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VySetieni polymorfismu genu ApoE

Abstrakt

Alzheimerova choroba (ACH) patii mezi nejcastéjsi pfi¢inu demenci na svété. Je
udavano, ze tvoii zhruba 65-75 % vSech demenci (Preiss, Piikrylova Kucerova, 2006).
Termin Alzheimerova demence taktéz jako presenilni forma ACH se uziva u pacientii
ve véku do 65 let (Seidl, 2015). Po 65. roce zivota se uziva termin senilni demence
Alzheimerova typu (SDAT) a do 45 let je onemocnéni vzacné (Seidl, Obenberger,
2004). Kauzalni 1é¢ba této choroby neexistuje, protoze etiopatogeneze onemocnéni neni
zcela objasnéna (Seidl, 2015).

Cilem bakalatské prace bylo napsat odbornou resersi na dané téma. Tomuto cili je
vénovana teoretickd Cast, ve které jsou shrnuty informace o neurodegenerativnim
onemocnéni, demenci a Alzheimerové chorobé. Predev§im jsou zde popsany ptiznaky,
pfiCiny, faze, 1écba, diagnostika a genetické dispozice ACH. DileZitou soucasti je 1
popsani polymerazové fetézové reakce (PCR) a reverzni hybridizaci na stripech.

V praktické ¢asti bylo hlavnim cilem zvlddnuti molekuldrné biologickych metod.
Pro dosazeni cili a ziskani optimalnich vysledkli jsem zvolila dvé metody. Kromé
optimalizace metody PCR ARMS byla vyuZita i reverzni hybridizace na stripech. Nacez
zminovana druha metoda byla provedena pomoci komeréné dodavaného kitu ApoE
StripAssay® od firmy Viennalab. V této Casti prace jsou popsané veskeré postupy,
pomoci kterych jsem vysledka doséhla.

Molekularné biologické metody jsem vykonavala v laboratofi na Zdravotné

socialni fakulté Jiho¢eské univerzity v Ceskych Budg&jovicich.
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Examination of the polymorphism of the ApoE gene

Abstract

Alzheimer’s disease (AD) belongs to the most frequent cause of dementia in the
world. It is determined that it is about 65-75 % of all the dementias (Preiss, Ptikrykova
Kucerova, 2006). The term Alzheimer Dementia, as well as Pre-senile Form (AD) is
used with the patients at the age up to 65 years (Seidl, 2015). After the age of 65 years
we use the term Senile Dementia of the Alzheimer Type. (SDAT). Up to the age of 45
this desease is rare (Seidl, Obenberger, 2004). Causal treatment of this disease does not
exist, because etiopathogenesis of the disease is not entirely clarified (Seidl, 2015).

The aim of this bachelor’s work was to write a professional search to the given
topic. In this theoretical part there is summed up the information about
neurodegenerative disease, about dementia and (AD). Most importantly there are
described the symptoms, the causes, phase, treatment, diagnostics and genetic
disposition of AD. The description of polymerase chain reaction (PCR) and reverse
hybridization on strips is also an important part of this theoretical part.

In the practical part, the main goal was to master molecular biological methods. To
achieve the goals and to get the best results, I chose two methods. In addition to
optimizing the PCR ARMS method, reverse hybridization was used on strips. The
above-mentioned second method was performed using the commercially available
ApoE StripAssay® kit from ViennaLab. In this part of the paper are described all the
procedures by which | achieved the results.

Molecular biological methods were performed in a laboratory at the Health and

Social Faculty of the University of South Bohemia in Ceské Bud&jovice.
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Uvod

Alzheimerova choroba (ACH) je neurodegenerativni onemocnéni mozku, které
fadime mezi nejCastéjsi pfiCinu demenci na svété. Povazuje se za multifaktorialni
onemocnéni, coZ znamend, ze se na nemoci podili genetické faktory, vliv toxickych
latek a virt. Zpocatku se jedna o plizivy a postupné progredujici proces, pii kterém
dochazi k poSkozeni a zniCeni neuronti a synapsi. Z tohoto divodu dochazi k tbytku
mozkové tkané a hovoifime o mozkové atrofii. Nasledkem je zhorSeni paméti,
pozornosti a schopnosti se soustfedit. Tato choroba postihuje muzské i zenské pohlavi
stejné Casto.

Pficinou ACH je tvorba patologického proteinu beta-amyloidu. Tento
degenerativni protein je znamy tim, ze u nemocnych tvoti zaklad plakt. Beta-amyloid je
vysoce neurotoxicky a vyvolava kaskadu neurodegenerativnich dé&jii. Néasledné dochazi
ke vzniku neurofibrilarnich klubi¢ek (zamotki) a vSe konéi zanikem neuronti. Tyto
zmény se projevuji morfologicky i klinicky.

Dodnes nebyl nalezen Zadny 1€k, ktery by zcela vylécil ACH. Snahou vSech
zdravotniki je zlepSit kvalitu Zivota nemocného a modulovat klinické ptiznaky
onemocnéni. Proto neexistuje 1é¢ba kauzalni, ale symptomaticka.

V ramci bakalaiské prace jsou zahrnuty informace o ACH, predev§im o genu
ApoE. Apolipoprotein E (ApoE) je polymorfni protein, ktery ma podstatnou roli pfi
regulaci metabolismu lipidi. Je ¢lenén do tii izoforem (ApoE2, ApoE3 a ApoE4).
Ptitomnost alely €4 (v homozygotni form¢) podstatné zvySuje predispozici k idiopatické
formé Alzheimerovy choroby s pozdnim zacatkem. Zatimco alela €2 vykazuje
protektivni charakter, to znamend, Ze sniZuje riziko nemoci. Alela €3 je povaZovéana
V populaci za nejCastéjsi a nepiedstavuje zadné riziko.

V praktické ¢asti bakalaiské prace jsou popsany laboratorni metody - izolace DNA
z bukalniho stéru, precipitace DNA, PCR, gelova elektroforéza, amplifikace DNA,
hybridizace, promyvani a barveni. Dil¢im cilem byla optimalizace metody PCR ARMS

a reverzni hybridizace na stripech pro detekci mutaci v genu ApoE.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Neurodegenerativni onemocnéni

Neurodegenerativni onemocnéni zahrnuje skupinu onemocnéni, které sméfuji k
vaznému postizeni mozku a v urcitych piipadech az ke smrti. PéCe pozaduje spolupraci
s neurologii, biochemii, klinickou genetikou, molekularni biologii, logopedii, psychiatrii
a také s psychologii (Nevsimalova, 2014). Toto onemocnéni znamena velkou zatéz jak
pro nemocné, tak pro jejich rodiny i spole¢nost (Horacek, Motlova, 1999).

Pfi tomto onemocnéni dochazi k postupnému zanikani neuronti (nervovych bun¢k).
To je spojeno s vaznymi psychickymi a neurologickymi pfiznaky, které se projevuji
béhem nemoci. Nemocnéa osoba ma vazné problémy s koordinaci (pohybem) nebo s
dusevnimi funkcemi (Horacek, Motlova, 1999).

Pfi¢iny a patofyziologie jsou dodnes malo znamé a moznosti 1éCeni jsou
nedostate¢né. U vétSiny téchto onemocnéni zlstava prognodza velmi Spatnd (Horacek,
Motlova, 1999). Proto je velmi duilezita socialni péce, kde se nemocni zapojuji do

bézného zivota. Taktéz jsou velmi dilezité i ptislusné organizace (Nevsimalova, 2014).

1.1.1 Rozvoj a genetika onemocnéni

Ptedpoklada se, Ze ptiinou je geneticka abnormalita, kterd vyvolava biochemickou
poruchu. Jedna se bud’ o omezeni produkce potfebné bilkoviny, nebo o modifikaci
bilkovinné struktury, ktera je néasledné biologicky nepouZitelna. Porucha bunky vede k
morfologickym odchylkam, a hlavné ke ztraté¢ funkci. Z polohy a miry poSkozeni
nasledné vyplyvaji klinické piiznaky (Horacek, Motlova, 1999).

Je prokédzano, Ze vétSina z téchto onemocnéni je dédi€nd. Pricemz dédicnost
nehraje u vSech onemocnéni stejné vyznamnou roli. Napiiklad u Huntingtonovy
choroby je dédi¢nost velmi vyznamna, ale u Parkinsonovy nemoci je dédicnost
uplatnovana malo. Zjistilo se, ze mutace zasahne bud’ jeden gen, nebo zméni vétsi
(delsi) usek dané DNA. To vede k tomu, Ze jsou ovlivnény i sousedni geny (Horéacek,
Motlova, 1999).

Naptiklad pro Alzheimerovu demenci je typické, Ze u jedné choroby mohou byt
mutace nckolika gend na riiznych chromozomech. U této demence jsou popisovany

mutace na chromozomech 21, 19, 14 a 1 (Horacek, Motlova, 1999).
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Familiarni formou ACH onemocni pouze 10 % pacientll. Tento typ Alzheimerovy
choroby je spojovan s vyskytem mutaci v genech pro amyloidni prekurzorovy protein, a
to bud’ presenilin 1 (PSEN 1) nebo presenilin 2 (PSEN 2) (Horacek, Motlova, 1999).

Taktéz priony mohou zptisobovat nékteré nemoci (Horacek, Motlova, 1999).

1.1.2 Souhrn neurodegenerativnich demenci

e demence pii Alzheimerové nemoci
e demence u Parkinsonovy nemoci

e demence s Lewyho télisky

e demence u Huntingtonovy nemoci

e Creutzfeldtova-Jakobova nemoc (Hosak et al., 2015)

1.2 Demence

Demence je znama jako nezvratny pokles intelektu. Obvykle postihuje lidi vyssiho
Obenberger, 2004). Je podminénd nezvratnym poklesem kognitivnich (poznavacich)
funkci (napf. paméti, motivace, intelektu), funk¢nich schopnosti socialnich i pracovnich
(Fisar, 2001; Seidl, 2015). U demence jsou kognitivni deficity pfitomny v bdélém stavu,
tedy pfi neporuseném védomi Clovéka (Preiss, Prikrylovd Kucerova, 2006). Nesmime
vSak zapomenout, ze byvaji piidruzeny taktéZ 1 zmény osobni a behavioralni. V
disledku tohoto omezeni je naruSena socialni a ekonomicka aktivita cloveéka (Seidl,
2015).

Osobu s demenci provazi poruchy chovéani (podraZzdénost, deprese, emotivni
labilita) a zmé&ny osobnosti. Nemocny se postupem cCasu stava zcela zavisly na svém
okoli, neni schopen samostatné existence a kazdodennich aktivit (Seidl, 2015).
Typickymi piiznaky demence jsou zapominani a poruchy orientace. Vazne pamét pro
nové poznatky a pozdéji dochézi k oplosténi emoci (Seidl, Obenberger, 2004).

Stanoveni demence je dllezité, protoze nékteré typy demence jsou reverzibilni
(Love, Webb, 2009). Pro zachyceni a sledovani demence je doporu¢ovan test MMSE
(Mini Mental State Examination). Clovék, ktery ma v MMSE testu pod 18 - 20 bodii je
vice ¢i méné odkazan na podporu a pomoc jiné osoby (Zvonikova et al., 2010). Pfi¢in
demenci je mnoho, ale velmi Casto je zplsobena chronickym poSkozenim mozku. To

znamena, ze mize byt zpiisobena chronickym alkoholismem nebo cévni nedostatecnosti
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(Sipek, 2014). Hlavni pii¢inou této nemoci je i difuzni onemocnéni mozkovych
hemisfér, predev§sim mozkové kliry a hipokampti. Vyskytuji se smiSené formy demence,
kde pozorujeme jak vaskularni slozky, tak i neurodegenerativni onemocnéni, napf.
Alzheimerovu chorobu (Seidl, 2015).

chirurgickym zakrokem (Seidl, Obenberger, 2004).

