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Sekven¢ni analyza genu pro LDL receptor

Abstrakt

Receptoru pro LDL (low density lipoprotein) je vénovana vV souc¢asné dob¢
pozornost. Byl objeven az v roce 1985 Goldsteinem a Brownem, ktefi objevili jeho
funkci a patogenezi familiarni hypercholesterolémie. Receptor poskytuje bunice dostatek
cholesterolu, ktery je nutny k syntéze membran a slouzi i jako prekurzor nékterych
produktt bunky (napft. Zlu¢ovych kyselin a sterolti) (Aschermann et al., 2004). Mutace
postihujici gen pro LDL receptor (LDLR) znaéi poruchu funkce LDLR (Ceska, 2005).
Dusledkem poruchy je zvySena koncentrace LDL-cholesterolu v plazmé a s tim
souvisejici brzky rozvoj aterosklerdzy a dalSich poruch (Khan, 2014)

Tato bakalafska prace se zabyva analyzou genu LDLR. Gen se nachézi na kratkych
ramenech 19. chromozomu v oblasti 13.2, analyzovan byl pouze exon 15. Identifikace
mutaci v genu LDLR byla provedena Sangerovym sekvenovanim. Ziskané sekvence
byly zpracovany v programu BioEdit a srovnany s mezinarodni databazi NCBI
(National Center for Biotechnology Information).

Metodicka ¢ast byla provedena na souboru 15 anonymizovanych vzorkit DNA, u
kterych byla nalezena jedna patogenni mutace (c.2253 2256dupGCTG) zpisobujici
familiarni hypercholesterolémii, jedna pravdépodobné benigni mutace (c.2225C>T),
nejcastéji se vyskytovala benigni mutace (¢.2232A>G) a byla nalezena i mutace v oblasti

intronu. Pouze jeden vzorek byl bez mutace.
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Sequential analysis of the LDL receptor gene

Abstract

Attention is currently being paid to the LDL (low density lipoprotein) receptor. It
was discovered in 1985 by Goldstein and Brown who discovered its function and
pathogenesis of familial hypercholesterolemia. The receptor gives a cell enough
cholesterol essential to membrane synthesis and attend as a precursor to some products
of cells (for example bile acids and sterols) (Ashermann et al., 2004). The mutation that
affect the LDL receptor (LDLR) gene indicate some disorder of LDLR functions
(Ceska, 2005). The result of the disorders are increased of plasma LDL cholesterol and
the associated early development of atherosclerosis and other disorders (Khan, 2014).

This bachelor thesis deals with the analysis of the LDLR gene. The gene is located
on the short arms of chromosome 19 in region 13.2, only exon 15 was analyzed.
Identification of mutations in the LDLR gene was performed by Sanger sequencing. The
sequences were processed in EditBio program and compared with the NCBI (National
Center for Biotechnology Information).

The methodical part was performed on a set of 15 anonymized DNA samples
in which one pathological mutation (c.2253_2256dupGCTG) was found causing
familial hypercholesterolemia, one probably benign (c.2225C>T), the most frequent
was benign mutation (c.2232A>G) and one mutation in the intron was also found. Only

one sample was without mutation.
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Uvod

Gen pro LDL receptor nam vytvaii v téle protein zvany LDL receptor, ktery
na sebe vaze pomoci apolipoproteinu-B-100 LDL ¢éstice. Receptor najdeme na povrchu
bunék (nejvice se vyskytuje na hepatocytech), kde zachycuje LDL castice cirkulujici
v krevnim fe¢isti a transportuje je dovniti buiiky prostiednictvim endocytozy. Castice
jsou uvnitt buniky disociovany enzymy, a tak dochazi k jejich degradaci
na apolipoproteiny a k uvoliiovani na volné mastné kyseliny a cholesterol. Ten je
bunkou bud’ okamzité vyuzit tfeba k syntéze membran, nebo ulozen. Receptor je po
zbaveni se LDL ¢astice opét vyuZit na povrchu buiiky k navazani jiné. Syntéza LDL
receptoru je regulovana hladinou intraceluldrniho cholesterolu.

Porucha v genu pro LDL receptor mize pak zpusobit poruchu syntézy receptord,
poruchu transportu receptoru na povrch bunky nebo tieba poruchu vazby ¢astice
na receptor. Dusledkem téchto defektii je nadmérna hladina lipidi a lipoproteint v Krvi.
Tyto poruchy se nazyvaji hyperlipoproteinémie nebo dyslipoproteinémie, z nichz
nejznaméjsi je familiarni hypercholesterolémie. Pravé diky zvySenym hladinam
lipidovych ¢astic (hlavn¢ LDL-cholesterolu) jsou pacienti ohrozeni pifed¢asnou

ateroskler6zou a s tim souvisejici ischemickou chorobou srde¢ni a infarktem myokardu.



1 LDL receptor

Gen pro low-density lipoprotein receptor (LDLR) nam vyrabi protein zvany LDLR,
ktery se vaze na lipoproteiny o nizké hustoté¢ (LDL). Tyto lipoproteiny jsou primarnimi
nosici cholesterolu v krvi (Defesche, 2004). Proto je LDLR dulezity pro udrzeni zpétné
regulace homeostazy cholesterolu (Cooper, 2003).

Po zprostiedkované endocytoze LDL receptoru odvozeny low-density lipoprotein
(LDL) cholesterol a jeho intracelularné generované oxidované derivaty
zprostifedkovavaji komplexni fadu mechanismu zpétné vazby, ktera chrani buniku pred
nadmérnou akumulaci cholesterolu. Tento proces se nazyva draha LDLR (Cooper,
2003). Zakladnim funkci LDLR je tedy poskytnout bunice ur¢ité mnozstvi cholesterolu,
které je potieba Kk syntéze membran a je prekurzorem rtuznych bunéénych produkti
(zlucovych kyselin, steroidil). Nejvétsi pocet receptord, které miizeme prokazat
na viech buiikach, se nachazi v jatrech, gonadach a nadledvinach (Ceska, 2005).

Gen pro LDLR se nachazi na 19. chromozomu a sklada se z 18 exont (Siidhof et
al., 1985).

1.1 Cholesterol

Je to lipid, ktery se sklada ze ¢tyt benzenovych jader a hydroxylové skupiny
(Ceska, 2005). Spolu s mastnymi kyselinami, fosfolipidy, triglyceridy a v mensim
mnozstvi se vyskytujicimi lipidy (napf. steroidni hormony a vitaminy rozpustné
Vv tucich) se nachazi v krevni plazmé. Zvysena koncentrace lipidti v plazmé, zjm.
cholesterolu, je pfi¢inou souvisejici s patogenezi aterosklerdzy, proces zodpovédny
za vétSinu kardiovaskularnich onemocnéni (cerebrovaskularni, koronarni a periferni
cévni choroby) (Marshall et. al, 2008).

Muzeme ho najit i ve tkanich, kde se vyskytuje volny, nebo v plazmé prevazné
vézany na mastné kyseliny s dlouhym fetézcem jako ester cholesterolu (Ceska, 2005).
V tkanich je syntetizovany z acetyl-CoA a z téla je vylucovan zluci ve formé
cholesterolu nebo Zlu¢ovych soli. Je to prekurzor vSech ostatnich steroidu v téle,
kortikoidi, pohlavnich hormond, Zluc¢ovych kyselin a vitaminu D (Marshall et. al,
2008). Zasobni cholesterol (intracelularni) tvofi estery cholesterolu s kyselinou
palmitolejovou a olejovou (Ceska, 2005).

Do organismu je pfijiman zvenci a je vstfebavan z gastrointestinalniho traktu nebo

je syntetizovan z acetyl-CoA. Tento sled vice nez dvaceti chemickych reakci umi



zrealizovat jakakoliv butika organismu (kromé erytrocytti). Vétsina cholesterolu je ale
stejné tvofena v jatrech a v tenkém stievé (Ceska, 2005).

