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1. Uvod

1.1 Implantace embrya

Implantace zarodku do endometria (d€lozni tkan€) probihda v nékolika fazich a je
podminéna hormonaln¢ fizenou morfologickou a funkéni prestavbou endometria, piicemz
spolupiisobi fada interakci mezi adhezivnimi molekulami matefské a embryonalni tkan¢.

V soucasné dobé jsou znamy desitky rustovych faktorl, transformacnich rdstovych
faktorti, adhezivnich molekul a cytokini, které zajistuji tuto komunikaci. Jednim z klicovych
regulacnich faktorti, bez jehoz ucasti se implantace neuskute¢ni, je leukemicky inhibicni
factor (Lass et al. 2001). Dalsi faktor siln¢ ovliviiujici prestavbu stromalnich bunck
endometria, proces nazyvany decidualizace, je interleukin 11 (Bilinski et al. 1998).

Selhani implantace je castou pficinou idiopatické, tj. standardnimi metodami
nevysvétlitelné infertility, kterd je diagnostikovana u 10-15% neplodnych part. V klinické
praxi se rutinné pouzivaji optimalizované techniky asistované reprodukce, kterymi 1ze zajistit
jak dostate¢né mnozstvi zivotaschopnych embryi, tak adekvatni hormonalni ptipravu délozni
sliznice pro implantaci, avSak procento zapocatych téhotenstvi zlstava stale velmi nizké.
Pouze 11-17 % embryi vypéstovanych in vitro a aplikovanych pacientkdm spésné

implantuje.(Van der Elst et al 1996)

1.2  Leukemicky inhibi¢ni faktor (LIF)

Leukemicky inhibi¢ni factor je pleotropicky cytokin z rodiny interleukinu 6.(Drews 1995)
Mezi rizné typy bunék na které plisobi, patfi neurony, megakaryocyty, makrofagy, adipocyty
a dalsi linie bunek. LIF je vysoce glykosylovany protein (38-67 kDa) slozeny z 202
aminokyselin obsahujici tfi disulfidické mustky, ktery se vaze na nizkoafinni receptorovy
fetézec LIF-R. (Cullinan et al. 1996). Po pfipojeni fetézce gpl30 se vytvaii vysokoafinni
receptorovy komplex a dochdzi k aktivaci receptoru. Na obr. 1 je znazornéna prostorova
struktura proteinu LIF, Cervéné jsou vyznaceny disulfidické mustky a zlutou barvou je

oznaceno misto nalezené mutace V64M .



Obr. 1

Blastocysty a endometrium exprimuji mRNA pro LIF-R a gp130, a to zvlast’ aktivné v
dobé¢ predpokladané implantace (Charnock-Jones et al. 1994).

Mechanismy pisobeni LIF nejsou zatim zcela zietelné objasnény. Je znamo, Ze LIF
zvySuje expresi podskupiny progesteronem regulovanych genti (IGF-binding protein 3,
amfiregulin a immune response gene-1) na luminalnim jednovrstevném cylindrickém epitelu
(Sherwin et al. 2004). LIF také napomaha pii uskutecnovani invaze trofoblastu tim, ze
ovliviiuje expresi proteindz (Harvey et al. 1995). Téz bylo prokazano, ze LIF reguluje
populace uterinnich leukocytil, zvlasté NK bunék a makrofagti (Schofield et al. 2005).

Priikaz nezbytnosti ulohy LIF pfi implantaci byl podan na experimentalnim modelu. Mysi,
kterym byla knockoutovéana ¢ast genu kodujicitho LIF (LIF-/-), nevykazuji zadné fenotypové
zmény, po oplozeni se u nich vytvareji blastocysty, ale nedojde k jejich implantaci ani
dalSimu vyvoji. Neniduji ani implantovand zdrava embrya. Naopak implantace takto
postizenych embryi do zdravych samic vedla k uspé$né implantaci. Stejn¢ tak k uspésné
implantaci v postizenych samicich vedlo podavani exogenniho LIFu (Stewart et al. 1992).

V endometriu je LIF sekretovan v souhfe s menstruacnim cyklem, pficemz nejvyssi

hladiny dosahuje béhem doby implantace. Jeho pfitomnost u ¢lovéka je zjistovana z uterinich



vyplacht a bylo prokazano, ze jeho hladina je vyrazné dysregulovana (snizena nebo zvysena)
u zen s idiopatickou infertilitou (Laure et al. 1997). Tyto vysledky vedou k hypotézam, ze
abnormalni hladiny LIF mohou mit pfi¢innou souvislost s idiopatickou infertilitou. K
objasnéni téchto vztahti by mélo pfispét studium genetického pozadi produkce LIF u téchto

pacientek.