Demence muze skoncit i smrti, ktera je zptisobend bud’ nepfimo, napt. tirazy, anebo
pifimo selhdnim zakladnich zivotnich funkci napt. v disledku Alzheimerovy choroby
(Fisar, 2001).

Existuji urcité stupné, které jsou spolecné vsem demencim. Prvni spole¢ny stupen
je introspekce (sebepozorovani neboli pozorovani a zaznamendvani povahy vlastniho
vnimani, mysleni a citéni) a ztrata sebejistoty. Druhy spolecny stupent zahrnuje horsi
zvladani prace a bézné rutiny. Ale pacientiv ndhled je stile zachovan. U tfetiho stupné
ztratu nahledu provazeji poruchy chovani a odpadaji zabrany. Ctvrty stupet zahrnuje
nutnou dlouhodobou péci a pacienta nelze nechat bez dozoru. Posledni paty spole¢ny
stupenn se tyka mutismu (naruSeni komunikaéni schopnosti), inkontinence a smrti na
interkurentni (pfidruzené) onemocnéni (Seidl, Obenberger, 2004).

V roce 2010 dle urcitych odhadt zilo na svété okolo 35 miliond lidi s danym typem
demence. Do roku 2050 by se mohl pocet lidi s demenci zvysit az na 113 milion®.
Piimo v Ceské republice Zije desetitisice osob, ktefi trpi Alzheimerovym typem

demence (Sipek, 2014).

1.2.1 Rozdéleni demence

Demenci ¢lenime na tfi typy:
1. Alzheimertv typ - poruchy paméti, afazie, apraxie, akalkulie
2. Frontotemporalni typ - poruchy chovani, osobnosti, plynulosti feci
3. Subkortikalni typ - bradypsychismus (zpomaleni psychickych procesii a
dusevnich reakci), vybavnost slov (Seidl, 2015)
Subkortikalni demence mohou souviset s depresi ¢i s n€kterymi onemocnénimi bilé
hmoty a s nékterymi vaskuldrnimi onemocnénimi. U nemocnych se objevuje
zapomnétlivost a afektivni zmény. Osoby trpici demenci byvaji Castéji depresivni a

apaticti ke svému okoli (Love, Webb, 2009).
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Také délime demence na primarni a sekunddrni. Do primarni demence patfi:
neurodegenerativni demence (atroficko-degenerativni demence, proteinopatie). A do
sekundarni demence patii: ischemicko-vaskuldrni demence a ostatni sekundarni

demence (Hosak et al., 2015).

1.3 Historie Alzheimerovy choroby

Alzheimerova choroba byla poprvé popsana némeckym Iékarem v roce 1907
(Pustina, 2014). Dnes je zndmo, ze zmény v mozkové kife, které tento psychiatr a
dobé byla tato nemoc povazovana za nemoc vzacnou (Pustina, 2014).

Alois Alzheimer se narodil 14. ¢ervna 1864 v Marktbreitu v Bavorsku (Kucerova,
2006). Zemfel 19. prosince 1915 ve slezské Vratislavi na selhdni srdce (Hadrava, 2010).
Byl to syn notafe Eduarda A. a jeho manzelky Terezie (Kucerova, 2006). Studoval
medicinu na univerzitach v Berliné a Wiirzburgu. Po ukonceni studia ve Wiirzburgu v
roce 1887 ziskal 1€karsky titul a vzapéti stravil pét mésict praci v psychiatrické 1écebné
ve Frankfurtu nad Mohanem. NejspiSe na této 1écebné vzrostl mladému Iékati zajem o
psychiatrii a neuropatologii (Hadrava, 2010).

V azylovém zafizeni se sezndmil s neurologem (spolupracovnikem) Franzem
Nisslem. S Franzem stravil pfes dvanact let svého profesionalniho Zivota a spolecné se
pustili do experimentalniho studia anatomie a poruch mozkové kiry. Studium taktéz
zahrnovalo zkouméani reakci mozkovych bun¢k na rizné podnéty. Pracovali na studiich,
které popisovaly patologii nervového systému clovéka. VeSkeré své hypotézy si
ovéiovali na pacientech ve frankfurtském sanatoriu (Hadrava, 2010).

Alois za sviij zivot nevydal soubornou knihu, ktera by se tykala jeho vyzkumd, ale

pracoval na rukopise pro ucebnici (Hadrava, 2010) (obr. 1).
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Obrazek €. 1: Alois Alzheimer. Pievzato ze zdroje: (Riley, 2014)

1.3.1 Auguste D

V fijnu 1903 Alzheimer zménil pracovisté. Odesel do Mnichova za Emilem
Kraepelinem, ktery ho povéfil vedenim neuroanatomické laboratofe (Stastny, 2007).
Tato univerzitni psychiatrickd klinika byla vyhlaSenym pracovistém, kde se schézeli
vyznamni lékafi némecké psychiatrie (Hadrava, 2010). V t¢ dobé byl jiz zkuSeny
neuropatolog. ZkuSenosti s novodobym barvenim fezii nervové tkané ziskal pfri
spolupréci s Franzem Nisslem. Alzheimer po ptfichodu do Mnichova napsal habilitacni
préci. A posléze v Tiibingenu 3. listopadu 1906 pfednesl prfednasku, kterd ho proslavila
(Stastny, 2007).

Na védecké konferenci predstavil ostatnim ucastnikiim ptipad psychicky narusené
zeny (Hadrava, 2010). Identifikoval a popsal neurofibrilarni spleti (klubka) a
amyloidové plaky v mozkové tkéni, které postihlo Zenu jménem Auguste D. (Kucerova,
2006). Zena byla pétapadesat let stard a onemocnéni ji zpUsobilo ztratu paméti a
dezorientaci. Postupem casu nebyla schopna se starat sama o sebe, taktéz veSkerou
pomoc ostatnich lidi odmitala. Nésledné¢ se objevily problémy se ¢tenim a psanim
(Hadrava, 2010). Trpéla agresivnim chovanim a méla sluchové halucinace a bludy
(Stastny, 2007). Piznaky se zhorSovaly, aZ do celkového omezeni vys$§ich mentéalnich
funkei (Hadrava, 2010).

Auguste nakonec svému onemocnéni podlehla a pii posmrtném vySetfeni mozku se
prokazaly rizné abnormality. Mozkova klra této zeny byla tenci, nez je obvyklé u

zdravych lidi. Dale Alzheimer zjistil dal§i dvé abnormality, jednak takzvany senilni

14



plak, ale také pfiSel na pozménénou strukturu bunék v mozkové kufe. Senilni plak,
ktery byl diive diagnostikovan vyhradné¢ u starSich osob, byl nalezen v mozku spolu s
neurofibrilarnimi spleti (Hadrava, 2010).

Plaky si muzeme pfedstavit jako malé kruhové plosky, které pfipominaji zaslé
médéné mince. Do nich se uklad4d protein zvany beta-amyloid. Plaky obklopuji
rozvétvené sité zhorSujicich mozkovych bunék. U zdravych lidi jsou dendrity i axony
rozlozeny usporddané. Naopak tomu je u ACH, kde jsou vlakna rizné zamotana i
zauzlena. U této nemoci jsou senilni plaky velmi podobné plakiim, které se vyskytuji u
lidi, kteti trpi Downovym syndromem (Hamer, Copeland, 2003).

Pomoci nového barveni Alzheimer dokézal identifikovat nervové spleté, které
nebyly dfive popsany. Diky tomuto poznatku Kraepelin pojmenoval onemocnéni po
Alzheimerové chorobé. To znamend, Ze tato abnormalita definovala novy druh

onemocnéni (Hadrava, 2010).

1.4 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (ACH) je neurodegenerativni onemocnéni mozku, které
fadime mezi nejcastéjsi pri¢inu demenci na svété (Preiss, Pfikrylova Kucerova, 2006).
Nemoc ma autozomalné dominantni dédi¢nost. Je podlozena Etyfmi geny na Ctyfech
chromozomech, které jsou nasledujici: gen pro APP na chromozomu 21 (21g21), gen
pro apolipoprotein-E na chromozomu 19 (19913.2), gen pro presenilin 1 a presenilin 2
na chromozomu 14 (14g24.3) a 1(1931-qg42) (Sipek, 2010). Etiologie této nemoci neni
zcela znama. Povazuje se za multifaktoridlni (komplexni) onemocnéni, coz znamena, Ze
se na nemoci podili genetické formy, vliv toxickych latek a vird (Seidl, 2008). Teorie
toxicka, kterd se zabyvala vlivem hliniku, nebyla potvrzend (Tyrlikova, 1999). Tuto
nemoc mohou zpisobit mutace na APP, presenilin 1 a presenilin 2 ale jina studie
prokazuje, ze alela genu ApOE byla pfitomna u vSech 67 nemocnych. Tito nemocni byli
vySetfovani za zivota, nebo po smrti (Kucerova, 2006).

Zpocatku se jednd o plizivy a postupné progredujici proces, pii kterém dochdzi k
poskozeni a zniCeni nervovych bunék (neurontl) a spojeni (synapsi). Z tohoto divodu
dochézi k ubytku mozkové tkdné a hovoiime o mozkové atrofii. Nasledkem je zhorSeni

paméti, pozornosti a schopnosti se sousttedit (Holmerova, 2002).
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Je udavano, ze tvoii zhruba 65-75 % vsech demenci (Preiss, Ptikrylova Kucerova,
2006). Termin Alzheimerova demence taktéz jako presenilni forma ACH se uziva u
pacienti ve véku do 65 let (Seidl, 2015). Po 65. roce zivota se uziva termin senilni
demence Alzheimerova typu (SDAT) a do 45 let je onemocnéni vzacné (Seidl,
Obenberger, 2004).

ACH postihuje muzské i zenské pohlavi stejné casto. Celkové muizou byt vice
postizeny Zeny, protoze pravé ony se dozivaji vy$siho véku (Sipek, 2010). U
jednotlivych osob se znaéné mohou lisit genetické predispozice, mnozstvi a druh

nejriznéjsich faktord, které ovliviiuji prabéh a rozvoj choroby (Fisar, 2001).

1.4.1 Pfiznaky ACH

Ceska alzheimerovska spoleénost (CALS) zveiejnila na svych strankach deset
priznaki, které by mély vefejnost varovat (informovat), jestli se jedna o Alzheimerovu
chorobu.: (Ceska alzheimerovska spole¢nost, 2015)

Ztrata paméti, kterd ovliviiuje schopnost €init bézné pracovni tkoly
Potize s vykondvanim béznych ¢innosti

Problémy s komunikaci

Dezorientace v misté a v Case

Spatny racionalni usudek

Potize s abstraktnim mySlenim

Problém s uklddanim véci na nespravné misto

Podléhani zméndm nélady ¢i zmény chovani

© ©° N o gk~ w DN

Zmeéna osobnosti ¢lovéka

10. Chybéni iniciativy (Ceské alzheimerovské spole¢nost, 2015)

1.4.2 Faze

ACH prochézi ur¢itymi fazemi a u kazdého pacienta onemocnéni probihd pon¢kud
jinak (Holmerova, 2002).

Ve fazi prvni jsou pfitomny poruchy pameéti, které casto nemaji vliv na schopnost
vykondvat souCasné povolani a vést normalni Zivot. Nemoc se nejprve projevuje
poruchami kratkodobé paméti, kdy nemocny zapomina udalosti, které se staly pred
chvili. Naopak udalosti, které se staly v minulém case, se vybavuji celkem snadno. Z
divodu zapominani se nemocni neciti ve spole¢nosti jisté, a tak postupné redukuji

veskeré vztahy s rodinou a zndmymi. Pokud je postizena oblast mozku, ze které je
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fizena tfe€, vznikd porucha teci. Postizeny hledd obtizné slova ¢i pojmy a nemize se
zcela vyjadrit. Taktéz je velmi Castd porucha orientace. Nemocny se hife orientuje v
neznamém prostiedi nebo v neocekavanych situacich (Holmerova, 2002).