Ma amfifilni charakter (molekuly obsahuji c¢ast hydrofilni i hydrofobni), tudiz
tvoti zakladni strukturu membran a vnéj$i vrstvy plazmatickych lipoproteinii. Volny
cholesterol je transportovan lipoproteiny do krevniho fecisté, tam je v rovnovaze
s cholesterolem ostatnich lipoproteinii a membran. Ve vétSing tkani tvofi zasobu estery
cholesterolu. Ty jsou souhrnné pievadény hydrofobnim jadrem lipoproteinii. LDL je
prostiednik, diky kterému jsou cholesterol i s jeho estery zachycovany do tkani. Pomoci
HDL (high density lipoprotein) je volny cholesterol odvadén ze tkani a pienesen
do jater, kde bude preménén na zlucové kyseliny. Cholesterol je hlavni soucasti
zlucovych kamenti (Murray, 1998).

1.1.1 HDL

High density lipoprotein je syntetizovan primarn¢ v jatrech a v malé mife
Vv bunikach tenkého stieva, jako prekurzor skladajici se z fosfolipidu, cholesterolu,
apolipoproteinu E (ApoE), apolipoproteinu C (ApoC) a apolipoproteinu A (ApoA)
(Marshall et. al, 2008). HDL vznikly v jatrech obsahuje ApoC a ApoE a syntetizovany
ve stieveé pouze ApoA. ApoC a E se syntetizuji v jatrech a jsou transportovany do HDL
vzniklych ve sttevech, az kdyz stfevni lipoproteiny doputuji do plazmy (Murray, 1998).

HDL ma dvé dulezité funkce: je to zdroj apolipoproteinti pro chylomikrony a
very low density lipoprotein (VLDL) a zprostiedkovava zpétny transport cholesterolu.
Ptijme cholesterol ze starnoucich bun¢k a ostatni lipoproteiny a transportuje vie
do zbytki castic, které jsou prevzaty jatry. Cholesterol je vylu¢ovan jatry ve zluci a to
jak cholesterol volny, tak esterifikovany a tam zmetabolizuje na zlu¢ovou kyselinu
(Marshall et. al, 2008).
1.1.2 VLDL

Vytvafi se z triglyceridi syntetizovanych v jatrech bud’ de novo, nebo
reesterifikaci z volnych mastnych kyselin. VLDL také obsahuje cholesterol, ApoB,
ApoC a ApoE. VLDL je hlavnim piepravcem endogennich triglyceridu a ty jsou pak
z n¢j odstranény pisobenim enzymu LPL (lipoprotein lipase). Tak jako se VLDL
c¢astice zmensSuji, tak fosfolipidy, volny cholesterol a apolipoproteiny jsou uvoliiovany
z povrchu VLDL a pievzaty HDL. Tim se pfevede VLDL na hustsi ¢astice (IDL —
intermediate density lipoprotein). Cholesterol transferovany z HDL je esterifikovan a

vznikly cholesteryl ester se vrati do IDL vyménou za triglycerid (Marshall et al., 2008).
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Vice triglyceridi je odstranéno pomoci hepatické triglyceridové lipazy (nachazi se

na jaternich endotelidlnich buiikéach) a IDL je takto pfeveden do LDL (slozeného hlavné
z cholesteryl estert, ApoB-100 a fosfolipidu). N¢které IDL jsou pievzaty jatry
prostiednictvim LDL receptora (Murray, 1998). Tyto receptory jsou schopné vazat
ApoB-100 a ApoE. Za normalnich podminek je v obéhu velmi malo IDL, protoze jsou
rychle odstranény nebo pievedeny na LDL (Marshall et all., 2008).

1.1.3 LDL

VétsSina LDL vzniké z VLDL a zbytek produkuji pfimo jatra (Murray, 1998). Pro
vznik LDL ¢astic je potieba piitomnost ApoB-100, ktery slouzi jako ligand s LDL
receptorem (Ceska, 2005). Mtize prochazet spoji mezi kapilarnimi endotelidlnimi
burikami a pripojit se tak kK LDL receptorim na buné¢né membrané, ktera rozpoznava
ApoB-100. To je nasledovano internalizaci a lysozomalni degradaci a spojené
s uvolnovanim volného cholesterolu (Marshall et. al, 2008).

LDL &éastice transportuji az 70 % veskerého mnozstvi cholesterolu v plazmé.
Castice jsou velmi rizikové z diivodu predéasné aterosklerozy (Ceska, 2005).

Zakladni funkci je transport cholesterolu, zjm. do jater a také do ostatnich tkani.
Pti odsttizeni LDL castic hraji ulohu receptory, na které se LDL vazou prostifednictvim
ApoB-100. LDL receptor ma ale vétsi afinitu k ApoE, proto mize byt nazyvan ApoB-
100, E receptor (Ceska, 2005).

Asi 80 % LDL je odbourano pomoci LDL receptoru. Nejprve probéhne endocytoza,
kde se lipoproteinova ¢astice oddéli od LDL receptoru a v lysozomu
probéhne intraceluldrni digesce (= traveni). Uvolnény cholesterol buiika dale vyuziva
(Ceska, 2005). Makrofigy odvozené od cirkulujicich monocytéi mohou piijmout LDL
prostiednictvim scavengerovych receptorti. Tento proces se vyskytuje u normalni
koncentrace LDL, ale je zesilen, kdyZ koncentrace stoupa a pii modifikaci LDL (napf.
oxidaci). Absorpce LDL makrofagy v arterialni sténé je dulezita v patogenezi
aterosklerozy. KdyZ se makrofagy pietizi, cholesteryl estery jsou zménény na ,,pénové
bunky* (foam cells) — klasické komponenty ateromovych platt. U lidskych
novorozencu je koncentrace LDL v plazmé o hodné nizsi nez u dospélych a absorpce
bunécéného cholesterolu je pravdépodobné plné zprosttedkovéna a kontrolovana
receptory. Koncentrace se béhem détstvi zvySuje a po puberté se dostava na hladinu

typickou pro dospélého (Marshall et al., 2008).

11



1.2 LDL receptory

Bunécna absorpce cholesterolu z LDL nastava pii interakci LDL s LDL receptorem.
A jediny apoprotein piitomny v LDL ¢asticich je ApoB-100, ktery je pro interakci
s receptorem vyzadovan (Fry, 2010).

LDLR je polypeptid skladajici se z 839 aminokyselin, které pokryvaji plazmatickou
membranu. Extracelularni ¢ast je zodpovédna za vazbu ApoB-100 a Apo-E a
intracelularni ¢ast za shlukovani LDL receptoru (Fry, 2010).

Kdyz se LDL navaze na receptor, tak vzniklé komplexy rychle internalizuji —
endocytuji. Protonova pumpa zavisla na ATP snizuje pH v endozomech, coz ma za
nasledek disociaci LDL z receptoru (receptor je opét vyuzit v plazmatické membrang).
Lysozomalni enzymy degraduji apoproteiny a uvoliiuji volné mastné kyseliny a
cholesterol (Fry, 2010).

Hladina intracelularniho cholesterolu je regulovana pies potlacovani LDL receptoru
a inhibici syntézy receptoru — oboji je indukované cholesterolem. Zvysena hladina
intracelularniho cholesterolu vedouci k absorpci LDL ma vliv jesté na aktivaci acyl-
CoA cholesteryl acyl transferazy (ACAT), coz umoznuje uskladnéni prebytku
cholesterolu uvnitt bunék. Ale efekt potlaceni syntézy LDLR indukované cholesterolem
snizuje rychlost s jakou jsou LDL a IDL odstranény ze séra. To mize vést k nadbytku
cirkulujici hladiny cholesterolu a cholesteryl estert, kdyz mame nadmérny ptijem tuku
a cholesterolu. Pfebytek cholesterolu ma tendenci se ukladat v kiizi, Slachach a
Vv tepnach, kde muze vést k ateroskleroze (Fry, 2010).