1.3  GenLIF

Gen kodujici primarni strukturu LIF se nachazi v oblasti 22q12 na 22. chromozému. Jeho
nukleotidova sekvence je v kodujicich ¢astech i1 v urcitych segmentech nekddujicich oblasti
vysoce konzervativni. Promotorova oblast genu obsahuje ¢tyfi konzervované TATA boxy a
dveé oblasti startujici transkripci. Kodujici oblast je rozclenéna do tii exond . Giess a kol.
(1999) identifikoval dvé mutace v exonech a jednu intronovou, vSechny v heterozygotnim
stavu. RozloZeni exond a znamych mutaci je znazornéno na obr 2. Referencni sekvence byla
ziskana z webovych stranek http://www.ncbi.nlm.nih.gov pod ¢islem M63420. Soudi se, ze
tyto mutace, ackoliv pouze v heterozygotnim stavu, mohou vést ke snizeni dostupnosti Ci
aktivity LIF proteinu a tim padem mohou byt soucasti genetické predispozice k snizené
plodnosti. Dvé ze tii dosud popsanych bodovych mutaci genu pro LIF, které lezi v exonu 3,
zpusobuji zdménu vzdy jedné aminokyseliny v oblasti AB smycky proteinové ¢asti molekuly,
jejiz funkénost podminuje interakci s receptorem LIF. Tieti mutace, tranzice C za A v pozici
715, byla nalezena v 5" regulacni oblasti, 6 part bazi pred start-kodonem exonu 1 a
predpoklada se, ze vede k porucham transkripce, které se projevi poklesem produkce LIF
glykoproteinu. VSechny tyto tfi mutace byly popsany u infertilnich Zen a v kontrolni populaci
nebyly zatim nikdy detekovany. Doposud se vyhleddvanim mutaci v genu pro LIF u
neplodnych zen vénovaly tfi publikace (Giess et al. 1999, Kralickova 2006, Steck 2004)
vSechny s identickym zavérem, Ze tyto mutace, ackoliv pouze v heterozygotnim stavu, mohou
vést ke snizeni dostupnosti ¢i aktivity LIF proteinu a tim padem mohou byt soucasti genetické

predispozice k snizené plodnosti.
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Obr. 2

1.3  Interleukin 11 (IL-11)

Interleukin 11 je dalSim c¢lenem rodiny interleukinu 6 spolu s LIF , cilidrnim
neurotrofickym faktorem (CNTF), kardiotrofinem (CT-1) a onkostatinem-M (OSM) a
spole¢né s nimi sdili afinitu k receptorovému fetézci gpl130. Hotovy protein je monomer
slozeny ze 179 aminokyselin o molekulové vaze 150 kDa. Sam se vaZze na vysokoafinni
receptor IL-11Ra a po spojeni s gp130 dochazi k homodimerizaci IL-11a pfenosu signalu. Je
znamo mnoho biologickych vlivlh IL-11 na rizné linie bunek, je dilezitym regulatorem
hematopoézy, indukuje proliferaci B bunck, stimuluje vyvoj osteoblastl, bunck
gastrointestinalniho a nervového systému (Du et al. 1994). Pozdéjsi studie ukdzaly ochrannou
ulohu IL-11 na rznych modelech, pii infekci, zanétu a poranéni (Keith 2000). V roce 1997
byl schvalen rekombinantni IL-11 (pod ndzvem Oprelvekin) jako 1€k pro prevenci zadvazné
trombocytopenie u pacientdl po chemoterapii. Studie na my$im modelu ukazuji, ze defekty
v genu pro IL-11Ra nevedly k zddnym abnormalitam v hemopoetickém procesu, ale samice
s timto defektem byly sterilni (Robb et al. 1998). Jako pfi¢ina této neplodnosti byla urcena
nedostatecna decidualizace endometria a jeho postupna degradace. U ¢lovéka byla pomoci
imunohistochemického barveni prokdzana produkce IL-11 v endometriu béhem celého
menstruacniho cyklu. V epitelidlnich bunkach byla pozorovana silngjsi intenzita produkce IL-
11 nez u stromalnich buniek endometria. Na kultivovanych tkanich in vitro bylo zjiSténo
zvySeni produkce IL-11 po stimulaci IL-1a, TNFa,a TNFB (Cork et al. 2000). V jiné studii
bylo prokazano, ze produkce IL-11 epitelidlnimi bunkami endometria je siln€ snizena u Zen

s opakovanymi potraty v anamnéze ve srovnani se zdravou skupinou. Produkce receptoru IL-



11 byla stejna u obou skupin (Linjawi et al. 2004). Obé prace se shoduji na tom, ze IL-11

mize hrat vyznamnou roli ve funkci lidského endometria pii implantaci zarodku.

