

Bzeny muzi

Graf 1: RozloZeni pohlavi ve sledovaném souboru. Soubor obsahoval 39 (32,5%) muzi

a 81 (67,5%) zen.

Ve sledovaném souboru byl polymorfismus genu NQO1 detekovan u 36 pacientd.
Ve vSech ptipadech se jednalo o heterozygotni variantu genu C/T — NQO1*1/*2. U
ostatnich pacientii byla detekovana nemutovana varianta genu C/C — NQO1*1/*1 a to

v 81 piipadech. V souboru se nevyskytoval ani jeden mutovany homozygot T/T -
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NQO1*2/*2. Genotypova frekvence je uvedena v tabulce 18 a rozloZeni variant genu u

sledovaného souboru je uvedeno v grafu 2.

Tabulka 18: Zastoupeni jednotlivych genotypa NQO1 ve sledovaném souboru

NQO1*1/*1 NQO1*1/*2 NQO1*2/*2 Frekvence
alel
(NQO1*1)/
Soubor (NQO1*2)
n=120 84 (70%) 36 (30%) 0 (0%) (0,85)/(0,15)
Vyskyt polymorfismu

36 (30%)

C/T mc/C

Graf 2: Znazornéni vyskytu heterozygotni varianty NQO1*1/*2 (C/T) a nemutované
varianty genu NQO1*1/*1 (C/C) ve sledovaném souboru.

U 81 zen ve sledovaném souboru se polymorfni alela (C/T) vyskytovala u 24
jedincti (30%) a nemutovand varianta genu (C/C) u 57 jedinct (70%). U muzi se
mutovana alela (C/T) vyskytovala u 10 jedinci (26%) a nemutovana varianta genu u 29
jedinct (74%) viz graf 3. Distribuce vyslednych genotypu se tedy mezi pohlavimi

vyznamné nelisi.
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Graf 3: Distribuce genotypti NQO1 609 C/C a C/T ve sledovaném souboru v zavislosti

na pohlavi.
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10 Diskuze

Gen NQO1 neni vysoce polymorfnim, do soucasnosti byly u cloveka
identifikovany pouze dvé polymorfni varianty genu, NQO1*2 a NQO1*3, obsahujici
bodovou mutaci v koédujici oblasti genu.(Maitland-van der Zee and Daly, 2012).
Alelova varianta NQO1*2 vzniké substituci cytosinu za thymin v nukleotidové pozici
609. Vysledkem této substituce je zména aminokyseliny prolinu za serin v poloze 187
(P187S). Zaménou dochézi k vyrazné zméné ve fenotypu. Proteinovy produkt translace
je nestabilni a v disledku toho dochazi ke snizeni hladiny vysledného enzymu (Dunna
et al., 2011). Dalsi varianta alely NQO1 vznika substituci jednoho nukleotidu thyminu
za cytosin v nukleotidové pozici 465 a je oznaCovan jako NQO1*3. Substituce v tomto
ptipadé vede k zaméné aminokyseliny argininu za tryptofan v poloze 139 (R139W).
Produktem této alely je enzym, ktery postrada vazebné misto pro chinon a tim je jeho
aktivita zavisld na povaze substratu. (Atia et al., 2014). Frekvence vyskytu alely v
populaci je relativné nizka a pohybuje se v rozmezi 0-5% v zavislosti na etniku s
minimalnim aZz nulovym vyskytem homozygotni varianty (Gaedigk et al., 1998).
Z tohoto divodu se bézn¢ stanoveni polymorfismu NQO1*3 v klinickych laboratotich
neprovadi.