Muze ale dojit k riznym porucham LDLR, které rozdélujeme do ¢tyt zakladnich
ttid. Jako prvni miizeme fadit poruchu syntézy receptorti, dale poruchu transportu
receptoru z endoplazmatického retikula na povrch buiiky, poruchu vazby ¢astic

na LDLR a nakonec poruchu internalizace (Aschermann et al., 2004).

1.3 Drdha LDLR

Jedina bunécna organela, ve které mize byt LDL degradovan je lysozom, jehoz
kyselé hydrolazy umi jednoduse vstfebavat vSechny komponenty tohoto lipoproteinu.
Lysozomalni traveni probihd pomoci chlorochinu, ktery zvySuje pH lysozomt a
inhibuje jejich enzymy. Vse bylo zjisténo diky studiim na nakultivovanych
fibroblastech pacienti s genetickou deficienci lysozomalnich kyselych lipaz. Bunky
pacientd vazaly a internalizovaly LDL, ale nedokazaly hydrolyzovat cholesterolové

estery, piestoze degradovali proteinovou slozku (Goldstein a Brown, 2009).
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Cholesterol vytvofeny uvnitt lysozomu z LDL je odpovédny za potlaceni aktivity
HMG-CoA reduktazy (3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzymu A reduktazy). Tzn.
cholesterol odvozeny od LDL ptsobi na né¢kolika urovnich: 1. potlacuje transkripci
genu HMG-CoA reduktazy prostiednictvim SREBP (sterol regulated element binding
protein) a 2. urychluje degradaci tohoto enzymového proteinu (Goldstein a Brown,
2009).

L. 1. $ HMG CoA
Reductase

LDL Receptors =p
" 2. TACAT

Cholesterol Choles!eryl
Oleate
3. yLDL Receptors

Q Amino Acids

DL
| iProtem
Cholesteryl ’
Linoleate

LDL Binding > Internal-, > Lysosom‘al > Regu’atory
ization Hydrolysis Actions

Obrazek €. 1 - Draha LDL receptoru. Pievzato ze zdroje: (Goldstein a Brown,

2009)

Cholesterol odvozeny od LDL také reguluje i ostatni procesy, které stabilizuji
cholesterol obsazeny v bunikach. Aktivuje cholesterol esterifikujici enzym
Acetyl-CoA: ACAT, takze nadbytek cholesterolu miuize byt uskladnén ve formée
cholesterylesterovych kapic¢ek v cytoplazmé. Inhibici SREBP drahy LDL také potlacuje
transkripci genu pro LDLR. Tento d&j umoznuje buitkam upravit pocet LDL receptort,
aby byl dostatek cholesterolu pro metabolické potfeby a nehromadil se nam.
Prostfednictvim téchto regula¢nich mechanismt si buiiky udrzuji pfevazné stalou
hladinu neesterifikovaného cholesterolu v membranach navzdory kolisavé potiebé

cholesterolu a exogennimu zasobovani (Goldstein a Brown, 2009).

1.4 Objeveni LDLR

Michael S. Brown a Joseph L Goldstein v letech 1972—-1974 pracovali na
University of Texas, Southwestern Medical Center in Dallas, kde se snazili pfijit na
pfi¢inu familiarni hypercholesterolémie (FH). Pacienti s touto nemoci maji
nékolikandsobné¢ zvysenou koncentraci cholesterolu v krvi nez zdravi jedinci (Goldstein
a Brown, 2009).

Goldstein a Brown se rozhodli zmétit aktivitu samotného enzymu, HMG-CoA
reduktazy, v extraktu nakultivovanych fibroblastii. Jinak se v této dobé bézn¢ métila
syntéza cholesterolu z acetatu. Studie na krysich jatrech ukazaly, ze HMG-CoA
reduktaza katalyzuje omezeni rychlosti produkce cholesterolu a jeji aktivita byla

redukovana, kdyz krysy vstiebavaly cholesterol. Zavedli tedy mikroskopicky test pro
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HMG-CoA reduktazu, aby zjistili mnozstvi materidlu dostupného z kultivovanych
fibroblastl a okamzité zaznamenali pfitomnost zpétné regulace. Kdyz normalni lidské
fibroblasty vyrostly v pfitomnosti séra, aktivita HMG-CoA reduktazy klesla.
Tzn. ze lipoproteiny z ptidaného cholesterolu byly odstranény z kultivaéniho média a
aktivita HMG-CoA reduktazy tak vzrostla padesatkrat za 24 hodin. Indukovany enzym
byl rapidné potlacen, kdyz LDL ptidali do média (Goldstein a Brown, 2009).
Mechanismus receptoru objevili pfi studiu bunék pacienti s homozygotni FH.

Jejich bunky pfi péstovani v séru obsahujiciho lipoproteiny mély aktivitu HMG-CoA
reduktazy padesatkrat az stokrat vyssi nez normalné. Tato aktivita pacientiim uz moc
nestoupala, kdyz byly lipoproteiny odstranény ze séra a ani nedoslo k jejimu potla¢eni
pti pfidani LDL zpét. To znamena, Ze pacienti s homozygotni FH maji defekt v genu
kédujicim HMG-CoA reduktazu, kterd ¢ini enzym odolny vici zpétné regulaci LDL
cholesterolu (Goldstein a Brown, 2009).
1.5 Genovd rodina LDLR

Lidsky LDLR byl prvni popsany lipoproteinovy receptor u obratlovct. A bylo
objeveno mnoho membranovych proteini s vysokym stupném strukturalni podobnosti.
Tyto proteinové formy jsou nazyvany supergenova rodina LDLR a ¢lenové této rodiny
se uvadi jako pfibuzni LDLR nebo LR (lipoprotein receptor) (Cooper, 2003).

LR obsahuji slozené membranové proteiny, které se zapojuji do receptorem

zprostiedkované endocytozy mnoha riznych liganda (Cooper, 2003).

wevr

Zkratka Nazev

LDLR Low density lipoprotein receptor

LRP1 Low density lipoprotein-related protein 1

LRP2 (Gp330) Megalin

VLDLR Very low density lipoprotein receptor

LR11 (znamy i jako sorLA nebo Low density lipoprotein-related 11
SORL1)

ApoER2 (LRP8) Apolipoprotein E receptor type 2

LRP3 Low density lipoprotein-related protein 3

LRP4 Low density lipoprotein-related protein 4

LRP5 Low density lipoprotein-related protein 5

LRP6 Low density lipoprotein-related protein 6
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LR32 (LRP1B) Low density lipoprotein-related 32

151 LRP1

Je to jeden z nejvétSich znamych ¢lent genové rodiny LDLR a multiligandovy
receptor, ktery je zapojen do nezavislych procest (Schneider, 2003). Naptiklad
kontroluje systémovy metabolismus lipidii spolu s LDLR v jatrech (vazani a/nebo
metabolismus lipoproteini, extracelularnich proteindz a proteindzovych komplex,
glykosfingolipidua) (Xian, 2017).

V buiikach hladkého svalstva funguje jako signalni koreceptor pro TGFf
(transforming growth factor p — membranovy receptor, ktery prevadi signal dale
smérem dovniti buiiky) a PDGF (plateled derived growth factor — riistovy faktor z
trombocytt) pii zpétném transportu cholesterolu a udrzovani integrity cév (Schneider,
2003 a Xian, 2017).

LRP1 hraje roli multifunkéniho transmembranového proteinu u aterosklerdzy.
Spolu s LDLR reguluje odstranéni bilkovin bohatych na cholesterol cirkulujicich
Vv hepatocytech. Je to také klicovy regulator intraceluldrniho cholesterolu

naakumulovaného v makrofazich a v bunkach hladkého svalstva (Xian, 2017).

1.5.2 LRP2 (Megalin)

Mnoho proteinu, které se vazou na LRP1, patfi také mezi ligandy LRP2, ale
jejich projev je fyziologicky odlisny (Schneider, 2003).