14 GenlL-11

Gen IL-11 se nachazi se na chromozomu 19 v oblasti q13.3-q13.4, kéduje pét exont a
Ctyfi introny. Dosud nebyla v literatufe popsana zddna mutace genu. Je popsano celkem 27
variant genu, z toho tii se nachazeji v exonech. Jako referencni sekvence byl pouzit zdznam
genové banky Ccislo AY207429 z webovych stranek http://www.ncbi.nlm.nih.gov.
odpovidajici referencni sekvenci ¢islo NM_ 000641, ze které byly ziskany varianty genu. Na

Obr 3. je znazornén ideogram genu s vyznacenim variant v exonech.
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Obr. 3

2. Cil prace

Jak jiz bylo naznaceno v uvodu, existuje divod domnivat se, Ze sniZzena hladina LIF a IL-
11 miiZze byt pticinou Zenské neplodnosti. Mym tkolem bylo identifikovat a charakterizovat
mutace v genech LIF a [L-11 ve skupiné neplodnych Zen, porovnat tyto vysledky s kontrolni
skupinou zdravych Zen a pokusit se tyto genetické zmény fenotypicky charakterizovat.
Screening exonti a exon-intronovych spojt byl proveden pomoci TGGE a poté byly pozitivni

vzorky osekvenovany k pfesnému urceni druhu a polohy mutace.



3. Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Soubor pacientek

Vzorky periferni krve (vroztoku EDTA nebo heparinu) byly ziskdny znékolika
gynekologicko-porodnickych klinik a IVF center (Plzeni, Hradec Kralové). Celkovy soubor
zen cital 399 pacientek, které byly rozdéleny do skupin podle pfic¢in sterility. Kritéria tvotici
skupiny byla tato: ovarialni faktor (n=55), tubarni faktor (n=46), endometridoza (n=34),
andrologicky faktor (n=115), idiopatickd infertilita (n=105), kombinace faktori (n=44) a
kontrolni skupina zdravych zen (n=202). Jako idiopaticky infertilni byly oznaceny pouze
pacientky u kterych byla provedena vSechna standardni vySetfeni indikovana neplodnosti
s negativnim vysledkem.

Tato studie byla schvalena etickou komisi Lékatské Fakulty Univerzity Karlovy v Plzni a

vSechny zucastnéné pacientky podepsaly informovany souhlas.

3.2  Metody

3.2.1 1Izolace DNA

DNA byla izolovana z leukocyti periferni krve pomoci DNeasy Tissue Kit (QIAgen,
Hilden, Germany) podle firemniho pfedpisu. Vzorky byly skladovany pfi teploté -20°C.

3.2.2 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Pro amplifikaci fragment genu LIF byly pouzity primery ptevzaté z literatury a nékteré
primery vlastni. V tabulce 1 jsou hvézdickami (*) odliSeny prevzaté primery (Giess et
al.1999). Primery pro TGGE byly modifikovany programem Poland (Steger, 1994) ptidanim
GC bohatych sekvenci, tzv. GC ,clampti“. Ty vytvafeji u PCR produktu termostabilni

domény, které umoznuji skrining mutaci pomoci TGGE. GC svorka je zapsana kurzivou. Pro



sekvenovani byly pouzity stejné primery bez GC clampii a pro CSCE byly pouzity také stejné

primery fluorescen¢né zna¢né na 5° konci.

Exon Nazev Sekvence 5 '— 3'
CGCCCGCeGeareeeareaeeecaaeeeaeecaeeececeaecce
El FIFGC G CTATGATGCACCTCAAACAA
EIR GGGGCGGGTGTATTTA
E2F GCCACCCTTTCCTGCCTTTCTAC*

E2 EIR.GC CGGGCGGGGGCGEGCGGGLCCGGEGCGECEGEGEGEEGECEGCGGEaE
CG TCCCTGCCATCTCCTGTCAGTATC*
CGCCCGCeGeareeeareaeeecaaeeeaeeaeeeeeaecce

E3.1 F31F6C G ACAATTCCAGATGCTTACAGGG *
E3.1R-C GCGGG GCCAAGGTACACGACTATGC*
E3.2F CCCAACAACCTGGACAAGCTATG*

E3.2 CGCCCGCeaeaeeeeaeaeecaeeeccaecaeeecceaecec

£3.2RGC C CCGTAGGTCACGTCCACATG*

E3.3F-GC CCCGC CCTCCTTAGCAACGTGCTGT
E3.3 33R.GC CGGGCGGGGGCGEGECEGGLCGGEGCGECEGEGEEEECEGCGGE

CG ACATCTGGACCCAACTCCTG

Tabulka 1




Primery pro amplifikaci genu IL-11 jsou zndzornény v tabulce 2 .

velikost Teplota
Exon Nazev Sekvence 5 '— 3' produktu p¢
annealingu
(bp)
elF gcgtccacactccctcac
El 289 60°C
elR ctgtctccgggtcectet
eSF acctctctccteteeccaca
E5 235 60°C
e5R aagatctggctttggaagga
e2F
ED-4 agcctgagctctetgectta 798 60°C
e4F gtctgggototcaggtcttg
Tabulka 2