Analyza polymorfismu genu NQO1*1/*2 pomoci metody PCR-RFLP u
zkoumaného souboru se po Uspésné optimalizaci stala soucésti nabizenych vysetieni v
genetické laboratoti GENLABS s.r.0. v Ceskych Budg&jovicich. Metodika této analyzy
zejména sekvence primert a reakéni protokol byly piejaty z odborné publikace Bian et
al.(2008). Primarn& byl pro tuto metodu vyuzit kit pro amplifikaci DNA MyTaq™ Red
DNA polymerase. U analyzy prvni skupiny vzorkd vSak nedochazelo k amplifikaci
pozadovaného tseku DNA. Z toho divodu byl také pouzit jiny kit PCRBIO HS Taq
Mix, kdy amplifikace aseku probéhla pouze u nékterych vzorku a to u téch, které mély
vy$$i koncentraci DNA (50 ng/ul a vice). Optimalizace metody v obou ptipadech
spocivala zejména v upravé casovych intervalli pribéhu PCR reakce a ve zméné
vstupniho mnozstvi DNA do reakce, kdy byla pouzita min. koncentrace 50 ng/ul. Na
zéklad¢ téchto optimalizacnich kroki byly problémy s amplifikaci odstranény.
Z finan¢nich divodlt se dale pro detekci polymorfismu v genu NQOlvyuzival kit
MyTaq™ Red DNA polymerase. Na zékladé téchto poznatkii byl vypracovan
standardni opera¢ni protokol pro vySetieni polymorfismu NQO1*1/*2 metodou PCR
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RFLP. Analyza polymorfismu genu NQOL1 tak byla zafazena do seznamu rutinnich
vySetfeni genetické laboratofte.

Stanoveni polymorfismu genu NQOL bylo provedeno u skupiny 120 pacientu,
obyvatel Ceské republiky, spadajici do kavkazské populace. U t&chto pacientli bylo
znamé pohlavi, nikoli zdravotni stav.

Izolace DNA u zkoumaného souboru se provadéla u vSech pacientii z bukalniho
stéru. V nékolika piipadech byla koncentrace DNA ve vzorcich velice nizka, nebo byl
objem izolovan¢ DNA nedostacujici pro pocet pozadovanych vySetfeni, proto doslo
k vyzadani nového odbéru biologického materialu pro izolaci DNA. U dvou piipadi
byla opakovand izolace DNA provadéna z periferni krve. Diky této skute¢nosti nebylo
mozné vypracovat porovndni vytéznosti izolace DNA z bukalniho stéru a periferni krve.

U sledovaného souboru byla heterozygotni varianta genu NQO1*1/*2 detekovana u
36 pacientt (30%) a nemutovana varianta NQO1*1/*1 (Wild type) u 84 pacientt (70%).
Tyto vysledky koreluji s daty ziskanymi studii polymorfismu genu u kontrolni skupiny
347 obyvatel Ceské republiky (Stisova et al., 2005). Pii studiich polymorfismu tohoto
genu v kavkazské populaci obecné, kterou publikoval Kelsey et al.(1997), byla
mutovand alela genu NQOL V heterozygotnim stavu detekovana u vétsiho procenta
jedinct (39,5 %) ve srovnani s naSimi vysledky. Navic byli ve studované populaci,
Citajici celkem 114 jedinct, detekovani také mutovani homozygoti a to ve 4.4% (Kelsey
et al., 1997). Tyto hodnoty vSak mohou byt zavadéjici z divodu malé velikosti obou
studovanych soubort.

Homozygotni mutovand varianta genu NQO1*2/*2 nebyla v naSem souboru
detekovana vilibec. Tento fakt je mozny z divodu nizkého vyskytu, ktery se uvadi okolo
3% v &eské populaci (Stsova et al., 2005), nebo okolo 4% v kavkazské populaci
(Kelsey et al., 1997), a nebo z dtivodu nizkého poétu vysetfenych jedinci, jak jiz bylo
uvedeno.