Megalin je nezbytny pro vyvoj piedniho mozku, a to po absorpci lipoproteinu
obsahujiciho Apo-B do embryonalniho neuroepitelu. Dalsi dilezitou funkci je zapojeni
do metabolismu urcitych lipofilnich vitamind. Tieba vitamin B12 je navazan na cubilin,
ktery je naopak internalizovan ilealnimi epitelidlnimi bunikami pfes LRP2. Naopak
Vv ledvinach je vitamin Bi> (transkobalaminové komplexy) znovu zachycen z vazby (na
megalinu) na buiikach proximalniho tubulu. Navic zprostfedkovava reabsorpci vitaminu
D3 — vitamin D vazané proteinové komplexy — klicovy krok pfemény prekurzoru

v aktivni vitamin D3 Vv ledvinach (Arora, 2017 a Schneider, 2003).
1.5.3 LR32 (LRP1B)

Tento receptor ukazuje nejvyssi homologii s LRP1. Vyzkumy ukazaly, Ze je

indenticky s produktem tumor supresorového genu, LRP1B (Schneider, 2003).
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Snizena exprese LRP1B se podili na n¢kolika primarnich rakovinach (Ni, 2013).
Bylo zjisténo, Ze je regulovan v tkanich rakoviny tlustého stieva a zde inhibuje rust,
migraci a metastazy bun€k rakoviny tlustého stteva (Wang, 2017).

1.6  Hyperlipoproteinémie (HLP)

Jsou bud’ primarni (geneticky podminéné), nebo sekundarni (privodnim znakem
jiného zékladniho onemocnéni — hypotyredzy, nefrotického syndromu nebo diabetes
mellitus) (Ceska, 2005). Nebo je miizeme klasifikovat do 3 skupin:
hypercholesterolémie, kombinovana hyperlipidémie a hypertriacylglycerolémie (Kolaf
et al., 2003).

Jako synonymum se pro tato onemocnéni pouziva i termin dyslipoproteinémie. Jsou
charakterizovana zvy$enou hladinou lipidii a lipoproteinti v plazmé (Ceska, 2005).

U nemocnych ale nemusi byt pouze zvySeni téchto hodnot, ale jde zde i o rovnovahu
poméru v celkovém lipidovém spektru (Aschermann et al., 2004).

HLP jsou skupinou metabolickych onemocnéni hromadného vyskytu. Vznikaji
dasledkem sniZzeného katabolismu nebo zvySené syntézy lipoproteinovych ¢astic, které
ptrenasi tuky v plazmé. HLP je v téle nemocného pfitomna bez priznaki i nékolik let,

4

akutni hemoragicka nekrotizujici pankreatitida (Aschermann et al., 2004).
1.6.1 Primdrni hyperlipoproteinémie
Rozdé&lujeme je podle etiopatogeneze poruchy, které jsou zaloZeny na

rozpoznani genetickych defektii (Ceska, 2005).

1.6.1.1 Familiarni hypercholesterolémie (FH)

Je to autozomaln¢ dominantni onemocnéni, popsané uz v 1. poloving 20. stoleti.
Ale az pozdgji byla objasnéna jeho piic¢ina — porucha funkce LDL receptoru (mutace
postihujici gen pro LDL receptor) (Ceska, 2005). Pacienti netvofi zadné receptory
pro LDL, anebo je tvofi normalné, ale tyto receptory nejsou transportovany na povrch
buiikky a nemuazou se tak funkéné uplatnit. Dale mohou mit poruchu vazby receptoru
pro LDL na lipoproteinovou ¢astici, nebo je chyba v proniknuti komplexu receptor-
lipoprotein do bunky (Aschermann et al., 2004).

FH se objevuje ve dvou formach: Homozygotni a heterozygotni (vyskytuje se
Zastji) (Ceska, 2005).

Diusledkem poruch LDLR je zvyseni koncentrace LDL-cholesterolu v plazmé.

Charakteristickym rysem je izolované zvyseni cholesterolu v plazmé pfi normalni nebo
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hrani¢né zvysené koncentraci triglyceridi (Khan, 2014). Plazmaticky cholesterol
u heterozygotl se prumérné udadva 7-10 mmol/l (mtze byt ale az 15 mmol/l i vyssi).
Hodnota u homozygotti se pohybuje okolo 15-30 mmol/l. Postizeni mohou mit také
znaénou hyperbetalipoproteinémii a soucasné i vyssi koncentraci ApoB (Ceska, 2005).
Klinickymi projevy u homozygota jsou t¢zka postizeni jiz v ranném véku. ICHS
(ischemicka choroba srde¢ni) se u nich projevuje uz v détstvi a velka ¢ast z nich umira
na infarkt myokardu do 20 let. Typickym projevem je tvorba Slachovych a koznich
xantomu uz v détském véku. Naproti tomu heterozygoti mohou byt fadu let bez
ptiznakl. Choroba se u nich projevuje az okolo 30 let, napf. ve forme arcus senilis
conreae (Sedobily prstenec lipidovych depozit rohovky), xanthelasma palpebrarum
(zluté vyrustky na o¢nich vi¢kach) nebo $lachova xantomatoza (Aschermann et al.,
2004 a Blazek et all., 2007).
let. Ke vzniku ateroskler6zy dochazi nejen v koronarnim fecisti, ale i na velkych
tepnach u dolnich koncetin a na karotidach (Blazek et al, 2007).
Terapie (dieta a/nebo farmaka) postizenych jedinct je obtizna a u spousty
nemocnych se nedati dosahnout cilovych hodnot cholesterolu a LDL-cholesterolu
(Ceska, 2005).

1.6.1.2 Familidrni defekt ApoB-100 (FDB)

Onemocnéni je zplisobeno bodovou mutaci a ziménou jedné aminokyseliny
v molekule ApoB-100 (glutamin za arginin) (Blazek et al., 2007). To vede
k neschopnosti vazat ¢astici LDL na receptor pro LDL. Dusledkem je pak nahromadéni
LDL v plazmé a s tim souvisejici zvySend koncentrace celkového cholesterolu, hlavné
LDL-cholesterolu (Ceska, 2005).

Onemocnéni je zndmo spisSe V heterozygotni formé, kterd je charakteristicka
piitomnosti dvou populaci LDL v plazmé — normalni (vaZe se na receptor LDL) a
defektni (ma zménény ApoB-100). Koncentrace cholesterolu se u postizenych pohybuje
okolo 7-10 mmol/l. Homozygotl je znamo zatim je n¢kolik a maji podstatné nizsi
koncentrace cholesterolu, LDL-cholesterolu i ApoB-100 ve srovnani s homozygoty
s FH. Klinické projevy jsou zatim podobné jako pfi FH — xantomato6za a riziko

pred¢asné ICHS (Aschermann et al., 2004).
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1.6.1.3 Polygenni hypercholesterolémie

Vznika kombinaci genetickych i zevnich faktort, coz vede k mirné
hypercholesterolémii do 8 mmol/l. Onemocnéni ma razné klinické projevy, ale hlavné

je spojeno s ¢etnéjsim vyskytem ICHS (Ceska, 2005).
1.6.1.4 Familiarni kombinovana hyperlipidéemie (FKH)

Patii mezi nejcastéji geneticky podminénou poruchu metabolismu lipidii a
lipoproteint (Ceska, 2005).

FKH je dédi¢na choroba, pro kterou je typicka zvySena koncentrace cholesterolu
a/nebo triglyceridl. U riiznych rodinnych pfislusnikd mtizeme prokéazat odlisné
fenotypy (Aschermann et al., 2004).

Obvyklym laboratornim nalezem je zvySena koncentrace LDL a VLDL
cholesterolu v plazmé&. Mezi typicky projev patii velké zvyseni hladiny ApoB-100
(Ceska, 2005).