V druhé fazi nemocny muze vést jesté vcelku samostatny zivot, ale postupem casu
bude vice potfebovat pomoc a podporu ostatnich. Sebeobsluha a bézné¢ denni ¢innosti
mu budou zptisobovat nariistajici obtize a postupné je nebude samostatné zvladat. VéEtsi
¢ast pacientll prestdva chodit nakupovat ¢i nevychazeji pfiliS z domu. Nemocni se
stahnou do sebe a piestavaji mit zdjem o své konic¢ky a o dalsi Cinnosti. V druhé fazi se
taktéz objevuji vyrazné zmény emotivity. Mlze se projevit deprese ale také strach a
naopak i agresivita. Jak uz bylo zminéno, nemocny se hiife orientuje v prostoru a také
ztraci pojen o ¢ase. Casto nevi, jaky je rok a plete si sou¢asnost s minulosti. Nékdy se
stdva, Ze nepoznd nejbliz8§i rodinu nebo si je plete. Postupné ztraci schopnost Cist.
Mohou se u né¢ho vyskytnout bludy a halucinace (Holmerova, 2002).

V tieti fazi je pacient zcela nesobésta¢ny a potiebuje péci a dohled po cely den
anebo podle moznosti a situace umisténi do oSetfovatelského zafizeni (Holmerova,

2002).

1.4.3 Pricina

Pti¢inou ACH je tvorba patologického proteinu beta-amyloidu (Seidl, 2015). To je
latka, ktera je v mozku fyziologicky pfitomna a je tvofena ze svého prekurzoru zvané¢ho
APP (amyloid precursor protein) (Kucerova, 2006). Tento degenerativni protein je
znamy tim, ze u nemocnych tvoii zaklad plakd (Fisar, 2001). Beta-amyloid se uklada
extracelularné a je vysoce neurotoxicky. Vyvolava kaskadu neurodegenerativnich déji a
vysledkem tohoto procesu je degenerace intraneuralniho proteinu TAU. Nasledné
dochazi ke wvzniku neurofibrilarnich klubicek (zdmotkll) a vSe konéi apoptozou
(zanikem neuronit). Tyto zmény se projevuji morfologicky i klinicky. Morfologicky se
projevuji atrofii mozku a klinicky se projevuji demenci (Seidl, 2015).

Je stanovena hypotéza, Ze ke koagulaci fragmentl APP pomaha piitomnost

apolipoproteinu E4 (Fisar, 2001).
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1.4.4 Diagnoza

K wurceni diagnézy je potieba nékolik vySetieni. Ta odhali jaka je pfic¢ina
pozorovanych zmén ¢i zda jsou zmény skutecné disledkem ACH (Holmerova, 2002).
Diagnostika se zejména opird o metody neurologické, zobrazovaci (CT, MRI, PET,
SPECT), neuropsychologické, laboratorni, psychiatrické, histopatologické ¢i genetické
(Preiss, Prikrylova Kucerova, 2006). Zobrazovaci metody jsou pro pacienta naprosto
nebolestivé a bez jakéhokoli rizika, lze tim pozorovat pribéh nemoci pomoci
vytvotenych snimki (Holmerova, 2002). Spravnou diagnézu miize stanovit mozkova
biopsie, ale vétSinou se neprovadi (Seidl, Obenberger, 2004). Jak uz bylo zminéno,
onemocnéni se da stanovit i na zdkladé psychiatrického a psychologického vySetteni,
kde se vyuziva psychologickych testi, jako je MMSE (Seidl, 2008).

Krom¢é metod se da stanovit diagnéza i pomoci celé fady otazek. Pro spravné
vySetfeni paméti klade vySetiujici nasledujici otazky:

1. Jaké méte jméno a pfijmeni?

2. Jaky je rok?

3. Jaké je ro¢ni obdobi?

4. Jaké je dne$ni datum?

5. Co je dnes za den?

6. Kde se nyni vyskytujeme? (Holmerova, 2002)

Nadchazejici otazky a tkoly se zaméfuji na koncentraci a pozornost. VySetiujici
muze po pacientovi pozadovat, aby nakreslil kruh a dokreslil cifernik hodin a polohu
rucicek v urcitou hodinu. VySetiujici osoba spole¢né s pacientem pojmenuji urcity pocet
predméti a po kratkém Casovém intervalu je Zadano, aby si vzpomenul, které to byly.
Dalsim z mnoha ukolii je napsat vétu, ktera ma podmét a prisudek. Jestlize vySetiujici v
téchto testech (Ukolech) vyhodnoti kazdy paty tkon ¢i odpovéd za nespravny, je

nezbytné se otazkou demence zabyvat (Holmerova, 2002).

145 Lécba

Kauzalni 1écba neexistuje, protoZe etiopatogeneze onemocnéni neni zcela
objasnéna. Snahou vsech zdravotnikt je zlepsit kvalitu zivota nemocného a modulovat
klinické ptiznaky onemocnéni. LéCba proto musi byt symptomatickd. Vedle

farmakologie je taktéz nutnd Gprava zivotniho stylu (Seidl, 2015).
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Léky - inhibitory acetylcholinesterazy (donepezil, rivastigmin, galanthamin) maji
pro nemocné mnoho prednosti. U vétsSiho mnozstvi pacienti mohou zlepSit pamét’ a
dalsi mozkové funkce. TaktéZz piiznivé pusobi na privodni pifiznaky onemocnéni a
predpoklada se, ze jsou schopny zpomalit i pozastavit prubéh onemocnéni. Pomoci
dalsi skupiny 1€kt (tzv. nova ¢i atypicka neuroleptika) 1ze poruchy chovani a osobnosti
vyrazné zmirnit a ovlivnit. Je pfiznivé, Ze tyto 1éky pacienti dobfe snaseji (Holmerova,
2002). Naptiklad antioxidancia, estrogeny, inhibitory a nootropni Iéky slouzi ke
zlepseni kognitivnich funkci (Seidl, Obenberger, 2004). Nootropni latky zlepsuji
metabolizmus mozkovych bun¢k a zuzitkuji ATP v mozku (Kafka et al., 1993).
Farmakologickd 1é¢ba je symptomatickd a opird se napiiklad o antidepresiva,
neuroleptika ¢i o anxiolytika (Seidl, Obenberger, 2004).

Pozdé&ji prichdzi do tivahy zbaveni zptisobilosti nemocného (Kafka et al., 1993).

1.5 Apolipoproteiny

Za apolipoproteiny jsou popsany specializované bilkoviny amfipatického
charakteru. Ty se spojuji s lipidy, které jsou polarni (PL a FC) a vytvareji s nimi obal
LP c¢astice. Timto umoziuji lipidim se rozpoustét ve vodném prostiedi (Zima, 2007).

Mezi apolipoproteiny se fadi mnoho skupin bilkovin, které jsou oznacovany
velkym pismenem (A az J) a fimskou &islici. Cislice ozna¢uje pofadi, v jakém byl
apolipoprotein detekovan z chromatografické kolony (Zima, 2007).

Apolipoproteiny plni tf1 funkce a prvni z nich je funkce strukturalni. Tato funkce
umoziuje tvorbu LP ¢astice a taktéZ zarucuje jeji stabilitu ve vodném prostedi. Druha
funkce je potifebnd pro transcelularni transport lipidi. A posledni treti funkce
apolipoproteini je podstatna v jejich pusobeni jako kofaktord nékterych enzymt LP
piemény (Zima, 2007).

A-l a A-II jsou apolipoproteiny, které jsou strukturalni soucasti HDL. B-100 je
apolipoprotein, ktery zarucuje stabilitu ¢astic VLDL, IDL a LDL, taktéZ je odpovédny
za vazbu LDL na specificky receptor (Zima, 2007).
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1.5.1 ApoE (Apolipoprotein E)

Apolipoprotein E (ApoE) je polymorfni protein, ktery ma podstatnou roli pii
regulaci metabolismu lipidd. Je kodovan tfemi alelami, které jsou ve stejném lokusu
(Marrzoq et al., 2011). Slouzi jako ligand pro vazbu na bunécné receptory predevsim v
proteinti v organismu. Ma podstatnou ulohu v metabolismu cholesterolu a TAG
(triacylglyceroly). TaktéZ je jednim ze zakladnich proteinovych komplementi VLDL,
HDL a chylomikronti (Srsen, Srs$iiova, 2005). Je obsazen v lipoproteinovych casticich a
jeho funkci je, ze umoznuje vazbu lipoproteinu na receptory LDL a lipoproteint.
Poruchy v tomto proteinu mohou zpusobit, Ze se snizi jeho schopnost vadzat se na
receptory. To by vedlo k tomu, ze se hladiny cholesterolu v krvi zvysi (Marrzoq et al.,
2011).

Je znamo, ze mutace v genech jsou jednim z mnoha rizikovych faktord pro vznik
demenci a jinych nemoci. Pfiblizn& 1 % pacientli (nemocnych) piimo dédi mutaci genu,
ktera zptisobuje Alzheimerovu chorobu v raném véku, znamou taktéz jako familiarni
Alzheimerova choroba (FAD). Pficemz az jedna c¢tvrtina osob s ACH ma silnou
rodinnou anamnézu onemocnéni. Gen ApOE castéji ovliviuje riziko onemocnéni ACH
(Dacks, 2016).

ApoE, polypeptid obsahuje 229 aminokyselin a je ¢lenén do tii izoforem (ApoOE2,
ApoE3 a ApoE4) podle rozdili v aminokyselindch (Marrzoq et al., 2011). Byly
identifikovany tfi kodominantni alely genu pro ApoE, které jsou oznafeny jako €2
(ApoE2), €3 (ApoE3), €4 (ApoE4) (Zemanek, 2009). Kodominantni alely jsou alely,
které se u heterozygota projevi v celé mife a navzajem se neovliviji (Sipek, 2014).
Tyto alely koduji odpovidajici izoformy proteinu, liSici se jedinou aminokyselinou na
pozicich 112 a 158. Alela €3 koéduje izoformu proteinu E3 obsahujici v pozici 112
cystein a v pozici 158 arginin. Nacez izoforma E2 obsahuje cystein v obou pozicich a
izoforma E4 obsahuje v obou pozicich arginin (Zemanek, 2009). Gen kodujici ApoE je
obsazen na chromozomu 19 pobliz genti pro Apo CI a C-Il. Alely (E2, E3, E4)
predstavuji ApoE polymorfismus a udédvaji Sest genotypt, které jsou nésledujici: E2/2,
E2/3, E2/4, E3/3, E4/3 a E4/4 (Marrzoq et al., 2011).

Presné cytogeneticka lokalizace je na dlouhém rameni (q) chromozomu 19 v pozici

13.32 (19913.32) (APOE gene, 2018) (obr. 2).
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Obrazek €. 2: Poloha ApoE na chromozomu 19. Pfevzato ze zdroje: (APOE gene,
2018)

Jedna z podstatnych funkci ApOE v centralni nervové soustavé je umoziovani
obnovy neurontl, v tomto procesu jsou efektivnéjsi izoformy E2 a E3 (Zemanek, 2009).
V bézné populaci nejvice prevladaji izoformy ApoE3 a ApoE2. Izoforma ApoE4 je
ptredevsim spojena s hyperlipoproteinemii (Marrzoq et al., 2011).