Amplifikacni reakce obsahovala 12,5 pl mastermixu HotStart Taq PCR Master Mix
(QIAgen, Hilden, Némecko), 10 pmol kazdého primeru (GENERI BIOTECH, Hradec
Kralové, CR) a 100 ng templatové DNA.. Zbyvajici objem do 25 pl byl doplnén sterilni
deionizovanou vodou. Reakce probihala v termocykleru GeneAmp 9700 (PE/AB Foster City,
CA, USA). Amplifika¢ni program pro vSechny exony se sestaval z nasledujicich kroki :
uvodni denaturace 95°C/15 minut, dale 35 cykld (denaturace 95°C/1 minuta, annealing podle
ptislusnyc hodnot v tabulce po dobu 1 minuty, extenze 72°C/1,5 minuty) a finalni extenze
72°C/7 minut. Vysledek reakce byl zkontrolovan pomoci gelové elektroforézy v 2% TAE
agarozovém gelu (SERVA, Heidelberg, Némecko). Vzorky byly bud’ pfimo pouzity nebo
skladovany pfti -20°C.

3.2.3 Tvorba heteroduplexi
Pro analyzu metodou TGGE a CSCE bylo tfeba vytvofit smes heteroduplext, které pak byly

rozdeleny elektrolyzou. Byla provedena denaturace v termocykleru GeneAmp 9700 (PE/AB
Foster City, CA, USA) pii 95°C po dobu 5 minut s naslednou postupnou renaturaci

10



(1°C/sekundu) na vyslednou teplotu 55°C, ktera byla udrzovana po dobu 15 minut. Poté byly

vzorky zchlazeny na 4°C.

3.2.4 Elektroforéza v teplotnim gradientu (TGGE)

Definovani teplotni domény a skrining mutaci byl proveden heteroduplexovou analyzou
na elektroforéze TGGE Maxi (Biometra, Goettingen, Némecko). Byly vytvofeny
heteroduplexy podle bodu 3.1.4. a poté bylo 8 ul PCR produktu smichano s 0,8 ul vkladaciho
pufru (200 mM MOPS, 50 mM EDTA, 0,1% bromfenolové modri, 20% glycerol, pH 8,0) a
vzorky byly naneseny na 8% denaturacni polyakrylamidovy gel (akrylamid : bis-akrylamid,
7M mocovina, 1x MOPS, 2% glycerol) v MOPS pufru (20 mM MOPS, 1 mM EDTA, pH
8,0), byl nastaven takzvany ,,prerun* (20°C/15 minut/300V), tj. faze, kdy se vzorky zapoustéji
do gelu. Poté byly nastaveny podminky pro kolmou TGGE, kde byly hledany exon-specifické
teplotni domény. Ziskané hodnoty se pak pouzily pro definovani paralelni TGGE pro
jednotlivé vzorky (tabulka 3).

Vzorky byly barveny stiibrem, gel byl postupné promyvan v nasledujicich roztocich :
10% EtOH/5 minut, 1% HNOs3/3 minuty, deionizovana H,O/5 sekund, 0,012 M AgNO;/20
minut, deionizovana H,O/5 sekund, chlazeny 0,28 M Na,CO;3 + 0,019% formaldehyd/ cas
podle potieby az do dobré viditelnosti bandii, chlazena 10% kyselina octova/5 minut, 2x

H,0/5 minut (Budowle et al. 1991).

Exon | Teplotni gradient
El 55°C-63°C
E2 53°C - 65°C

E3.1 58°C - 66°C

E3.2 60°C - 65°C

E3.3 58°C - 62°C

Tabulka 3

11



3.2.5 Konformacné senzitivni kapilarni elektroforéza (CSCE)

Metodou CSCE lIze zjistit jakoukoli zménu nukleotidové sekvence za piepokladu, ze se
primery nachdzi alesponi 50bp od okraje zkoumané oblasti. S timto ohledem byly navrhovany
primery, které bylo mozné (neznacen¢) pouzit i pro sekvenovani. Pro CSCE byly pouzity
fluorescencné znacené primery, které jsou vypsany v tabulce 2. Exony 2, 3 a 4 byly diky své
vzajemné blizkosti zahrnuty do jednoho fragmentu. VsSechny primery pouzité pii CSCE a
sekvenovani byly navrzeny v programu Primer3 v.0.4.0, pfistupném pies webové rozhrani na
strankach  http://frodo.wi.mit.edu. Produkty pro CSCE byly zfedény destilovanou
deionizovanou vodou podle vytézku PCR do vysledné ho objemu 20ul a smichany s 0,13pl
velikostniho standartu LIZ 500 (PE/AB Foster City, CA, USA).

Po vytvoteni heteroduplexti nasledovala elektroforéza v CAP polymeru v genetickém
analyzatoru ABI 3130 (PE/AB Foster City, CA, USA)

Pozitivnim vysledkem byl posun velikosti piku nebo dvojpik v elekrotroferogramu .