Pfi¢inou onemocnéni je hlavné nadmérna syntéza ApoB-100 v jatrech
doprovazena zvySenou produkci VLDL. Vysledkem je vznik malych a velmi
aterogennich ¢astic LDL. FKH je velmi ¢astou pti¢inou ICHS — zhruba 10 %
postizenych, kteti prodélaji akutni infarkt myokardu ve véku do 60 let, trpi touto

vvvvvvvv

etal., 2004).
1.6.1.5 Familiarni betalipoproteinémie (hyperlipoproteinémie typ III)

Je to vrozena porucha metabolismu lipoproteintl, pro kterou je charakteristicka
vysoka koncentrace cholesterolu a triglycerid v plazmé. Pro betalipoproteinémii je
typicka pfitomnost patologického lipoproteinu B-VLDL v plazmé. PostiZeni maji defekt
genu pro ApoE, ktery je zodpoveédny za clearance lipoproteinovych ¢astic bohatych
na triglyceridy zprostiedkovanou receptory (Ceska, 2005).

ApoE je polymorfni protein a nejcastéji se vyskytuje ve varianté ApoE-3
(cca 70-85 %), pak také v podobé ApoE-4 (12-18 %). Ob¢ tyto formy patii mezi ligandy
pro jaterni lipoproteinové receptory. Dale existuje varianta apoE-2 (vyskyt 2-12 %),
ktera ma mensi afinitu k receptortim pro lipoproteinové ¢astice v jatrech (Aschermann
et al., 2004).

Onemocnéni miize byt zdédéno dominantné 1 recesivné, a to v zavislosti

na genetické mutaci ApoE. S fenotypem ApoE hraji pfi projevu betalipoproteinémie roli
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funkéni vlastnosti ApoE a jak interaguje s lipolytickymi enzymy (Aschermann et al.,
2004).

Ptedcasna aterosklerdza je zde brana jako zavazna komplikace, ktera postihuje
hlavné periferni tepny, ale i koronarni fec¢isté. Pacienti s timto onemocCnénim mohou byt
postiZeni vSemi typy xantomat6zy — nejcastéjsi jsou tuberdzni a tuberoeruptivni
xantomy, které se projevuji hlavné na kolenou, loktech a hyzdich. Typickou formou
xantomatdzy u betalipoproteinémie je xantoma striatum palmare (zlutavé zbarveni
dlanovych a meziprstnich ryh) (Ceska, 2005).

Casto je provazena fadou daliich onemocnéni, napiiklad mezi né mtizeme

zatadit rizikové faktory ICHS (obezita, arterialni hypertenze, diabetes mellitus,...)

(Ceska, 2005).
1.6.1.6 Familiarni hyperlipoproteinémie typ [

Projevuje se hyperchylomikronémii — sérum odebrané nala¢no je vzdy chylozni
a po 24 hodinach stani v 4 °C se vytvoti na povrchu séra chylomikronova vrstva tvortici
20-50 % vysky sloupce (Aschermann et al., 2004).

Klinicky se u tohoto onemocnéni projevuji abdominalni koliky a pankreatitida.
Dalsim projevem miize byt hematomegalie a splenomegalie. U poloviny postizenych je
projevem nemoci eruptivni kozni xantomatédza. Prvnim ptiznakem miize byt porucha

zraku z diivodu lipaemia retinalis (Ceska, 2005).
1.6.1.7 Familiarni hypertriglyceridémie

Vyskytuje se v populaci ve vétsim procentu (cca 0,2 — 0,3 %) a je autozomalné
dominantné pfenaSena. Typicka je hypertriglyceridémie, ale koncentrace cholesterolu je
v norm¢ (Aschermann et al., 2004).

PostiZzena rodina je ohroZena vyss$i imrtnosti na akutni infarkt myokardu nez
zdrava populace, stejné tak jako Cast&j$im vyskytem aterosklerdzy dolnich koncetin.
Projevuje se 1 Castd porucha glukézové tolerance a s tim souvisejici vznik diabetu II.

typu (Ceska, 2005).
1.6.1.8 Familiarni hyperlipoproteinémie typ V

Onemocnéni je celkem vzacné a je pro néj charakteriskicka
hypercholesterolémie a hlavné vyrazna hypertriglyceridémie (Aschermann et al., 2004).
Klinicky se projevuje eruptivnimi xantomatdzami na hyzdich, zddech, pazich

a stehnech a opakujicimi se zachvaty akutni pankreatitidy, které mohou zptisobit az
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chronické poskozeni slinivky bfisni (jeji sekrece). Obézni pacienti trpi ¢asto na diabetes
mellitus II. typu a u postiZzenych s jaterni steatdzou se miizeme setkat s hepatomegalii
(Ceska, 2005).
1.6.2 Sekundarni hyperlipoproteinémie

Jsou diisledkem zakladniho onemocnéni, které souvisi s metabolismem lipidl a
lipoproteint. To miize vést k izolovanému zvyseni cholesterolu, k izolované
hypertriglyceridémii, nebo k sou¢asnému zvysSeni cholesterolu a triglyceridt (Soska,
2001).

U sekundarnich hyperlipoproteinémii se objevuji stejné komplikace jako
u primarnich — aterosklerdza, akutni pankreatitida, xanteplasma palpebrarum, Slachové
nebo koZni xantomy,...(Ceska, 2005).

Pric¢iny sekundérni hyperlipoproteinémie:
Hypercholesterolémie
e Akutni intermitentni porfyrie
e Mentalni anorexie
Hypertriglyceridémie

o Diabetes mellitus

e Urémie

e Obezita

e Alkoholismus

e Systémovy lupus erythematodes

e Lipodystrofie

Kombinované hyperlipidémie

e Hypotyreodza

e Nefroticky syndrom

e Akromegalie

e Lécba diuretiky nebo kortikoidy (Ceska, 2005 a Soska, 2001)
1.7 Ateroskleroza

Pokud je koncentrace LDL v krevni plazmé vysoka a HDL nizka, pak stoupa riziko

srdecnich chorob. LDL je zapojen do utvafeni ateromovych plati, které ve sténach
sttedné velkych arterii tvoii zvétSujici se tukové usazeniny. Platy umi branit pratoku
krve az ho zcela zablokuji. Formuji se migraci makrofagt, které stahly LDL do vnitini

vrstvy tepen. Makrofagy, které vypadaji jako by obsahovaly pénu (maji v sobé hodné
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lipidovych kapicek), se oznacuji jako pénové bunky. Nekontroluji totiz absorpci LDL,
takze se snadno transformuji v tyto bunky, pokud jsou koncentrace LDL dlouhodobé
vysoké (Kuchel, 2009).

Jsou znamé oblasti, kde se postizeni objevuje Castéji. Vyssi vyskyt aterosklerdzy
byva u bfi$ni aorty nez u hrudni a 1éze najdeme cCastéji pti odstupu velkych arterii
tepnach, karotidach, tepnach spodiny mozku, v ledvinnych a ve femoralnich tepnach
(Kolaf et al., 2009).

1.7.1  Vznik ateromového platu

Mezi zakladni morfologické projevy aterosklerodzy fadime:

1. stupeii: lipoidni prouzky

2. Stupen: fibrozni platy, ateromatozni platy

3. stupeii: ateromatozni viedy, kalcifikace (Kolaf et al., 2009).

Vyvoj lipoidnich prouzkil za¢ind uz v détstvi a dospivani. VSe zacina, kdyZ Castice
LDL opusti krevni feisté a prostoupi do arterialni intimy, kde se pii zvySeni hladiny
LDL kumuluji. A pak jsou modifikovany enzymy a oxidovany na prozanétlivé castice,
které vyvolaji pfirozenou zanétlivou reakci v ramci intimy. Kapic¢ky tuku se mohou
hromadit v cytoplazmé bunék hladkého svalstva. Tyto prvni zmény ve sténé arterii Se
nachazi na vétvich tepen, kde nastavé adaptivni intimalni ztlusténi (Insull, 2009).