Pfitomnost alely €4 (v homozygotni form¢) podstatné zvySuje predispozici k
idiopatické formé Alzheimerovy choroby s pozdnim zafatkem (sporadické
Alzheimerovy choroby) (Zemanek, 2009). Podle vysledkt riznych studii bylo zjisténo,
Ze pritomnost jedné alely ApoE4 zvySuje pravdépodobnost vyskytu ACH az trikrat,
pfitomnost dvou alel (4/4) az patnéactkrat (Manukyan, Jirdk, 2015). Zatimco alela €2
vykazuje protektivni charakter, to znamend, Ze snizuje riziko nemoci. Alela €3 je
povazovana v populaci za nejCastéj$i a nepfedstavuje zadné riziko (Zeméanek, 2009).
Tato alela se poklada ve vztahu k Alzheimerové chorobé za indiferentni (Manukyan,
Jirak, 2015).

Fenotyp ApoE-4 (2/4, 4/3, 4/4) zvysuje hladiny celkového cholesterolu u ¢loveéka o
10 % (Zima, 2007).

15.1.1 [Indikace k vySetieni na ApoE

e Alzheimerova choroba
e Predcasny ateroskleroticky proces

e Hyperlipoproteinémie III (Zemanek, 2009)
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1.5.1.2 Moziné genotypy

Referencni hodnoty pro ApoE:
e E3/E3 - nemutovany homozygot (wild type)
o E2/E2, E4/E4 - mutovany homozygot
e E3/E2, E3/E4, E2/E4 - heterozygot (Zemanek, 2009)

1.6  Metody vySetiovani polymorfismit v genech

1.6.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova tetézova reakce byla objevena v roce 1985 Kary B. Mullisem.
Zavedeni PCR znamenalo velky pfinos pro molekuldrni biologii (Smarda, 2005).
Metoda je velmi jednoducha, rychld a citliva (SrSeni, Sr$iova, 2005).

Polymerazova tetézova reakce - PCR (Polymerase chain reaction) je metoda
zmnozeni Useku DNA zalozena na principu replikace nukleovych kyselin (SrSei,
Srsnova, 2005). Replikace je zakladnim molekuldrnim procesem vSech Zivotaschopnych
organismi (Smarda, 2005).

Dulezitou vyhodou je, ze umoziuje ziskat pozadovanou a urcitou sekvenci genové
DNA, aniz by byla pfedtim klonovana. Zékladem této metody je cyklicky se opakujici
enzymova syntéza novych fetézct urcitych usekli DNA. Tato DNA je dvoufetézcova a
zminéna syntéza probiha ve sméru 5'— 3’pomoci DNA - polymerdzy. Zkoumany usek
sekvence je ohrani¢en pomoci dvou primert, které se hybridizuji na protilehlé fetézce
DNA. Umisti se tak, Ze jejich 3" konce smétuji proti sobé. Nasledné po piidani DNA-
polymerazy a nukleotidli dochazi k tomu, Ze syntéza novych vldken probihd na obou
fetézcich protismérné. K syntéze DNA je zapotiebi vyuziti termostabilni polymerazy.
Termostabilni polymeraza (Tag DNA-polymeraza) odoldva teplotam, pii kterych DNA
denaturuje. Diky tomu syntéza DNA probih4 opakované formou cyklti (Smarda, 2005).

1.6.1.1 SloZeni reakce

Reakci tvofi:
e Templatovai DNA = vzorek DNA, ktery obsahuje zkoumany usek -
pozadavky na templat nejsou nijak narocné. Dulezité je, aby vzorek nebyl
znecistén (kontaminovéan) jinou DNA. Pokud by tak bylo, doslo by k

namnozeni kontaminované DNA a vSe by sméfovalo ke zkreslenému
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vysledku vySetfeni. Pfili§ velké mnozstvi DNA v reakéni smési inhibuje
prabéh reakce.

Primery - jsou specifické pro cilovou sekvenci a mély by byt
komplementarni k danému tseku. Vysoky podil jejich mnozstvi nasledné
vede k nespecifickému nasednuti primert na DNA nebo se jednotlivé
primery paruji navzajem. Pfi nizkém podilu jejich mnozstvi dochazi ke
vzniku nedostateéného mnozstvi produktu. Vyrobce je vyrdbi v
lyofilizované formé, kde na zkumavce je uvedeno jejich mnozstvi. Po
pridani vody tak vznikne zasobni roztok.

Taq polymeraza - termostabilni DNA polymeraza, kterd je izolovéna z
bakterie Thermus aquaticus. Enzym si uchovava svou aktivitu i pfes
n¢kolikanasobné plisobeni teploty, které je podobné k teploté varu.

Smés deoxynukleosidtrifosfati (ANTPs) = prekurzory DNA - je smés
deoxynukleotidd, které nesou vSechny baze, to jsou dATP, dCTP, dGTP a
dTTP. Piedstavuji zakladni stavebni jednotky pro syntézu DNA.

Reakéni pufr - na vytvoreni slabé zasaditého prostiedi. Dulezité pro
aktivitu DNA polymerazy Tag.

Voda (H,0) - musi byt sterilni a ¢ista. Voda je potfebna k doplnéni reakce
na poZadované mnoZstvi.

Mg?2* ionty

Vsechny slozky jsou skladovany v chladicim zafizeni pti teploté -20 °C (SrSen,

Sr$iova, 2005; Green, Sambrook, 2012; Zornikova, 2012).

1.6.1.2 Proces PCR

PCR probih4d pomoci cyklickych procest, pfi¢emz kazdy cyklus sestdva z tfech
dualezitych kroki: (Srsen, Srnova, 2005)
1. Denaturace - pomoci vysoké teploty (kolem 95 °C) dochézi k rozpadu

vodikovych mustki mezi vlakny DNA. To znamend, ze dojde k oddé€leni
obou komplementarnich fetézci DNA a vnikaji dvé jednovlaknové
molekuly DNA. V nésledujicim kroku pak na molekuly DNA mohou
nasednout primery.

Hybridizace (Annealing, nasedani) - teplota, pfi niz hybridizace probiha,

je nastavend na 50 - 65 °C. Zde nastava dosednuti primerti s templatovou

23



DNA na komplementarnich mistech. Teplota hraje dilezitou roli. Pokud by
byla teplota pfilis$ nizka, primery mohou nasednout i na sekvence, které jsou
komplementarni jen z c¢asti. Disledkem by byl nespecificky produkt.
Naopak pfii vyssi teploté budou primery malo hybridizovat a vysledkem by
bylo nedostatecné mnozstvi produktu. Primery jsou jednovldknové
oligonukleotidy, které maji sekvenci komplementarni k sekvencim na 3°-
konci obou vlaken.

Elongace - pii zvySeni teploty aZz na 75 °C zacina Tag-polymeraza
syntetizovat komplementarni vlakno DNA. Syntéza DNA jde ve sméru od
5’konce ke 3’konci (Srsen, Srsnova, 2005; Green, Sambrook, 2012) (obr.
3).

Denaturace

G rrrErR IR R R Rl eyl
Tl s s s me e mwowowa P O S L

Vznik jednofetézcovych
molekul DNA

Vznik dvouviaknové
molekuly DNA

Obrazek ¢. 3: Proces PCR. Pievzato ze zdroje: (Green, Sambrook,
2012)
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Tyto tfi kroky se obvykle opakuji po 30 cyklech. Jiz po prvnim cyklu se pocet

fetézcll ve smési zdvojnasobi. V nasledujicim cyklu PCR mohou jako templat pro

polymerazu slouzit i fetézce, které byly nové vytvoiené. To znamena, Ze se nasyntezuje

dvojnasobny pocet produktu. Pii opakovani téchto cykli bude pocet vytvoienych

fetézcl nartistat exponencialné (Zornikova, 2012). PCR probiha v zafizeni nazyvaném

termocykler, ktery béhem nékolika sekund zvysi nebo snizi teplotu. Teplota se v

piistroji méni automaticky v pfedem nastavenych ¢asovych intervalech (Citek, 2014).

Tudiz se teploty od sebe mizou lisit o nékolik desitek stupiii Celsia. Vysledkem tedy je

vznik novych kopii fragmentu DNA (Green, Sambrook, 2012).

1.6.1.3 Varianty PCR

1.

Hot-start PCR - vyuziva se hot - start polymeraza, ktera zvysi specificitu
reakce. Pro své spusténi (aktivizaci) vyzaduje teplotu blizici se k 95 °C.
Touchdown PCR (pristavaci) - V prvnich cyklech se pouZzije vyssi teplota,
ktera se postupné¢ v dalSich cyklech sniZzuje. Vys§i teplota zabrani
nespecifickym vazbam primerti s templatovou DNA. Nasledujici nizsi
teplota namnozi jen urcité (specifické) produkty.

Nested PCR (Odstuprniovana PCR) - taktéz PCR vyuZivajici vnéjSich a
vnitinich primeri je velmi citlivd metoda. Pro pribé¢h tedy pouZzije dva pary
primert. Je schopna detekovat 1 jednu molekulu templatovée DNA.
Multiplex PCR - v jedné reakci je pouzito vic nez jeden par primert. Ty se
pak vazou k tsekiim templatové DNA.

Real-time PCR (Kvantitativni Real-time) - tato metoda je potiebna k
uréovani mnozstvi DNA a k pfepisu. Zaklad metody je klasické PCR s tim,
ze zde je navic vyuZit specialni cycler. Ten neustdle zaznamenava mnozstvi
DNA v pribéhu kazdého cyklu. K zjisténi mnozstvi DNA se vyuziva
fluorescencni substrat, ktery se vaZze na pfitomnou DNA. Hladina
fluorescence substratu je identifikovatelnd detektorem a odrdzi mnozstvi
DNA. Metoda se povazuje za vysoce citlivou. Pokud se vyuziji specifické
substraty, tak se jedna i o metodu vysoce specifickou.

RT-PCR (Reverzni trankripéni PCR) - je nejcitlivéjsi technikou pro
detekci a kvantitaci mRNA. Tato PCR je optimalni pro geny, které se

exprimuji ve vysokém poctu ve snadno dostupnych bunkach.
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7.

8.
9.

Alelové-specificki PCR (AS-PCR) - lze ji pouzit pro uréeni konkrétni
alely nebo pro vyhledavani mutace. Zasadou této PCR je, ze musi byt k
dispozici primer pro usek, ve kterém se dana alela 1i$i od ostatnich. Tato
metoda byla popsana nezéavisle pod jinymi oznacenimi. Vyuzivd dva
odlisné ptistupy, kde prvni pfistup je zalozen na chybégjici elongaci. A to v
disledku chybného péarovani bazi na 3°- konci primeu. Systém se jmenuje
ARMS = amplifikaci nedostupny mutacni systém nebo ASA = alelové
specificka amplifikace. Ve druhém pfistupu dochdzi k chybnému parovani
bazi ve stfedni Casti sekvence primeru. Tato chyba zabranuje hybridizaci
primeru k ur¢itému mistu za predpokladu, Ze se nachazi v templatové DNA.
Inverzni PCR - slouzi pro izolaci a rozpoznani neznamé sekvence.

Asymetricka PCR (Smarda, 2005; Green, Sambrook, 2012)

1.6.1.4 Vyusiti

PCR se z pravidla vyuzivaji v klinické genetice, soudnim Iékafstvi, antropologii,

archeologii, ve vyvojové biologii ¢i pfi urovani piibuznosti (Srsen, Srsnova, 2005).

Ptesné vyuziti:

1.

O N o g B WD

Mnozeni DNA pii prenatalni diagnostice

Identifikace pachatell trestnych ¢inli

Urceni paternity

Identifikace bakterii a vird

Specifikace dédi¢nych chorob

NamnoZeni DNA u né€kolika desitek tisic let starych mamutd ¢i mumii
Sledovani vyvoje rezistence patogentll na léky

Zpiesnéni HLA-kompatibility u lidi podstupujici transplantaci (SrSen,
Srsnova, 2005; Green, Sambrook, 2012)
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1.6.1.5 Problémy

Nejcastéji se vyskytujici obtize s PCR:

1.