Vysledky byly odecitany v programu Gene Mapper® (PE/AB Foster City, CA, USA)

3.2.6. Sekvenovani

Pro amplifikaci byly pouZity stejné sekvence primera jako pro CSCE, zapsané v tabulce2,
ale bez fluorescencniho znaceni. Po ptecisténi PCR produktt ( viz bod 1.3.7.1) nasledovala
sekvenacni reakce.Pro pfipravu sekvenacnich reakci byl pouzit Big Dye Terminator
Sequencing kit verze 1.1, pouze pro exon 2-4 byla pouZita verze 3.1 (PE/AB, Foster City, CA,
USA). Na jednu sekvenacni reakci bylo pouzito ptfiblizné 100 ng templatové DNA, 3,2 pmol
sekvenac¢niho primeru, 2 pl Big Dye Terminator Sequencing kit vI.1 (v3.1), 2 pul 5x
Sequencing buffer, v§e bylo doplnéno sterilni deinizovanovou vodou do objemu 10 pl.
Reakce probihala v termocykleru GeneAmp 9700 (PE/AB Foster City, CA, USA) v
nasledujicich krocich : denaturace 96°C/1 minuta, 25 cykld (96°C/15 sekund, teplota
annealingu viz tabulka 2 /5 sekund, 60°C/4 minuty).

12



3.2.7 Precisténi PCR produkti a sekvenénich reakci

Pro ptecistovani PCR produktl i sekvencni reakce jsem pieSel od tradi¢nich kolonek
(SigmaSpin Post-reaction Clean-Up, SIGMA, Heidelberg, Némecko) na piecistovani pomoci
magnetickych kuli¢ek (Agencourt Bioscience Corporation, Beverly, MA,USA). Metoda
SPRI® (Solid Phase Reversible Immobilization) je zalozena na selektivni imobilizaci
nukleovych kyselin na magnetické mikrocastice (Hawkins, et. al., Nucleic Acids Res. ) Tyto
kulicky (Sera-Mag™) jsou vytvoieny z polystyrenového jadra potazeného magnetickou
vrstvou a na povrchu kryté carboxylatem modifikovanou vrstvou polymeru umoziujici eluci
pomoci vody. Postup je struéné znazornén na obr. 5. Hlavnim rozdilem je absence
centrifugacnich krokli, coz umoziuje s vyhodou vyuzit 96ti jamkového formatu
mikrozkumavek a multikanalovych pipet. To zna¢né€ urychluje praci a umoziuje zpracovavat
vetsi mnozstvi vzorkil najednou.

Pro precisténi PCR produktii po amplifikaci jsem pouzival kit Agencourt AmPure a pro
precisténi sekvenacni reakce jsem pouzival kit Agencourt CleanSeq (Agencourt Bioscience

Corporation, Beverly, MA,USA) podle navodu vyrobce.

PROCESS OVERVIEW
(. Agencourt
Clean5EQ
Ethanal {, Binding Separation Ethanol Vash Elution Buffer Transfer
.3 A % § 1
#rom 8 s ad shabid -
A S éjﬁ éﬁ J &2 =y §
e D ‘ ¢ T
; e Magnet T Magnet Magriet o
- - - - - -
I 2 3 4 5 L]
1o add Agericourt CleanSES reagent and ethanol to sequencing reaction’ 2, Bind sequencing products to ragnetic
beads 3, Separate sequencing products from contaminants with magnetic feld 4, Wiash with ethanol 5, Elute Fram
magnetic particles &, Tramsfar away from magnetic beads

Obr. 5
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3.2.8. Potitatové zpracovani vysledkii v Programu SeqScape® v2.1.1

Seq Scape” je program od spoletnosti Applied Biosystems uréeny pro takzvanou
resekvenaci. To znamend detekci mutaci nebo SNP genotypovani na zakladé¢ znamé
referencni sekvence. Po vytvofeni templatu projektu, coz je neckolikastupniovy proces
zahrnujici vlozeni referen¢ni sekvence, vyznaceni zkoumanych oblasti, nastaveni parametra
analyzy a vlastnosti zobrazeni vysledkt, lze jiz ptimo vkladat vysledky sekvenovani ve
formatu *.abl. Neni tedy tfeba vzorky nijak pfedem analyzovat a nebo upravovat, program
provede basecalling i zhodnoceni kvality vzorkt, na které jsme zvykli u programti sekvencni
analyzy. Dalsi funkce programu SeqScape je takzvany ConsensusCaller, ktery upravuje
hodnoty kvality vzorku na zdkladé konsensu né€kolika ptekryvajicich se sekvenci stejného
vzorku. Zasah ConsensusCalleru je vidét na obr. 8 a je vyznacCen Cervenou teckou nad
ur¢enou bazi. To umoznuje snadno Cist 1 okraje sekvenci v pfipade, Ze sekvenujeme vzorek
z obou stran. Pro kontrolu kvality reakce lze vyuZzit okno prohliZzeni hrubych dat (ebr. 7). V
modu zobrazeni celého projektu (Obr. 6) Ize prehledné sledovat vysledky mnoha vzorka
najednou v textovém formatu, tecka zde predstavuje bazi shodnou s referencni sekvenci a
pismenem jsou oznaceny rozdilné baze, které lze ru¢n¢ upravovat. Pro manudlni tpravu
jednotlivych multibazi lze rozbalovat elektroferogramy u vybranych vzorkti. V referencni
sekvenci jsou podtrzenim vyznaceny triplety a piislusné aminokyseliny na fadku referenc¢nich
aminokyselin. Tento komplexni pfistup k hodnoceni dat je vyhodny u rozsahlych projekt,