Zanét zacne, kdyz se zaktivuji endotelidlni buiiky a za¢nou produkovat adhezivni
molekuly. A buiiky hladkého svalstva vylucuji chemokiny, které si spole¢né ptitahnou
monocyty, lymfocyty, Zirné buniky a neutrofily do arterialni st€ny. Pfi vstupu se
monocyty aktivuji v makrofagy, ptijmou lipidy jako malé inkluze a stanou se z nich
pénové buiiky. Izolované pénové buiiky, vice vrstev téchto bunék nebo izolované
lipidové pooly nepovazujeme za aterosklerozu. Tyto zmény jsou mikroskopické a
mohou zmizet. Za zacatek aterosklerdzy se povazuje, az kdyz se akumulace lipidi
projevi jako splynuti extracelularnich lipidovych poola (Insull, 2009).

Prvnimi patologickymi projevy jsou lipoidni prouzky, které¢ maji bélavé Zlutou
barvu a postihuji intimu vétSich cév, hlavné aortu. V mikroskopickém obrazu mizeme
vidét, Ze jsou tvofeny pievazneé pamét'ovymi buiikami. Prouzky vznikaji v détstvi a
casem nékteré mizi a nékteré se zmeéni ve fibrozni platy. Lipoidni prouzky nezmensuji
prusvit cévy, a tak se mikroskopicky neprojevuji (Kolaf et al., 2009).

Dal$im projevem jsou fibrozni platy, které se vyskytuji v dospélosti okolo 30. a 40.

roku zivota. Plat ma bélavé zbarveni a zuzuje prusvit tepny — je vyvysen nad Groven
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endotelu. Je tvofen bunkami hladkého svalstva, zmnozenou vazivovou tkani,
lipoproteiny a makrofagy. Fibrozni plat ve véncitych tepnach miize omezovat pritok
postizenou tepnou, a vést tak k ischemii myokardu. Klinickym projevem je angina
pectoris (Kolaf et al., 2009).

Dalsim vyvojovym stadiem je ateromat6zni plat, nazyvany také jako komplikovana
1éze. Aterom se v platu makroskopicky projevuje jako vyvysenina. Na fezu mizeme
pozorovat dutinu ve zhustélé intimé, vyplnénou Zlutavou kasi mastného vzhledu (podle
toho nazev: ,,athera® znamena fecky kaSe). Mikroskopicky vidime jen nekrotickou
hmotu s velkym obsahem lipida, zjm. krystald cholesterolu. (Kolat et al., 2009).

V nékterych piipadech zaujima aterom cely plat a od velmi malého prisvitu cévy je
oddélen jen tenkou kryci vazivovou vrstvou. Tato kryci vrstva miize snadno prasknout a
na povrchu dojde k agregaci krevnich desticek, z kterych se nasledné mize vytvoftit
trombus a uzavfit tepnu. K nahlému uzavieni tepny dochazi nejcastéji prave vlivem
agregace desticek, vznikem trombu nebo krvacenim pod plat. Klinickym projevem je
angina pectoris nebo infarkt myokardu (Kolaf et al., 2009).

Poslednim stddiem je kalcifikace ateromovych hmot, kdy do ateromi vypadavaji
vapenaté soli (Kolaf et. al., 2009). Vapnik se uklada po celou dobu tvorby ateromového
platu — nejprve ve form¢ malych agregatii a pozdéji jako velké uzliny. Platy mohou
prasknout do lumen cévy a vystavit tak vapenaté uzliny, které se stavaji mistem

pro vznik trombdzy (Insull, 2009).
1.7.2 Rizikové faktory aterosklerozy

1.7.2.1 Neovlivnitelné rizikové faktory

Miuzeme mezi n€ zaradit vék, pohlavi a genetické faktory. Nekteti fadi do této
skupiny i rasu, to vypliva hlavné ze studii v USA. Déle sem mizeme zatadit rodinnou
anamneézu, pokud se v rodin€ vyskytl infarkt myokardu nebo ndhla smrt otce nebo
prvostuptiového muzského piibuzného ve véku do 55 let. A u matky a prvostupiiovych

ptibuznych Zenského pohlavi do 65 let (Ceska, 2011).
1.7.2.2 Ovlivnitelné rizikove faktory

Radime mezi né dyslipidémie, koufeni cigaret (zvysuje vyskyt ISCH i umrtnost
na kardiovaskularni onemocnéni), hypertenzi nad 140/90 mmHg, diabetes mellitus
(hlavné 2. typu) je spojen s pifed¢asnou aterosklerdzou, obezita, psychosocialni faktory

nebo nizka fyzicka aktivita (Ceska, 2011).
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1.8 Terapie hyperlipoproteinémii
Cilem je optimalizovat koncentraci LDL v krvi. Lécba je komplexni a zahrnuje
dietni a rezimova opatieni. U pacienti, kde neni tato 1écba efektivni se piistupuje
k farmakoterapii (Kolaf et al., 2009).
1.8.1 Dietni a reZimova opatreni
Opatieni musi byt dodrzovana i v ptipad¢ zavedeni dalsi 1€cby. Diety se u riiznych
2009):
e Snizeni nadmérné hmotnosti, pokud pacient trpi nadvéhou a s tim spojeny
omezeny piijem energie.
e SniZeny pfijem vSech tukl ve stravé — sniZeni pfijmu trans-nenasycenych
mastnych kyselin, nasycenych mastnych kyselin, cholesterolu.
e Zvysit obsah vlakniny ve strave.
e Konzumovat funkéni potraviny obohacené o fytosteroly.
e Zvyseni obvyklé fyzické aktivity (Jansky et al., 2016).
Dulezitou soucasti pii zméné zivotniho stylu je i absence koufeni, protoze se rizika
pfi soucasném vyskytu vice rizikovych faktorti nasobi (Kolar et al., 2009).
1.8.2 Farmakoterapie

PouZivaji se zejména statiny, které blokuji nitrobunécnou tvorbu cholesterolu,
fibraty, pryskyfice nebo kyselina nikotinova (Blazek et al., 2007).

Statiny vyvolavaji tzv. extralipidovy efekt, ktery se ti€astni také inhibice
nékterych mechanismi syntézy steroidii a jejich vedlejSich produktl. Statiny inhibuji
HMG-CoA reduktazy, coz vede ke snizeni LDL cholesterolu, triacylglycerolt a ke
zvySeni HDL cholesterolu. Terapie také zvysuje aktivitu NO syntazy. V myocytech
statiny podporuji produkci mimobunééné matrix (zjm. kolagenu), a to vede ke
stabilizaci sklerotického platu (Stejskal, 1999).

Asiu 5 % pacienti jsou ale dietni opatfeni spolu s farmakoterapii neti€¢inna.
U téchto nemocnych se pouzivaji metody extrakorporalni eliminace lipoproteint

(Blazek et al., 2007).

1.8.3 Metody extrakorporalni eliminace lipoproteinii
Mezi zakladni ptedpoklady pro tyto metody patii pfitomnost aterogennich lipida

(zjm. LDL cholesterolu) v plazm¢ a moznost odebrat ji tolik, ze 1é¢ebné jeji mnozstvi
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poklesne a soucasné nedojde k pfili§ rychlé obnové jeji hladiny. V soucasnosti zndme

nékolik technicky odlisnych metod (Blazek et. al., 2007).

1.8.3.1 Plazmaferéza

Je to nespecificka a neselektivni metoda, pfi které dochéazi k 1é€ebné vymeéné
plazmy. Z plné krve se plazma oddéluje centrifugaci nebo filtraci a jeji objem se
V obéhu doplni nahradnim roztokem (krystaloidnim nebo koloidnim roztokem nebo
plazmou zdravého darce). Metoda je rychla, ale dochazi ke ztratam ostatnich latek
v plazmé (Gordon et al., 1998).