Produkt v negativni kontrole - v diisledku kontaminace

2. Zadny & slaby produkt
3.
4. Dlouhé nespecifické produkty (Green, Sambrook, 2012)

Kratké nespecifické produkty

1.6.1.6 Vyhody PCR

Mezi vyhody patfi:

1.
2
3.
4. DNA muZe byt stard a degradovana (SrSen, SrSiiova, 2005)

Kratké trvani celého procesu
Citlivost

Potfeba malého mnozstvi DNA

1.6.2 Reverzni hybridizace na stripech

Tento test slouzi pro identifikaci izoforem E2, E3 a E4 apolipoproteinu E na bazi

polymerazové fetézové reakce a reverzni hybridizace. Umoznuje pfimé rozliSeni mezi

Sesti moznymi heterozygotnimi nebo homozygotnimi genotypy ApOE, které jsou

nasledujici: E2/2, E2/3, E2/4, E3/3, E3/4, E4/4 (ViennaLab, 2015).
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2 Cil prace

Cilem mé bakalatské prace bylo:

1.
2.

Napsat odbornou resersi pro seznameni s Alzheimerovou chorobou.
Seznameni se s genetickymi faktory zvySujici riziko Alzheimerovy
choroby.

Optimalizace metody PCR ARMS pro vySetieni polymorfismu genu ApoE,
jednoho z faktoru zvysujici riziko vzniku Alzheimerovy choroby.

Vysetteni n¢kolika vzorki pacientll s Alzheimerovou chorobou ¢i vyskytem
onemocnéni v roding.

Vyhodnoceni ziskanych vysledkd.
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3 Metodika

3.1 Charakteristika souboru

Vyzkumna &ast bakalaiské prace byla vykonana na Jihoéeské univerzitd v Ceskych
Bud¢&jovicich, Zdravotné socidlni fakult¢ pod vedenim Ing. Tomase Nixe, Ph.D.
Laboratoi se nachazi na adrese J. Boreckého 1167/27, 370 11 Ceské Bud&jovice.
Vyzkumné prace byly provadény pod odbornym dohledem.

3.2 Postupy genetického vysetieni

3.2.1 Poti'ebné vybaveni

e Vortex Mixer, Labnet International, Inc.

e Centrifuga, Mini Spin eppendorf

e Minicentrifuga, Prism™Mini

e Analytické vahy

e UV/VIS Schimadzu BioSpec-nano

e Laminarni box - digestot, Telstar AV - 100

e Inkubéator, MINI Dry Bath

o Elektroforeticky systém, MS major scienceSafe Blue MBE-150 PLUS

e Termocykler MJ Mini™, Personal Thermal Cycler

e Mikrovlnna trouba, Samsung

e UV Transilluminator a detek¢éni systém, Uvitec Cambridge, UVISAVE
HD5

e Laboratorni sklo (erlenmeyerova barika)

e Automatické mikropipety, Autoclavable

e Stojanky na zkumavky

e Vodni lazen, Julaba SW22

3.2.2 lzolace DNA

Pro kazdou PCR reakci ¢i pfed kazdym molekularn€ - genetickym vySetienim, se
musi provést izolace DNA. DNA je nejcastéji izolovana z lymfocyti periferni krve nebo
z bukalniho stéru.

Bukalni stéry u respondentt byly provedeny pomoci vytérovych tampond, na které

se nanesly epitelové bunky z vnitini strany tvari.
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Vzorky byly odebrany anonymnim respondentim (rodiné¢ a blizkym ptateliim),

kteti souhlasili s odbérem a vySetfenim pro praktickou ¢ast bakaléaiské prace.

3.2.2.1 Izolace 7 bukalniho stéru

K izolaci DNA z bukalniho stéru byl pouzit Extract Now™ DNA Mini Kit (Rapid

and Efficient Isolation of Genomic DNA) dle doporuceni vyrobce.

Reagencie
e Proteinase K
e Binding Buffer C
e Wash Buffer E
e AL Lysis Buffer
e Elution Buffer A

Spotiebni material

e Mikrozkumavky (1,5 ml)

o Spicky
¢ Rukavice
Postup

1. Do 1,5 ml zkumavek byly ntizkami odstfizeny konce vytérovych tampont.
Tampony byly odstfizeny tak, aby bylo zajiSténo uzavieni zkumavek.

2. Do vsech zkumavek bylo pipetou pfidano 400 pul AL Lysis Buffer a 25 pl
Proteinase K.

3. Zkumavky byly intenzivné promichany vortexovanim po dobu 5 sekund a
nasledné byly stoCeny v centrifuze.

4. Ptfedem byl nastaven termostat na 56 °C. Po dosazeni urcené teploty byly
zkumavky inkubovany jen 15 minut.

5. Pro lepsi vytéznost DNA byly zkumavky opét zvortexovany a kratce
stoCeny.

6. Pomoci pinzety byly vyjmuty vytérové tampony.

7. Nasledné bylo pfiddno 200 pl Binding Bufferu C (vazebného pufru C) a

opét doslo k zvortexovani.
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8.

10.

11.

12.

13.

14.

Obsah zkumavek byl pfelit do kolonek, které byly vloZzené do ependorfek.
Kolonky byly stoCeny v centrifuze pii otackach 12 210 rpm (13 000 rpm)
po dobu 2 minut.

Ependorfky byly vyhozeny a kolonky byly vloZzeny do novych. Pomoci
pipety bylo do kazdé kolonky piiddno 700 ul Wash Buffer E (promyvaciho
pufru E) a dalSim krokem bylo stoceni v centrifuze pfi otackach 12 210 rpm
(13 000 rpm) po dobu 1 minuty.

Veskery obsah, ktery byl v ependorfkach byl vylit a kolonky byly do nich
vraceny. Do kazdé kolonky bylo ptidano 700 ul Wash Buffer E a zkumavky
se stocily.

Obsah ependorfek byl opét vylit. Zkumavky byly na prazdno stoceny v
centrifuze pfi maximalnim vykonu po dobu dvou minut.

Ependorfky byly vyhozeny a kolonky byly vlozeny do oznacenych
zkumavek. Pomoci pipety bylo do kolonek ptidano 200 pl Elution Buffer
A. Zkumavky se nechaly inkubovat pti pokojové teploté 5 minut.

Po inkubaci byly zkumavky stoCeny v centrifuze pti ota€kach 9 458 rpm
(10 000 rpm) po dobu dvou minut.

Ze zkumavky byl napipetovan Elution Buffer A, ktery byl znovu nalit do
kolonek. Opét se zkumavky nechaly inkubovat pii pokojové teploté 5 minut
a nasledné byly stoceny v centrifuze pii otackach 9 458 rpm (10 000 rpm)

po dobu dvou minut.

3.2.3 Precipitace DNA

Reagencie

Postup
1.

Octan sodny (3M)
Etanol (99,8%)
Etanol (75%)
PCR voda

Do izolované DNA bylo pipetou piidano 40 pl octanu sodného (3M) a 900
pl predchlazeného absolutniho etanolu = absolutniho lihu (99,8%).

Zkumavky byly nasledné zvortexovany a kratce stoceny v centrifuze.

31



Pro zvySeni ucinnosti byly zkumavky inkubuvany nejméné hodinu v
mrazaku pfi -20 °C.

Zkumavky byly stoceny v centrifuze pii 12 210 rpm (13 000 rpm) po dobu
20 minut.

Po stoceni byl odstranén (vylit) supernatant a ptidal se stejny objem 75%
etanolu. Zkumavky byly opét centrifugovany pii 12 210 rpm (13 000 rpm)
po dobu 5 minut.

Opét byl odstranén (vylit) supernatant a zbytek etanolu byl odpipetovan
pipetou.

Pro lepsi odpateni etanolu byly zkumavky vlozeny do pfedem vyhtatého
inkubatoru. Inkubator byl nastaven na 37 °C a zkumavky byly v ném
ponechény 30 minut.

Do kazdé zkumavky bylo pipetou ptidano 15 pl destilované vody, tim byl
rozpustén ziskany sediment. Dukladné byly zkumavky zvortexovany a
kratce stoceny v centrifuze.

Pomoci Nanodropu byla méfena koncentrace DNA.

3.2.4 Meéieni koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla méfena pomoci spektrofotometrického pfistroje zvaného

Nanodrop. Nejprve byla zjisténa koncentrace blanku (PCR voda) a poté zkoumanych

vzorku. Jednotlivé vzorky byly méteny dvakrat, kde z kazdého bylo pouzito 1,5 pl

DNA. Hodnoty namétené na pfistroji byly uvadény v jednotkach ng/ul.

3.2.5 Gelova elektroforéza

Reagencie

10 x TBE Buffer - roztok

Top Vision Agarose - prasek

Ethidium bromide aqueous solution 1% w/v
6x DNA Loading Buffer

100 bp - DNA Ladder Equalized
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Postup

1. Pted zacatkem elektroforézy byl pfipraven pracovni roztok 1x TBE.

2. Navazené mnozstvi agardzy bylo vloZeno do kuzelové baiiky o objemu 150
ml a nasledné bylo ptidano urcité mnozstvi 1x TBE pufru.

3. Roztok TBE pufru a agardzy byl tepelné zahfivan v mikrovinné troubé.
Ohtev trval tak dlouho, dokud nevznikl prihledny gelovy roztok bez
bublin.

4. KuzZelova baiika s roztokem byla posléze zchlazena pod proudem tekouci
vody. Po kratkém zchlazeni byl pfidan Ethidium bromide (2,5 pl),
promichano.

5. Gelovy roztok byl nalit na elektroforetickou podlozku, do které byly
pfedem vloZzeny hiebeny. Podlozka byla pfedem vyvaZzena pomoci
vodovahy a hiebeny urcovaly pocet a hloubku jednotlivych jamek.

6. Priblizn¢ po 30 minutach doSlo k zatuhnuti gelu, bylo mozné opatrné
vyndat hiebeny.

7. Gel byl vlozen do elektroforetické vany, ve které byl i TBE pufr. Do
jednotlivych jamek byly aplikovany vzorky. Bylo dilezité, aby gel byl
zcela ponofen pod pufrem.

8. Do zvolené jamky bylo napipetovano 10 ul 100 bp DNA Ladder Equalized
(zebtik). Diky tomu byly zjiStény velikosti produkti.

9. Elektroforéza byla nastavena na 70 V pii 250 mA po dobu 30 minut.
Pribéh procesu bylo mozné pozorovat pomoci specialniho illuminatoru.

10. Po tficeti minutach byl gel vZdy pfemistén na transilluminator na ktery byla
pfipojena komora s kamerou, to ndm umoznilo vyfoceni gelu. Vysledné

fotografie gelu byly pfeneseny do pocitace k vyhodnoceni.