zaroven je ale tieba pocitat se zvySenymi naroky na hardwarové vybaveni.
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4. Vysledky

Gen LIF byl analyzovan pomoci TGGE, cast byla analyzovana pomoci CSCE a ptimého

sekvenovani. Gen IL-11 byl byl sekvenovan.

41 TGGE

Pro nalezeni jednotlivych exon-specifickych teplotnich domén byly provedeny PCR
za pouziti kontrolni (negativni) DNA (extrahované z periferni krve za skupiny zdravych Zen)
jez byly postupné analyzovany na TGGE s kolmym teplotnim gradientem. Z téchto analyz
byly determinovany teplotni domény specifické pro kazdy ze studovanych exonii (Tabulka
2). Na Obr. 9 je zobrazen exon 3.2 a zjisténa teplotni doména 60-65°C. Ze ziskanych dat

byly za pouziti negativni kontroly optimalizovany paralelni TGGE pro jednotlivé exony.
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Obr. 9
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Priklad paralelniho gelu je na obr. 10. Vzorky 1, 8, 10 a 11 ukazji ¢tyfi prouzky,
kazdy z nich ptedstavuje jeden homo- nebo heteroduplex a tedy se jednd o mutované vzorky.

Ostatni vzorky byly hodnoceny jako negativni (2,4,5,7,9).

Obr. 10
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42 CSCE

Na obr. 11 je vyfez z elektroferogramu, ktery ukazuje pozitivni heterozygotni a
negativni  vysledek alnalyzy CSCE, jedna se o exon 3.2. Tato mutace byla poté
potvrzena sekvenovanim a charakterizovana jako jednonukleotidova zaména G3400A.

Celkem bylo pomoci CSCE analyzovano 50 vzork.

| % I

z.E 3. 2.1 &%
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4.3

Sekvenovani

Na obr. 12 je vidét tranzice guaninu za adenin v genu LIF na pozici 3400.
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Obr. 12

Na Obr. 13 je znazornéna jedna ze zachycenych variant genu IL-11, zdména guaninu za

adenin na pozici 3451.
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44  GenLIF
V tabulce 4 jsou shrnuty vysledky analyzy pro gen LIF.

Varianta Frekvence
NT AA n=399 | n=202
C3235T | intron 0 0
G3400A | V64M 0,03 0
G3424A | A72T 0 0
jina - 0 0
Tabulka 4

4.5 Gen IL-11

V tabulce 5 jsou shrnuty vysledky analyzy pro gen IL-11.

Varianta Frekvence
NT AA n=235 n=20
G3451A A82A 0.75 0,68
G3638A | V108M 0 0
G3651A | RI113H 0,05 0
jina 0 0
Tabulka 5

5. Diskuse

5.1 Metody pouZivané ke screeningu mutaci

Zkoumani genll a vyhledavani zmén na trovni nukleotidové sekvence a nasledna
analyza sekvencnich variant (SNP- single nucleotide polymorphism), je mocny nastroj k
vyhledavani ptavodct geneticky urcenych onemocnéni. At je to hleddni novych mutaci v
rozsahlych genech nebo pfifazovani znamych mutaci k jejich projeviim, vzdy je vyzadovana
Casove a cenove nenaro¢na metoda umoziujici analyzu vzorkll v masivnim meéftitku. V dnesni
,»postgenomové dobé je pomérné snadné prozkoumat jakykoli isek DNA, a takto vytvorena