U pacientli s FH se pouziva specificka LDL-aferéza, kdy se odstranuje LDL
cholesterol pomoci kolon s ov€imi protilatkami proti lidskému ApoB-100, na ktery se
LDL cholesterol vaze. BEéhem jedné LDL-aferézy miizeme snizit hladinu LDL
cholesterolu az o 60—70 % vychozi hodnoty a také hladinu lipoproteinu Lp(a). Soucasné
dochazi ke zvyseni HDL cholesterolu az o 60 %. Dlouhodoba 1écba mé pozitivni efekt
na cévni (hlavné koronarni) systém, dochazi ke zleps$eni ischemie myokardu a
stabilizaci az regresi procesu ateroskler6zy. U homozygotnich pacientti s FH se LDL-

aferéza povazuje za Zivot zachranujici vykon (Kroon et al., 1996).

1.8.3.2 Kaskadova filtrace
Plazma se odd¢li filtraci z plné krve a pak se promyva piidatnymi filtry. Pory filtrt
odpovidaji velikosti ¢astic LDL cholesterolu (Blazek et al., 2007).

1.8.3.3 Termofiltrace

Plazma se odd¢li separaci a nasledné¢ ohieje na 40 °C, pak se filtruje ptes dalsi
membranu. Diky teploté se oddéli VLDL a LDL cholesterol (ale HDL ne). Po ochlazeni
se plazma vrati do ob¢hu (Bléha et al., 1999).

1.8.3.4 HELP (heparin induced extracorporeal LDL precipitation)

Plazma se odd¢li filtraci a vystavi se acetatovému pufru. Pfi pH 5,12 dojde
k precipitaci nerozpustného komplexu heparin-LDL-cholesterol, ktery se vychytava
pomoci polykarbonatového filtru v kyselém prosttedi. Piebyte¢ny heparin se vaze
na adsorber. Nasledné se pH plazmy upravi pfidanim bikarbonatu, objem plazmy je

upraven nadhradnim roztokem a plazma se vrati zpét do obéhu (Bléha et al., 1999).

1.8.3.5 DALI (direct adsorption of lipids)
Patii mezi metody piimé selektivni LDL adsorpce, kdy se pfi hemoperfuzi z plné

krve ptimo eliminuje LDL cholesterol (Blazek et al., 2007).
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2 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Polymerazova fetézova reakce byla objevena Kary Mullisem v 80. letech 20. stoleti
(Gibson a Muse, 2009).

Patii mezi nejvyuzivanéjsi molekularnébiologické metody v soucasnosti (Kocarek,
2007). Poprvé umoznila specifickou detekci a produkei velkého mnozstvi DNA.
Strategie zalozené na PCR vedly k rozsahlému védeckému usili jako je tfeba projekt
lidského genomu. Technika je v soucasnosti Siroce vyuzivana klinickymi 1ékati a
vyzkumnymi pracovniky k diagnostice onemocnéni, klonovani gent a sekvenci a
k provadéni kvantitativnich a genomickych studii rychlym a zaroven citlivym
pouziva ve forenzni medicing k identifikaci zlo€inct (Garibyan a Avashia, 2013).

Slouzi k amplifikaci (zmnoZeni) specifickych usektit DNA. Metoda vyuziva procesy
jako jsou denaturace, hybridizace a syntéza (replikace) DNA (Kocarek, 2007).
Principem metody je replikace nukleovych kyselin a podstatou je cyklicky se opakujici
enzymova syntéza vybranych useki dvouretézcové DNA ve sméru 5 = 3" umoznéna
diky DNA-polymeraze (Smarda, 2005).

Abychom mohli zmnozit ur¢itou ¢ast DNA, potiebujeme k tomu dva kratké useky
komplementarni k obéma jejim koncovym oblastem. Kratké useky nazyvame primery
(vétSinou se skladaji z 2025 nukleotidi, proto je miizeme oznacovat i1 jako
oligonukleotidy) (Kocarek, 2007). Dale potiebujeme k reakci termostabilni Taq-DNA-
polymerazu (,,Taq“ je odvozeno od bakterie Thermus aquaticus, ze které byl tento
enzym izolovan), prekurzory DNA (deoxyribonukleotidtrifosfaty) a pufr na vytvoreni
slabé zésaditého prostieni (dalezité pro polymerazu) (Srseii a Sr$iiova, 2000).

Ptistroj, ve kterém reakce probiha nazyvame cycler (termocycler). Uvniti ma
kovovy blok s otvory, do kterych vkladdme mikrozkumavky se smési vySetiované
DNA, primerti, DNA-polymerazy a ANTP (deoxyribonukleotidtrifosfati). Pfistroj ndm
méni teplotu reakéni smési podle toho, jak si ho sami naprogramujeme (Kocarek, 2007).

Princip DNA amplifikace je zaloZen na tfech krocich (SrSen a SrSnova, 2000).

1. Denaturace, kdy dojde k oddéleni dvou komplementarnich fetézcti daného tiseku

DNA, a to ptisobenim zvysené teploty (zpravidla 92-96 °C) (Kocarek, 2007 a
SrSeni a SrSnova, 2000).
2. Hybridizace (annealing) primerd, tzn. navazani dvou komplementarnich primert

po jednom na 3’-konci obou dvou vlaken vySetfovaného useku (Srsen a Sr$nova,
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2000). Tato cast probiha pii teploté 40-65 °C. Misto, kam se primery navazou,
nam vymezuje oblast genomu, kterd se v dalsich cyklech PCR naamplifikuje
(Kocarek, 2007).

3. Elongace (prodluzovani) nukleotidovych fetézct ptisobenim DNA-polymerazy.
Probiha pfi teploté 70-74 °C. DNA-polymeraza naseda na 3"-OH-konce
navéazanych primert a pfipojuje k nim nové nukleotidy a tim prodluzuje fetézec
ve sméru 5'>3" (Kocarek, 2007).

Vyse uvedené tii kroky se n€kolikrat po sobé& opakuji a nové syntetizovana vlakna
DNA slouzi jako material pro dalsi syntézu v nasledujicich cyklech (Srseni a Sr$tova,
2000).

rozsah ampliﬁko&ného useku DNA

A fllllishﬂ!ﬂllmidl SO0 O W

denaturace

lhybndlzace primer
i 5 i s = 1l [ %‘| : a ” = " mmwﬁnn
fltaerened L NI
5 el y: syntéza DNA

druhy primer

prvni primer

syntéza DNA [ .
WA WS

Obrazek €. 2 - Navazani primeri. Pfevzato ze zdroje: (Kocarek, 2007)
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Obrazek ¢. 3 - Zaklad PCR - 1. a 2. cyklus. Pfevzato ze zdroje: (Kocarek, 2007)
2.1 Analyza PCR produktu

Existuji dvé hlavni metody vizualizace PCR produkti: zbarveni amplifikovaného
produktu DNA chemickym barvivem, napt. ethidiumbromid, ktery interkaluje mezi
dvéma vlakny duplexu nebo znaceni PCR primert nebo nukleotidii fluorescencnimi
barvivy (fluorofory) pted PCR amplifikaci (Garibyan a Avashia, 2013).

Nejrozsitenéjsi metodou je pouziti elektroforézy na agarézovém gelu, ktera oddéluje
produkty DNA na zéklad¢ velikosti a naboje (Stellwagen, 2009).

2.2 Druhy PCR

a) Multiplex PCR

Multiplexova reakce obsahuje primery pro nékolik odliSnych cilovych DNA,
povoluje amplifikaci vice a rizné velikych ¢asti DNA Vv jediné PCR reakci (Elrod a
Stansfield, 2010).

b) Nested PCR

Sklada se ze dvou postupnych amplifikacnich reakci. Prvni se skladé ze setu
primert, které jsou cileny na delsi oblast DNA a druha reakce obsahuje primery, které
vedou Kk zesileni hledané oblasti DNA v ramci prvniho amplikonu (Elrod a Stansfield,
2010).