Po rozdéleni jedinct dle pohlavi obsahoval zkoumany soubor 81 Zen a 39 muzi. U
zen byl heterozygotni genotyp detekovan 24x (30%) a nemutovana varianta genu 57x
(70%). V souboru muzil byl heterozygotni genotyp detekovan 10x (26%) a nemutovana
varianta genu 29x (74%). Procentualni rozdéleni vyskytu jednotlivych genotypt dle
pohlavi korelovalo se studii provedenou u kontrolni skupiny 314 Zen a 183 muzl
reprezentujicich ¢eskou populaci pouze u zenského pohlavi. U muzského pohlavi se

procentudlni zastoupeni sledovanych genotypi ve srovnani se studii Stsové et al.
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(2005) mirng lisi. Tuto skutecnost mizeme opét vysvétlit malym souborem muzskych
jedinct v nasi studii.

Pro detekci polymorfismu genu NQO1 se vyuzivaji také jiné metodické piistupy
napi. nested PCR nebo sekvenovani (Larson et al., 1999; Shi et al., 1999). Z divodu
uspésné optimalizace samotné PCR-RFLP metody nebyly vsak tyto techniky k analyze
polymorfismu u sledovaného souboru vyuzity.

Na zékladé¢ publikovanych informaci ziskanych dlouholetym zkouménim
polymorfismu genu NQOL lIze s urcitosti potvrdit jeho vyznam jako rizikového faktoru
pro rozvoj rakoviny a faktoru zvysené citlivosti na benzenovou cytotoxicitu, zejména u
pracovnikil profesn¢ vystavenym plisobeni benzenu. (Nebert et al., 2002; Lajin and
Alachkar, 2013). Diky témto faktim a prevalenci vyskytu polymorfismu v populaci je

vyznam tohoto vySetfeni nepopiratelny.
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11 Zavér

Hlavni cile této bakalarské prace na téma Analyza polymorfismu genu NQO1
pomoci metody PCR ptedstavujici praktické zvladnuti a osvojeni si molekularné —
genetickych metod bézné vyuzivanych k detekci genovych polymorfismi a vypracovani
odborné reSerSe na dané téma byly naplnény.

V teoretické Casti prace jsem se snazila poskytnout komplexni informace o genu
NQOL1 a jeho produktu, podrobném popisu funkce, polymorfismech, véetné metodiky
detekce a mozné souvislosti se zvySenym rizikem vzniku rakoviny.

V praktické Casti, se zabyvam popisem piesného postupu analyzy, kterd zahrnovala
izolaci DNA z bukalniho stéru a periferni krve, stanovenim koncentrace DNA,
amplifikaci useku genu pomoci PCR, kontrolou PCR produktu pomoci gelové
elektroforézy, restrikénim Stépenim, naslednou detekci polymorfismu pomoci gelové

elektroforézy a hodnocenim vlastnich vysledkt
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13 Seznam pouZzitych zkratek

ARE - prvek antioxida¢ni odezvy

DCPIP - 2,6-dichlorfenolindofenol

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA - kyselina deoxyribonukleova

dNTP - deoxynukleotidové trifosfaty

EDTA - kyselina etylendiaminotetraoctova

FAD - flavin adenin dinukleotid

GA - geldamycinu

Hinf I - restrikéni endonukleaza ziskana z Haemophilus influenzae
Hsp70 - proteinem tepelného Soku 70

Keapl - Kelch ECH associating protein 1

Mdmz2 - Mouse double minute 2 homolog

MDS - myelodyplasticky syndrom

MMC - Mitomycin C

NAD(P)H - Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NQOL1 - NAD(P)H:chinon oxidoreduktaza 1
NQO1*1 - nemutovana varianta genu NQO1

NQO1*2 - mutovana varianta genu NQO1 vznikajici substituci thyminu za cytosin v

nukleotidové pozici 609

NQO1*3 - mutovana varianta genu NQO1 vznikajici substituci thyminu za cytosin v

nukleotidové pozici 465

Nrf2 -.nuclear factor erythroid 2-related factor 2
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PCR - polymerazova fetézova reakce
RFLP - polymorfismus délky restrikénich fragmentt
ROS - reaktivni formy kysliku

SDS - dodecylsiran sodny
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