3.2.6 Metoda PCR ARMS

Metoda PCR ARMS byla pouZita pro vysetfeni polymorfismi genu pro ApoE.
Reagencie
1. 10x ThermoPol® Reaction Buffer, BioLabs
2. dNTP Set 1 (pH 7) 100 mM, 4 x 250 pl (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), Carl
Roth GmbH + Co.KG
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. Primery od vyrobce Generi Biotech: Lot: 1471K4 ApoE Cys 158, Lot:

1471K5 ApoE_Arg 158, Lot: 1471K6 ApoE_Arg 112, Lot: 1471K7
ApoE_Cys 112, Lot: 1471K8 ApoE_Common, Lot: 1471K9
ApoE_CONTROL_F, Lot: 1471L0 ApoE_CONTROL_R (tab. 1)

. PCR voda
. Tag DNA Polymerase, BioLabs

DNA

Tabulka €. 1: Sekvence primerti pro ApoE od vyrobce Generi Biotech

Primery Sekvence

ApoE_Cys 158 5'-ATGCCGATGACCTGCAGAATT-3’

ApoE_Arg 158 5'-ATGCCGATGACCTGCAGAATC-3’

ApoE_Arg 112 5-CGCGGACATGGAGGACGTTC-3’

ApoE_Cys 112 5'-CGCGGACATGGAGGACGTTT-3’

ApoE_Common 5'-GTTCAGTGATTGTCGCTGGGCA-3’
ApoE_CONTROL_F | 5"-CCCACCTTCCCCTCTCTCCAGGCAAATGGG-3’
ApoE_CONTROL_R | 5"-GGGCCTCAGTCCCAACATGGCTAAGAGGTG-3’

~(Zende, 2013)

Mutacné specifické ARMS primery, kontrolni primery a béZné primery pro ApoE

polymorfismus (tab. 2).

Tabulka €. 2: Délka PCR produktu (bp)

Mutation/ wild specific/ common/ control primer Délka PCR produktu (bp)
Cys 158 588

Arg 158 588

Arg 112 451

Cys 112 451

Common -

CONTROL FOR 360

CONTROL RES
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Postup

Tabulka ¢.

Do stojanku byly ptipraveny dvé zkumavky o objemu 0,5 ml, do kterych
byly ptipraveny reak¢éni smési (mater mix A a mater mix B).

Do kazdé zkumavky bylo pomoci pipety napipetovano stejné mnozstvi 2,5
pl pufru (10x ThermoPol® Reaction Buffer), 1 ul kazdého nukleotidu
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,8 ul primerd (AB, AB, AB, A, A ¢i B, B)
(tab. 3), 0,5 ul polymerazy (Taq DNA Polymerase). Polymeraza se nesmi
vortexovat a pii pripravé jednotlivych master mixt musi byt nepietrzité v
chladicim stojanku.

Do zkumavek o objemu 0,2 ml bylo napipetovano 8 pl master mixu A a do
jinych zkumavek stejné mnozstvi master mixu B. Nasledné byla piidana 50
ng DNA a reak¢éni smés byla doplnéna PCR vodou na 25 pl.

Zkumavky byly popsany a nasledn¢ kratce stoceny v centrifuze.

Byly vlozeny do termocykleru, kde byl pfedem nastaven piislusny program
(tab. 4).

Do zkumavek s produktem byly pfidany 4 pl 10x ThermoPol® Reaction
Bufferu. Po promichani produktti byl veskery obsah napipetovan a pienesen
do jednotlivych jamek v agardézovém gelu. Agarézovy gel byl zcela
ponoien pod hladinou TBE pufru. Pfipraveny agarézovy gel byl 2% .
Nasledné byla spusténa elektroforéza. Po pal hodiné byl gel vyndan a

zkontrolovéan pod UV svétlem.

3: Jednotlivé primery pro master mix A a master mix B

Master mix A - primery

Master mix B - primery

A=Arg 158 (8 ul)

B=Cys 158 (8 ul)

A=Arg 112 (8 ul)

B=Cys 112 (8 ul)

AB = Common (8 pl)

AB = Common (8 pl)

AB=CONTROL F (8 pl)

AB=CONTROL F (8 pl)

AB=CONTROL R (8 pl)

AB=CONTROL R (8 pl)
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Tabulka €. 4: Teplotni profil PCR ARMS pro ApoE

Krok Teplota Cas Pocet cyklu
1 Pocate¢ni denaturace 95 °C 4 min 1
2 Denaturace 94 °C 45s 35
3 Annealing 66 °C 45s
4 Extenze 72 °C 45s
5 Konec¢na extenze 72 °C 5 min 1
6 Chlazeni 4°C 15 min 1

3.2.7 Reverzni hybridizace na stripech - pomoci komercniho kitu

Pro

hybridizaci byl pouzit komercné dodany kit Apo E StripAssay® dle

doporuceni vyrobce.

Postup této metody zahrnuje tfi dalezité kroky, kterymi jsou: izolace DNA,

amplifikace DNA a hybridizace amplifika¢nich produkti.

3.2.7.1 Amplifikace DNA

V pribéhu celého postupu bylo dilezité uchovat PCR reagencie a DNA templat

zchlazeny. Veskeré kroky pfed zacatkem vyhiivani cykleru byly potieba provadét na

ledu (0 - 4 °C). Pokud nebyla DNA vyizolovana izolaénim protokolem Viennalab, bylo

doporucovano pouzit DNA, ktera ma koncentraci 5-40 ug/ml.

Reagencie

Taq DNA Polymerase
Taq Dilution Buffer
Amplification Mix
vyizolovana DNA

Postup

1

. Naredila jsem si pracovni koncentraci (0,2 U/ul) Taqg DNA Polymerase v

Taq Dilution Buffer. Pro pét vzorkll jsem smichala 24 pl Taq Dilution
Buffer + 1 ul Taqg DNA Polymerase.
Pro kazdy vzorek jsem si pfipravila jednu PCR zkumavku. Zkumavky jsem

nasledné umistila na led.
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3. Pro jednotlivy vzorek jsem na ledu pfipravila vysledny PCR reakéni mix,

ktery je nasledujici: 15 pl Amplification Mix, 5 pl nafedéné Taqg DNA
Polymerase, 5 ul vyizolované DNA.
Pevné uzaviené reakéni zkumavky jsem vlozila do predehiatého
termocykleru a spustila dany program.
Program termocykleru: pre-PCR: 94 °C - 2 min

PCR: 94 °C - 15s; 58 °C - 30's; 72 °C - 30 s (35
cykli)

konec¢na syntéza: 72 °C - 3 min

3.2.7.2 Hpybridizace (tiepand vodni lazeri)

Reagencie

Postup

DNAT
PCR produkt
Hybridization Buffer

testovaci prouzky

Nejprve jsem si nastavila vodni hladinu pfiblizné do poloviny vysky
promyvaciho korytka. Vodni lazefi jsem si vyhfala piesné na 45 °C (£ 0,5
°C) a danou teplotu zkontrolovala pomoci kalibrovaného teploméru.
Hybridization Buffer a Wash Solution A jsem si vytemperovala na 45 °C a
testovaci prouzky, DNAT, Conjugate Solution, Wash Solution B a Color
Developer jsem nechala vytemperovat na pokojovou teplotu.

Ptipravila jsem si promyvaci korytka a jednotlivé prouzky byly vyjmuty
pomoci Cisté pinzety.

Do spodni casti korytka jsem vzdy napipetovala 10 ul DNAT (jeden
sloupec pro kazdy vzorek).

Ptidala jsem 10 pl PCR produktu pokazdé piimo do kapky DNAT.

Vznikly produkt jsem promichala pipetou (zlistane modry).

Nechala jsem to stat 5 minut pii pokojové teplot¢.
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8. Po uplynulé¢ dobé jsem ptidala do kazdého sloupce korytka 1 ml
Hybridization Buffer (pfedem vyhtaty na 45 °C). Nasledn¢é jsem korytkem
jemn¢ zamichala (modra barva zmizi).

9. Piipraveny prouzek jsem vlozila do urcitého sloupce korytka s oznaenim a
carkami nahoru. Prouzek byl uplné ponoten.

10. Inkubace probihala po dobu 30-ti minut ptfi 45 °C na tfepané platformeé
vodni l4zné.

11. Po uplynuti dané¢ doby (inkubace) jsem odséala hybridiza¢ni roztok. Bylo
velmi dualezité nenechat prouzek béhem celé procedury oschnout a okamzité

pokracovat.

3.2.7.3 Promyvani (tiepand lazeri)

Reagencie
e Wash Solution A

Postup

1. Pfidala jsem 1 ml Wash Solution A (pfedem vyhtaty na 45 °C) a kratce
oplachla. Odsala jsem tekutinu.

2. Opét jsem pridala 1 ml Wash Solution A (45 °C).

3. Nechala jsem inkubovat 15 minut pii 45°C v tfepané lazni. Odsala jsem
tekutinu.

4. Opét jsem pridala 1 ml Wash Solution A (45 °C).

5. Nechala jsem inkubovat 15 minut pii 45 °C v tfepané lazni. Odséla jsem

tekutinu.

3.2.7.4 Barveni

Reagencie
e Conjugate Solution
e Wash Solution B
e Color Developer

e Destilovana voda
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Postup

1. Pridala jsem 1 ml Conjugate Solution.

2. Inkubovala jsem 15 minut pii pokojové teploté na tfepacce. Odsala jsem
tekutinu.

3. Pridala jsem 1 ml Wash Solution B a kratce oplachla. Odsala jsem tekutinu.

4. Opét jsem pridala 1 ml Wash Solution B.

5. Nechala jsem inkubovat 5 minut pti pokojové teploté na tiepacce. Odsala
jsem tekutinu.

6. Opétjsem piidala 1 ml Wash Solution B.

7. Nechala jsem inkubovat 5 minut pfi pokojové teploté na tiepacce. Odsala
jsem tekutinu.

8. Ptidala jsem 1 ml Color Developer.

9. Nechala jsem inkubovat 15 minut pii pokojové teploté ve tmé na tiepacce.
Pti reakci, ktera byla pozitivni, se vytvotily purpurové prouzky.

10. Prouzky jsem né¢kolikrat oplachla destilovanou vodou.

11. Nésledné jsem je nechala uschnout ve tmé na filtranim papiru. Bylo

dilezité nevystavovat prouzky intenzivnimu svételnému zafeni.

3.2.7.5 Interpretace vysledki

Genotyp vzorku se stanovi pomoci ptilozeného listu Collector™. Pro tfi izoformy
ApoE (E2, E3 a E4) jsou ziskany nasledujici vzory barveni (obr. 4).
Intenzita barveni pozitivnich ¢ar na prouzku se miiZe liSit. To nema zadny vyznam

pro vysledek.

Obrazek & 4: Sest moznych homozygotnich a heterozygotnich genotypti ApoE.
Prevzato ze zdroje: (ViennaLab, 2015)
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4 Vysledky

Koncentrace DNA byly naméfené na Zemédélské fakulté v Ceskych Bud&jovicich
na pristroji UV/VIS Shimadzu BioSpec-nano. V tabulce ¢. 5 jsou uvedeny hodnoty
koncentrace vzorkli DNA, kterou jsem vyizolovala. V tabulce ¢. 6 jsou uvedeny
koncentrace vzorki, které mi poskytla laboratoir GENLABS s.r.0.

Ziskané vysledky jsou zcela anonymni a nebudou v praci sdélovany.

Tabulka €. 5: Vysledné koncentrace DNA z bukalnich stért

Koncentrace DNA [ng/ul]

Vzorky 1. méfeni 2. méfeni 3. méfeni
1 76,65 45,91 68,75

2 21,20 23,97 -

3 40,59 35,48 -

4 6,68 7,47 -

5 28,41 25,58 -

6 691,65 84,41 95,89

Tabulka €. 6: Vzorky a jejich koncentrace poskytnuté laboratoii GENLABS s.r.0.

Vzorky Koncentrace DNA [ng/ul]
203/17 114
155/17 69,5
227117 46,6
234/17 71,5
170/17 12,3

4.1 Optimalizace metody PCR ARMS

Metodou PCR ARMS jsem vysetifovala polymorfismus ApoE. Pro danou metodu
jsem pouzila ptecisténou DNA. PCR byla provedena v celkovém objemu 25 ul reakéni

smési.
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4.1.1 Prvni méieni

Pfi prvnim méfeni jsem se drzela dle pokynt doporuc¢eného ¢lanku. Dany postup a
pomér reagencii byly popsany v ¢lanku s presnym nazvem: Apolipoprotein E gene
polymorphism and its effect on plasma lipids in arteriosclerosis.