data srovnat s referencni sekvenci a databazi zndmych variant. Porovnanim s klinickym
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obrazem lze urcit, které odchylky mohou byt nemoc-zptsobujici mutace nebo neutralni
polymorfismy
Bylo vyvinuto mnozstvi screeningovych metod, které slouzi k rychlé identifikaci vzorki
s pozménénou DNA, které jsou pak podrobeny konec¢nému uréeni nukleotidové sekvence.
Aby takova metoda byla uZzitecnd, musi byt schopna detekovat jakékoli zmény v sekvenci
véetné zameény jediného nukleotidu, a zarovein umoznovat vétsi pratok vzorkd nez je samotné
sekvenovani. Ptiklady téchto technik sahaji od PTT (Protein Truncation Test), DGGE
(Denaturing  Gradient Gel Electrophoresis), TGGE (Temperature Gradient Gel
Electrophoresis), CMC (Chemical Cleavage Method), dHPLC (Denaturing High Performance
Liquid Chromatography) az k HA (Heteroduplex Analysis), SSCP (Single Strand
Conformation Polymorphism) a CSCE (Conformation Sensitive Capilary Electrophoresis).
(Review: Nollau et Wagener 1997). Zatimco PTT, DGGE a TGGE se piili§ nehodi pro veétsi
mnozstvi vzorktt (PTT ma i omezenou citlivost na mutace vedouci k vytvofeni pred¢asného
stop kodonu), CMC pouziva velmi toxické latky a dHPLC chromatogram neni pro vétSinu
laboratofi dostupny. Zbyvajici metody pouzivaji kapilarni elektroforézu, ale odlisné médium.
HA, SSCP i CSCE probiha v nedenaturujicim polymeru (CAP — Conformation Analysis
Polymer, PE/AB, Foster City, CA, USA), a pokud t¢émto metodam neni vyhrazen zvlastni
pfistroj, vyvstava problém svyménou polymeru mezi CAP a bézné uzivanym POP
(Performance Optimized Polymer, PE/AB, Foster City, CA, USA). Po kazdé¢ vyméné typu
polymeru jet feba provést novou spektralni kalibraci a také kalibraci velikostni ho standardu
jelikoz za nedenaturujicich podminek se markantné zméni pohyblivost fragmentii markeru.
V této praci jsem nejprve pouzival metodu TGGE, pozdéji jsem vyzkousel CSCE, ale
prave kvili zminénym komplikacim s vyménou polymeru jsem od ni upustil a presel na ptimé
sekvenovani. Ovsem z vysledkl analyzy CSCE (viz obr. 11) plyne, ze tato metoda byla

dostatecné citliva aby odhalila zménu na trovni jednoho nukleotidu

5.2 Shrnuti vysledki

Ve skupiné neplodnych (n=399) jsme pii v genu LIF identifikovali 12 pozitivnich
vzorkl. (Tabulka 4) VSechny vzorky byly nasledné sekvenovany a bylo prokézano, ze se ve
vSech pfipadech jedna o stejnou mutaci na pozici 3400 (vymeéna G za A) v heterozygotni
formé, jez byla jiz v minulosti popsana (Giess et al.1999). Tato mutace vede k zaméné valinu

za methionin v kodonu 64 (V64M), jez je soucasti AB klicky LIF proteinu, kliCové oblasti pro
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interakci s receptorem pro LIF. Z toho vyplyva, Ze tato mutace by mohla vést k snizeni

biologické aktivity LIF proteinu (Giess et al.1999).

Osm z dvanacti Zen pozitivnich na LIF mutaci bylo nuligravidnich a ctyfi byly
diagnostikované se sekundarni infertilitou. Dvé z téchto ¢tyf mély v anamnéze spontanni

potrat do 12. tydne gravidity a dvé mély v anamnéze ektopické t€hotenstvi.

Mezi pozitivnimi byly 4 Zeny diagnostikované s idiopatickou infertilitou, 3 Zeny
s endometriézou, 3 se syndromem polycystickych ovarii (PCOS), pficemz u jedné byl
pfitomen i andrologicky faktor. Jedna pacientka byla 1é¢ena pro neplodnost pouze z diivodu
andrologického a jedna byla diagnostikovana s hyperprolaktinémii. Tyto vysledky potvrzuji
vysledky predeslé studie (Kralickova et al. 2006), dle niz mutace v genu pro LIF nejsou
omezené na nuligravidni Zeny a nejsou pfitomné jen u zen s idiopatickou infertilitou, coz byly
puvodni hypotézy prvnich praci na téma mutaci v genu pro LIF (Giess 1999, Steck et al.
2004). V kontrolni skupiné nebyla zjisténa zadna mutace, coz znamena, ze frekvence mutaci
v genu pro LIF je u neplodnych Zen signifikantn¢ vyssi ve srovnani s plodnymi zenami (P =

0.01, Fisherova exaktniho testu pro ¢tyfpolni tabulky).

Sedm =z dvanacti pozitivnich infertilnich Zen bylo diagnostikovano s idiopatickou
neplodnosti ¢i s endometriézou a je zajimavé, ze Ctyii z téchto Zen ani po opakovanych
embryotransferech neothotnély. Zeny diagnostikované s jinym pii¢inami infertility (PCOS,
andrologicky faktor a hyperprolaktinémie) otéhotnély kromé jedné vSechny hned pfi prvnim
embryotransferu. Domnivame se, ze u Zen s idiopatickou neplodnosti a endometriézou hraji
roli dal§i pfitomné imunopatologie a jejich interakce s mutacemi v genu pro LIF a vliv na
uspésnost 1écby by mély byt objasnény. Piedeslé studie (Giess et al.1999, Steck 2004),
vyslovuji hypotézu, Ze u této heterozygotni mutace muize druhd alela genu pro LIF,
hormonalné stimulovanéd v prib&hu piipravy na IVF 1écbu, kompenzovat defekt zptsobeny
touto mutaci.