Pro optimalizaci této metody jsem pouzila vzorky, které jsem vyizolovala. Jednalo
se o vzorky z bukdlnich stérii odebranym anonymnim osobam, ktefi souhlasili s
odbérem.

Podstatné pro provedeni metody bylo potieba si pfipravit reakéni smési = master
mixy (tab. 7). Master mix A a master mix B jsem pomoci pipety rozpipetovala do mini
zkumavek a taktéz jsem do jednotlivych mini zkumavek ptidala ur¢ité mnozstvi DNA a
PCR vody (tab. 8). Po smichdni vSech reagencii vznikly reakéni PCR mixy pro gen
ApOE (tab. 9).

Tabulka €. 7: Master mix A pro 1 vzorek a master mix B také pro 1 vzorek

Reagencie Master mix A Reagencie Master mix B
pufr 2,5 ul pufr 2,5 ul
dATP 1l dATP 1l
dCTP 1 ul dCTP 1 ul
dGTP 1 ul dGTP 1 ul
dTTP 1 ul dTTP 1 ul
primery: AB | 0,8 ul primery: AB | 0,8 ul
AB 0,8 ul AB 0,8 ul
AB 0,8 pl AB 0,8 pl
A 0,8 ul B 0,8 ul
A 0,8 ul B 0,8 ul
polymeraza 0,5 ul polymeréza 0,5 ul

Tabulka €. 8: Pouzité mnozstvi DNA a PCR vody pro master mix A a master mix B

Master mix A Master mix B

DNA PCR voda | DNA PCR voda
vz.¢. 1 | 0,79 ul (63 ng/pul) | 16,21 pul 0,79 ul (63 ng/ul) | 16,21 pul
vz. .2 | 2,27 ul (22 ng/pl) | 14,73 ul 2,27 ul (22 ng/ wl) | 14,73 pl
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vz.¢.3 | 1,35 ul (37 ng/ul) | 15,65 pul 1,35 ul (37 ng/ul) | 15,65 ul
vz.¢. 4 | 7,6 ul (6,5ng/ul) | 9,4 ul 7,6 ul (6,5 ng/ul) | 9,4 ul
vz.¢.5 | 2,3 ul 21 ng/ul) | 14,7 pl 2,3 ul 21 ng/ul) | 14,7 ul
vz.¢. 6 | 0,5ul (89 ng/ul) | 16,5 ul 0,5 ul (89 ng/ul) | 16,5 ul
vz.C. 7 | 2 ul (100 ng/ul) 15 ul 2 ul (100 ng/ul) 15 ul
vz.C. 8 | -pul 17 ul - ul 17 pl

Tabulka €. 9: Reakéni PCR mixy pro gen ApOE pfi prvnim méteni

Master mix A
vz. ¢ 1 8 ul MM 16 ul vody 0,79 ul DNA
vz. .2 | 8ul 14,73 pul 2,27 ul
vz.¢.3 | 8ul 15,65 pl 1,35 ul
vz.¢. 4 | 8ul 9.4 ul 7,6 ul
vz. €. 5 8 ul 14,7 pl 2,3 ul
vz.¢.6 | 8ul 16,5 ul 0,5 ul
vz.C. 7 | 8ul 15 pul 2 ul
vz.€. 8 | 8upul 17 pul -ul

Master mix B

vz. ¢ 1 8 ul MM 16 ul vody 0,79 ul DNA
vz.¢.2 | 8ul 14,73 pl 2,27 ul
vz. €. 3 8 ul 15,65 pul 1,35 pul
vz.C. 4 8 ul 9,4 ul 7,6 ul
vz. €. 5 8 ul 14,7 ul 2,3 ul
vz.C. 6 | 8ul 16,5 ul 0,5 ul
vz.C.7 | 8ul 15 ul 2 ul
vz.¢. 8 | 8ul 17 pl -ul

Vysledky - prvni méreni

Po provedeni gelové elektroforézy jsem na gelu pod UV svétlem neméla zadné
produkty. Vysledky z prvniho méfeni nebyly tspé€$né. Bylo potiecba metodu PCR
ARMS dale optimalizovat.
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4.1.2 Druhé méieni

Pii druhém meéfeni jsem pouzila PPP Master mix (firma Top-Bio), primery, PCR
vodu, vyizolovanou DNA. Daéle jsem na misto vyizolované DNA pouzila pro jeden
vzorek komeréné dodavanou referenéni muzskou DNA (Human Reference DNA Male,
Agilent), abych vyloucila chybu v izolaci DNA. Pro toto méfeni byl pfipraven master
mix A a master mix B, kazdy master mix byl pfipraven na tfi vzorky (tab. 10). Master
mixy jsem rozpipetovala do zkumavek a pfidala pfislusné mnozstvi DNA a PCR vody
(tab. 11).

Tabulka €. 10: Master mix A pro 3 vzorky a master mix B také pro 3 vzorky

Reagencie Master mix A Reagencie Master mix B
PPP MM 43,75 ul PPP MM 43,75 ul

AB 2,8 ul AB 2,8 ul

AB 2,8 ul AB 2,8 ul

AB 2,8 ul AB 2,8 ul

A 2,8 ul B 2,8 ul

A 2,8 ul B 2,8 ul

Tabulka €. 11: Reakéni PCR mixy pro 6 vzorkl pti druhém méfeni

Master mix A
vz.¢. 1 | 16,5ul MM |55 ul PCR vody |3 pl DNA (22 ng/ul)
vz.¢.2 | 16,5u1 MM |55 ul PCR vody |3 ul DNA (21 ng/ul)
vz.€.3 | 16,5ul MM | 5,5 ul PCR vody | 3 ul referencni DNA
(100 ng/ul)

Master mix B

vz.¢. 1 | 16,5ul MM |55 ul PCR vody |3 pl DNA (22 ng/pl)

<
\S]

vz. C. 16,5 ul MM | 5,5 ul PCR vody | 3 ul DNA (21 ng/pl)

<
[98)

16,5ul MM | 55ul PCRvody |3 pul referencni DNA
(100 ng/ul)

vz. C.

43



Vysledky - druhé méfeni

V druhém méfeni jsem pouzila PPP Master mix. Vysledky taktéz nebyly uspésné,

metodu PCR ARMS jsem nadale optimalizovala.

4.1.3 Tieti méieni

méieni jsem se rozhodla vynechat kontrolu, primey pro kontrolni produkt (F a R) jsem
nahradila stejnym mnozstvim PCR vody. Ostatni reagencie byly stejné jako pfi druhém
méfeni. Kazdy master mix byl pfipraven na tfi vzorky (tab. 12). Taktéz jako v

pfedchédzejicim méfeni jsem master mixy rozpipetovala do mini zkumavek a ptidala

Provedeni tietiho méfeni bylo podobné druhému méieni. Na zakladé druhého

dané mnozstvi DNA a PCR vody (tab. 13).

Tabulka €. 12: Zména v reagenciich pro master mix A a master mix B

Reagencie Master mix A Reagencie Master mix B
PPP MM 43,75 pl PPP MM 43,75 ul
PCR voda 2,8 ul PCR voda 2,8 ul

PCR voda 2,8 ul PCR voda 2,8 ul

AB 2,8 ul AB 2,8 ul

A 2,8 ul 2,8 ul

A 2,8 ul 2,8 ul

Tabulka €. 13: Reakéni PCR mixy pro 6 vzorkl pfi tietim méfeni

Master mix A
vz. €. 16,5 ul MM | 7,71 ul PCR vody | 0,79 ul DNA (63 ng/ul)
vz. C. 16,5 ul MM | 8 ul PCR vody 0,56 ul DNA (89 ng/pl)
vz. C. 16,51 MM | 5,5 ulPCRvody |3 pl referencni DNA (100
ng/ul)
Master mix B
vz. €. 16,5 ul MM | 7,71 ul PCR vody | 0,79 ul DNA (63 ng/ul)
vz. C. 16,51 MM | 8 ul PCR vody 0,56 ul DNA (89 ng/pul)
vz. C. 16,51 MM | 5,5 ulPCRvody |3 pl referencni DNA (100

ng/ul)
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Vysledky - tfeti méieni

Vysledky z tiettho méfeni nebyly optimalni. Metodu jsem nadale optimalizovala.

4.1.4 Ctvrté méieni

Postup pfipravy master mixii a mnozstvi (objem) reagencii pro jeden vzorek u
¢tvrtého méteni bylo stejné jako u prvniho méfeni. Pfi Ctvrtém meéfeni jsem zménila
reagencie, zména se tykala predev§im pufru a polymerazy. Pufr, ktery jsem v tomto
méfeni pouzila, nesl nazev: Thermo Scientific 10X Dream Taq Buffer (includes 20 mM
MgCl,). Zménéna polymeraza nesla nazev: Thermo Scientific Dream Tag DNA
Polymerase.

Pfi tomto méfeni nebyla pouzita vyizolovand DNA ale byla pouZzita jen muzska a
zenské referenéni DNA. Kazdy master mix byl pfipraven na Ctyii vzorky (tab. 14).
Master mixy jsem nasledné rozpipetovala do zkumavek a pridala pifislusné mnozstvi
referenéni DNA a PCR vody (tab. 15).

Pro neuspéch v predchozich méfenich jsem zmeénila teplotni profil v termocykleru.
Zména se tykala teploty v annealingu a ¢asu v extenzi. Provedené zmény jsou tu¢né

zvyraznéné (tab. 16).

Tabulka €. 14: Master mix A pro 4 vzorky a master mix B také pro 4 vzorky

Reagencie Master mix A Reagencie Master mix B
pufr 11,25 pl pufr 11,25 pl
dATP 4,5 ul dATP 4,5 ul
dCTP 4,5 ul dCTP 4,5 ul
dGTP 4,5 ul dGTP 4,5 ul
dTTP 4,5 ul dTTP 4,5 ul
primery: AB | 3,6 ul primery: AB | 3,6 ul
AB 3,6 ul AB 3,6 ul
AB 3,6 ul AB 3,6 ul
A 3,6 ul B 3,6 ul
A 3,6 ul B 3,6 ul
polymeraza 2,25 ul polymeraza 2,25 ul
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Tabulka €. 15: Reakéni PCR mixy pro 8 vzork pfi ctvrtém méfeni

Master mix A
vz.C. 1 9 ul MM 14 ul PCR vody | 2 ul DNA (zena) (100 ng/ul)
vz.¢.2 |9 ul MM 15 ul PCR vody | 1 ul DNA (Zena) (100 ng/ul)
vz.C. 3 9 ul MM 14 ul PCR vody | 2 ul DNA (muz) (100 ng/ul)
vz.C.4 | 9ul MM 15 ul PCR vody | 1 ul DNA (muz) (100 ng/ul)
Master mix B
vz. €. 1 9 ul MM 14 ul PCR vody | 2 ul DNA (Zena) (100 ng/pl)
vz.C.2 | 9ul MM 15 ul PCR vody | 1 ul DNA (zena) (100 ng/ul)
vz.C. 3 9 ul MM 14 ul PCR vody | 2 ul DNA (muz) (100 ng/ul)
vz.¢.4 | 9ul MM 15 ul PCR vody | 1 ul DNA (muz) (100 ng/ul)

Tabulka €. 16: Zména v teplotnim gradientu

Krok Teplota Cas Pocet cyklu
1 Pocatecni denaturace 95°C 4 min 1
2 Denaturace 94 °C 45s 35
3 Annealing 60 °C 45s
4 Extenze 72 °C 1 min
5 Konecna extenze 72 °C 5 min 1
6 Chlazeni 4°C 15 min 1

Vysledky - ¢tvrté méreni
Vysledky ¢étvrtého méfeni i po provedenych zménach nebyly optimalni. Metodu

jsem nadale optimalizovala.
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4.1.5 Paté méieni

Pfi patém meéfeni jsem opét pouzila PPP Master mix, primery, PCR vodu,
vyizolovanou DNA z krve. Zde se zména tykala pfedev§im primert. Pouzila jsem jen
primer Arg 112, Arg 158 a Common primer. Z reagencii byl pfipraven jen jeden master
mix, ktery byl pfipraven na Sestnact vzorka (tab. 17). Po pfipravé jsem master mix
rozpipetovala do zkumavek a ptidala prislusné mnozstvi DNA a PCR vody (tab. 18).