V tabulce S jsou shrnuty nalezené varianty genu IL-11 a jejich srovnani se seznamem
znamych variant nalezenych na strankach NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Tyto varianty
byly zjistény firmou Seattle SNPs (CA, USA) ktera je ¢asti National Heart Lung and Blood
Institute's (NHLBI) a vyzkum probé¢hl v ramci Programs for Genomic Applications (PGA).

Jejich studie ¢itala 60 vzorkl evropského plvodu, 60 vzorkl afrického pivodu a 90
vzorkll asijského pivodu. U varianty G3451A jsem zaznamenal vyssi celkovou frekvenci
(0,74) nez je celkova frekvence Seattle SNPs (0,3). To je zfejmé dano tim, Ze vSechny vzorky

v moji skupiné byly evropského plivodu a nikoli smiSené jako u studie Seattle SNPs. Jejich
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frekvence pro evropskou populaci byla 0,58 kdezto naptiklad pro africkou 0,0. Protoze tato
varianta nezpisobuje aminokyselinovou zaménu, lze ji povazovat za ,,silent mutaci nebo
polymorfismus. Dalsi varianta G3638A jiz vede k zaméné aminokyselin, ale zatim se mi ji
nepodafilo zachytit v nasi testované skupiné. Na strankach Seattle SNPs je uddvana celkova
frekvence 0,01 coz vzhledem k poctu celkem vySetfenych vzorkd (n=210) neni pfili§
vypovidajici ¢islo. O frekvencich této mutace v jednotlivych skupinach nejsou podany zadné
podrobng;jsi informace. Treti mutace G3651A byla v moji populaci nalezena u 13 ptipada coz
predstavuje frekvenci 0,05 tedy asi pétkrat vyssi nez u predchozi studie. Také byla nalezena
jen v populaci neplodnych zen, ale to muize byt zpisobeno malou skupinou vySetienych
zdravych zen. Tato mutace ma za nasledek zaménu argininu za histidin na pozici 113
(R113H), takze jeji vliv na expresi je mozny. Celkovy pocet dosud vysetfenych vzorkl je
255, nelze tedy zatim urCit presné frekvence vyskytu. Taktéz o klinickém obrazu téchto

pacientek neméam dosud zadné informace.

5.3 Mutace nebo polymorfismus

Databaze mutaci lidskych genti (HGMD-Human Gene Mutation Database) obsahuje ke
tietimu lednu 2008 celkem 57047 mutaci v 2183 genech. Nékteré z nich byly identifikovany
jako ptivodci nemoci nebo naopak neutralni polymorfismy, ale u velké vétSiny byl pouze
zjistén vyskyt v populaci s urCitou frekvenci. Takové varianty se poté rozliSovaly podle toho
jestli zména na Grovni nukleotidu ma vliv na aminokyselinovou sekvenci, a pokud ne, berou
se jako ,,tiché* neutralni mutace nebo polymorfismy. Jiny pfistup arbitrarné urcil, ze mutace
kterd se vyskytuje u vice jak jednoho procenta populace je ,,normalni“ a oznacuje se za
polymorfismus. Tuto hranici ovSem piekracuje mnoho potencidlné Skodlivych mutaci
napfiklad pfenasecstvi ne¢kterych mutaci zpusobujicich cystickou fibréozu a pod. V posledni
dob¢ se ukazuje, ze ani ticha mutace nemusi byt neutralni polymorfismus. Védci z National
Cancer Institute v Bethesd¢ ukazali, ze ticha mutace genu MDR-1 (multidrug resistence) méni
vlastnosti proteinu P-gp. Tento protein zajistuje pumpovani chemoterapeutik z nadorovych
bun¢k a proto mira jeho aktivity je velmi dilezitd. Autofi soudi, Ze podle zménéného tripletu
se sice do proteinu piidd stejna aminokyselina, méni se ale rychlost piidani této
aminokyseliny a tim se méni i podminky za jakych se syntetizovana bilkovina smotava do
vysledného tvaru. A to ma za nasledek zménéné vlastnosti vysledného produktu.

Zda se, ze zplisob posuzovani mutaci se bude muset velmi zmenit.
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Z této prace plyne, ze mutace v genech LIF a IL-11 nejsou casté a jejich vliv na neplodnost
neni zcela zasadni, domnivame se, Ze predstavuji cenny model pro zkoumani podminek
implantace embrya a jeho vliv na plodnost zen. Dalsi vyzkumy v této oblasti mohou poskytnout
odpovédi na celou fadu klinicky relevantnich otazek.

Pochopeni imunogenetického pozadi implantace embrya je velmi dilezité pro objasnéni
pfi¢in nekterych zatim nevysvétlitelnych piipadi neplodnosti a otvirdni novych

moznosti 1éCby.
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