Zména se také tykala v nastaveni teploty v termocykleru. Nastavila jsem teplotni

gradient annealingu na 50 °C/66 °C (tab. 19).

Tabulka €. 17: Master mix pro 16 vzorkt

Reagencie Master mix
PPP MM 206 ul

Arg 112 1,65 pul
Arg 158 3,3 ul
Common 16,5 ul

Tabulka €. 18: Reakéni PCR mix pro 16 vzorki pfi patém méteni

Master mix
vz.C. 1 14,2 ul MM | 10,5 pl PCR vody | 0,5 pul DNA (160 ng/ul)
vz. €. 2 14,2 pl MM | 10,5 ul PCR vody | 0,5 ul DNA (160 ng/ul)
vz. €. 3 14,2 pl MM | 10,5 ul PCR vody | 0,5 ul DNA (160 ng/ul)
vz. ¢ 4 14,2 pl MM | 10,5 ul PCR vody | 0,5 ul DNA (160 ng/ul)
vz. €. 5 14,2 ul MM | 10,5 pl PCR vody | 0,5 nul DNA (160 ng/ul)
vz.¢.6 | 142 ul MM | 10,5 ul PCR vody | 0,5 ul DNA (160 ng/ul)
vz. €. 7 142 pyl MM | 10,5 ul PCR vody | 0,5 ul DNA (160 ng/ul)
vz. €. 8 142 pyl MM | 10,5 ul PCR vody | 0,5 ul DNA (160 ng/ul)
vz. €. 9 142 pyl MM | 10,5 ul PCR vody | 0,5 ul DNA (160 ng/ul)
vz.¢. 10 | 142 ul MM | 10,5 ul PCR vody | 0,5 ul DNA (160 ng/ul)
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vz.¢. 11 | 142 ul MM | 10,5 ul PCR vody | 0,5 ul DNA (160 ng/ul)
vz.¢. 12 | 142 ul MM | 10,5 ul PCR vody | 0,5 ul DNA (160 ng/ul)
vz.¢. 13 | 14,2 ul MM | 10,5 ul PCR vody | 0,5 ul DNA (160 ng/ul)
vz.¢. 14 | 142 pl MM | 10,5 ul PCR vody | 0,5 ul DNA (160 ng/ul)
vz.¢. 15 | 14,2 ul MM | 10,5 ul PCR vody | 0,5 ul DNA (160 ng/ul)
vz.¢. 16 | 14,2 ul MM | 10,5 ul PCR vody | 0,5 ul DNA (160 ng/ul)

Tabulka €. 19: Zména v teplotnim gradientu

Krok Teplota Cas Pocet cyklu
1 Pocate¢ni denaturace | 95 °C 4 min 1
2 Denaturace 94 °C 45s 35
3 Annealing 50°C/66 °C | 45s
4 Extenze 72 °C 1 min
5 Konec¢na extenze 72 °C 5 min 1
6 Chlazeni 4°C 15 min 1

Vysledky - paté méreni

Tato jamka v teplotnim gradientu byla nastavend na 53,4 °C. Vysledny pruh byl mirné

,rozmazany‘‘, metodu jsem nadale optimalizovala.

4.1.6 Sesté méieni

kontrolni primery (Control F, Control R). Pouzila jsem PPP Master mix, PCR vodu,
vyizolovanou DNA a pfisluSné primery. Kazdy master mix byl pfipraven na Ctyfi

vzorky (tab. 20). Oba master mixy jsem rozpipetovala do zkumavek a piidala urcité

mnozstvi DNA a PCR vody (tab. 21).

nejlépe osvédcila teplota 53,4 °C. Proto jsem se rozhodla tuto teplotu nastavit v

prislusném meéteni (tab. 22).
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Tabulka €. 20: Zména v reagenciich pro master mix A a master mix B

Reagencie Master mix A Reagencie Master mix B
PPP MM 56,25 pl PPP MM 56,25 pl

AB 3,6 ul AB 3,6 ul

A 3,6 ul 3,6 ul

A 3,6 ul 3,6 ul

Tabulka €. 21: Reak¢éni PCR mixy pro 8 vzorki pii Sestém méieni

Master mix A

(@]}
f—

VZ.

14,9 pl MM

9,31 ul PCR vody

0,79 ul DNA (63 ng/ul)

(@8
\S]

VZ. C.

14,9 ul MM

8,75 ul PCR vody

1,35 ul DNA (37 ng/ul)

(@8
W

VZ. C.

14,9 ul MM

4,6 ul PCR vody

5,5 ul DNA (6,5 ng/ul)

(@]}
I

Vz. C.

14,9 pl MM

9,54 ul PCR vody

0,56 ul DNA (89 ng/ul)

Master mix B

_O(
—_

VZ.

14,9 ul MM

9,31 ul PCR vody

0,79 ul DNA (63 ng/ul)

(@1
\S]

Vz. C.

14,9 pl MM

8,75 ul PCR vody

1,35 ul DNA (37 ng/pl)

(@1
(98]

Vz. C.

14,9 pl MM

4,6 ul PCR vody

5,5 ul DNA (6,5 ng/ul)

(@1
S

Vz. C.

14,9 pl MM

9,54 ul PCR vody

0,56 nl DNA (89 ng/ul)

Tabulka €. 22: Zména v teplotnim gradientu

Krok Teplota Cas Pocet cykli
1 Pocate¢ni denaturace 95 °C 4 min 1
2 Denaturace 94 °C 45s 35
3 Annealing 53,4°C 45s
4 Extenze 72 °C 1 min
5 Konec¢na extenze 72 °C 5 min 1
6 Chlazeni 4°C 15 min 1
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Vysledky - Sesté méieni

I po zméné teploty v annealingu vSech jamek na 53,4 °C vysledek nebyl optimalni.
Vysledné pruhy byly ,,rozmazané a navic se na gelu objevovaly krat$i nespecifické
produkty. Pro uplné dosaZeni cile by bylo potieba zabyvat se optimalizaci del$i dobu. Z
¢asového divodu jsem jiz po dohodé¢ s vedoucim prace nemohla optimalizaci zcela
dokoncit. Pro splnéni ¢tvrtého cile (vySetfeni n€kolika vzorkl a ureni genotypu) jsem
zvolila komer¢né dodavany kit na principu PCR a nésledné detekci pomoci reverzni

hybridizace na stripech.

4.2  Vysledky reverzni hybridizace

Pted samotnou reverzni hybridizaci jsem provedla kontrolu produkti PCR na 3%
agar6zovém gelu. Pro kontrolu jsem pouzila vzorky (203/17, 155/17, 227/17, 234/17,
107/17), které mi poskytla laboratot GENLABS s.r.o. (obr. 5).

Vyhodnoceni péti vzorkii metodou reverzni hybridizace jsou nésledujici: vzorek
203/17 = E2/E3 (heterozygot), vzorek 155/17 = E3/E4 (heterozygot), vzorek 227/17 =
E2/E4 (heterozygot), vzorek 234/17 = E3/E3 (nemutovany homozygot = wild type),
vzorek 107/17 = E4/E4 (mutovany homozygot) (obr. 6).

Ladder 203/17 155/17 227/17 234/17 107/17

u",~“*

Obrazek ¢. 5: Kontrola produkti PCR
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Obrazek ¢. 6: Vysledky péti vzorkli pomoci reverzni hybridizace na stripech
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5 Diskuze

V praktické Casti bakalarské prace jsem vysetfovala polymorfizmus genu ApOE.
Pro toto vysetfeni jsem zvolila dvé na sobé nezavislé metody.

Prvni metoda byla zalozend na PRC ARMS, kde bylo vySetfeno n¢kolik vzorki.
Jednalo se o vzorky z bukalnich stérti odebranym anonymnim osobam, kteii souhlasili s
odbérem. Vytér z vnitini strany Ust je neinvazivni metoda, ktera je velmi jednoducha a
pro pacienta piivetiva. Jednalo se o osoby blizké a rodinu, ktefi si vytér provedli v
pohodli svého domova. Jelikoz metoda PCR ARMS nebyla optimalizovand, zvolila se
druhd metoda, ktera byla zalozena na reverzni hybridizaci na stripech. Pro tuto metodu
byl pouzit certifikovany CVD StripAssay® Kit od firmy ViennalLab, ktery obsahoval
urcity pocet testovacich prouzki. Vyizolovand DNA, kterd byla pro toto méteni pouZzila,
mi byla poskytnuta laboratoii GENLABS s.r.o.

Zajimavé je srovnani téchto dvou metod z finan¢ni a casové stranky. Metoda PCR
metody byla zdlouhava, i po nékolika méteni nebyla Gspésné optimalizovana. Zmény v
této metod¢ se predevsim tykaly reagencii a jejich pomért ¢i upravy teplotniho profilu v
termocykleru.

Co se tyka finan¢ni stranky, jedna se o velmi levnou metodu. Reagencie, které byly
pouzity v metodé PCR ARMS nebyly financné narocné a taktéz se daly pouzit pro vice
méfeni.

Opakem tomu bylo u reverzni hybridizace, kde se pouzil komerén¢ dodavany kit,
ktery obsahoval ptesny pocet testovacich prouzkl. Tato metoda byla z Casové stranky
ptivétiva a rychla. Na ukor presnosti byla metoda velmi draha.

Struéné shrnuto metoda PCR ARMS byla levnou zélezitosti, ackoliv vysledky
nebyly dobfe interpretovatelné. Naopak reverzni hybridizace byla drazsi, ale vysledky

byly pfesné.
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6 Zavér

Cilem mé bakaléiské prace bylo napsat odbornou reSerSi na dané téma a shrnout
informace o Alzheimerové chorobé.

V teoretické¢ Ccasti bakalafské prace jsem se zabyvala neurodegenerativhim
onemocnénim, demenci a Alzheimerovou chorobou. PredevSim jsem se zaméiila na
priznaky, faze, pfiCiny, 1écbu, diagnostiku a genetické dispozice ACH. Shrnula jsem
informace o genu ApoE, ktery u ACH hraje vyznamnou roly. TaktéZ jsem se zaméfila
na polymerazovou fetézovou reakci (PCR) a reverzni hybridizaci na stripech, které jsem
v praci blize popsala.

V praktické casti jsem prokazovala zvladnuti molekularné biologickych metod.
Mym utkolem bylo provedeni izolace DNA z bukalniho stéru, precipitace DNA,
priprava a provedeni polymerazové tetézové reakce, detekce PCR produkti pomoci
gelové elektroforézy, amplifikace DNA, hybridizace, promyvani a barveni.

K vySetieni ApoE byly zvoleny dvé metody. Jako prvni metoda byla zvolena PCR
ARMS, kterou se mi nepovedlo optimalizovat. Druhou metodou byla reverzni
hybridizace na stripech. K analyze ApOE genu pro reverzni hybridizaci byl zvolen
komeréné dodavany kit StripAssay® od firmy Viennalab. Bylo vySetfeno pét vzorkd,
kde tfi z nich byly heterozygoti (E2/E3, E3/E4, E2/E4), jeden nemutovany homozygot =
wild type (E3/E3) a jeden mutovany homozygot (E4/E4).

Dovoluji si uvést, Ze cile této bakalarské prace byly splnény.
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