¢) Real-time PCR
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Metoda se pouziva k ur€ovani mnozstvi DNA a jeho prepisu. Zakladem je klasicka
PCR, ke které se vyuziva specialni cycler, ktery umi zaznamenat mnozstvi DNA béhem
kazdého cyklu. K identifikaci mnozstvi DNA se pouziva fluorescencni substrat, ktery se
navaze na DNA. Fluorescence substratu je zaznamenavana detektorem a je zavisla na
mnozstvi DNA (Smarda, 2005).

d) Touchdown PCR

U prvnich cykll se pouziva vyssi teplota, ktera zabranuje nespecifickym vazbam
primeru s templatovou DNA a v nasledujicich cyklech se teplota snizuje, aby se
namnozily jen specifické produkty (Smarda, 2005).

e) RT-PCR (Reverse-transcription PCR)

Patii mezi nejcitlivéj$i metody pro detekci a kvantitaci mRNA. Pouziva se pro geny,
které jsou exprimovany ve vys$sim poc¢tu ve snadno dostupnych bunikach (Gibson a
Muse, 2009).

f) AS-PCR (Allele-specific PCR)

Vyuziva se pro uréeni konkrétni alely nebo na vyhleddvani mutaci. Musime mit ale
k dispozici primer pro tsek, ve kterém se alela odlisuje od ostatnich (Smarda, 2005).

g) Inverzni PCR

Pouziva se k izolaci a rozpoznani neznamé sekvence (Green a Sambrook, 2012).

h) Asymetricka PCR

i) Hot-start PCR
2.3 Vyhody a omezeni PCR

Technika ma mnoho vyhod, hlavné kratké trvani celého procesu, coZ ma vyznam
tteba pro prenatalni diagnostiku (vysledek je hotovy 2. den po dodani vzorku) (Srseii a
Srinova, 2000). Je vysoce citliva s potencidlem produkovat miliony az miliardy kopii
konkrétniho produktu pro sekvenovani, klonovani a analyzu (Garibyan a Avashia,
2013). Dalsimi plusy jsou potfeba malého mnoZzstvi DNA a pouZiti staré a degradované
DNA (Green a Sambrook, 2012).

Ptestoze je PCR cennou technikou, ma sva omezeni. Je velmi citliva, takze kazda
forma kontaminace vzorku dokonce i stopovym mnozstvim DNA mize vyvolat
zavadgjici vysledky. Aby mohly byt navrZeny primery, tak potiebujeme nékteré udaje
dfive, nez budeme sekvenovat. Proto muze byt PCR vyuzita pouze k identifikaci
pfitomnosti nebo nepfitomnosti znamého patogenu nebo genu. Dal§i omezeni se tykaji

primer(, které mohou nespecificky vazat sekvence podobné, ale ne zcela identické
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s cilovou DNA. Krom¢ toho mohou byt nespravné nukleotidy zaclenény do PCR
sekvence DNA-polymerazou (Garibyan a Avashia, 2014).

3 Sekvenovani DNA

Cilem je stanoveni primarni struktury neboli nukleotidii v molekulach DNA.
Abychom odvodili informaci o uspofadani aminokyselin kodovanych proteind,
potfebujeme znat sekvenci DNA. Umoznuje také stanovovat charakter mutaci.
Sekvenovani urychlilo rozvoj i dalSich molekuléarnich metod, jako je PCR (jeji
provedeni je zavislé na znalosti sekvenci) (Smarda, 2005).

Pouzivaji se dv¢ odlisné metody, které jsou zalozené na jiném principu:

3.1 Maxam-Gilbertova metoda

Tato chemicka metoda je zaloZena na specifickém Stépeni molekuly DNA
chemickymi ¢inidly v mistech bazi urcitého typu. Jako vychozi material se pouziva
soubor identickych fagmentl jednotetézcové nebo dvoutetézcové DNA, které jsou
oznacené na jednom konci radioaktivnim fosforem. VIédkna jsou rozd€lena na Ctyfi
vzorky, které se nechaji vystavit chemickému piisobeni (dimethylsulfat, hydroxid
sodny, kyselina mravenci a hydrazin). Kazdy se neché reagovat s jinym ¢inidlem, které
roz3tépi fragment v mist& specifické baze (Smarda, 2005 a Maxam a Gilbert, 1977).

Nakonec se pomoci gelové elektroforézy vzorky kazdé ze Ctyt reakei sefadi podle
délky (delsi fagmenty jsou téZ§i a v gelu se pohybuji pomaleji nez fragmenty kratsi)
(Brown, 2007).

3.2 Sangerova metoda

Je zalozena na principu replikace DNA pierusené zatazenim chemicky
modifikovaného nukleotidu (dideoxyribonukleotidu). Metodu vyvinul Frederick Sanger
Vv roce 1977, ale plivodni provedeni metody bylo pracné, zdlouhavé a vyuZivaly se k ni
radioaktivné znacené nukleotidy. Proto dalsim krokem bylo zavedeni pouZzivani
fluorescen¢né znacenych nukleotidtl a ve stejné dob¢ byla objevena polymerazova
fetézova reakce, na jejimz principu vznikla novd modifikace Sangerova sekvenovani,
ktera se dnes pouziva nejcastéji (Kocarek, 2007).

Pouzivame DNA jako matrici pro syntézu komplementarnich fetézct rtizné délky
prostfednictvim DNA-polymerdzy. Metod¢ se fikd enzymova prave proto, protoze
vyuzivda DNA-polymerazy, ktera ma schopnost vytvaret piesné kopie DNA a schopnost
specifické syntézy fetézce DNA ve sméru 5= 3" od primeru s volnou 3°-OH skupinou.

Syntéza fetézce se zahdji ve chvili, kdy se napoji specificky primer a skon¢i
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v mist¢, kde se do rostouciho fetézce vmisi misto normalniho
deoxyribonukleosidtrifosfatu jeho analog 2°,3"-dideoxyribonukleosidtrifosfat (ddNTP),
ktery nema 3'-OH skupinu (Smarda, 2005). Kazdy ddNTP je oznagen odlisnym
fluorescen¢nim barvivem (Kocarek, 2007).

Vzorek vySetiované DNA s reakéni smési (DNA-polymeraza, AINTP, ddNTP a
primer) umistime do cycleru a postupné mu ménime teplotu jako pti PCR, abychom
dostali velky pocet jednotetézcovych fragmenti DNA o rtizné délce. Elektroforetickym
rozdélenim smési ziskdme spektrum usekd, které se 1i$i o délku jednoho nukleotidu.
Podle vyskytu fluorescen¢niho barviva na konci kazdého fragmentu pak zjistime,
kterym ddNTP byla syntéza ukoncena a potadi téchto ddNTP na koncich jednotlivych

useki udava sekvenci analyzovaného fetézce DNA (Kocarek, 2007).

sekvenéni
kFivka

Obrazek €. 4 - Princip sekven¢ni analyzy DNA. Ptevzato ze zdroje: (Kocarek,
2007)
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4  Cile prace

Cilem této bakalarské prace bylo:

1.
2.

Vypracovat odbornou resersi na téma LDLR.

Optimalizace PCR metody a kontrola produktii PCR pomoci gelové
elektroforézy.

Ptiprava vzorkl pro sekvenovani a samotné sekvenovani.

Analyza dat a klasifikace nalezenych mutaci. Srovnani ziskanych sekvenci

s NCBI (National Centre for Biotechnology Information) databazi.
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5 Metodika

Prakticka cast této prace byla provedena v laboratoii na Zdravotné socialni fakulté
Jiho&eské univerzity v Ceskych Budgjovicich pod odbornym vedenim Ing. Tomase
Nixe, Ph.D.

Vzorky pro tuto praci byly vybrany od pacienti Nemocnice Ceské Budéjovice a.s.,
které pro tuto bakalaiskou praci poskytla Ing. Petra Duskova. Vzorky byly
anonymizovany. K pfipravenym vzorkiim byly poskytnuty namichané primery.

5.1 Potiebné vybaveni
e Laminarni box — lamininarni box, Telstar AV — 100
e Centrifuga Mini Spin eppendorf
e Vodni lazen Julabo SW22
e Automatické mikropipety Autoclavable
e Vortex Mixer Labnet International, Inc.
e Stojanky na zkumavky
e Spektrofotometr Colibri
e Inkubator Mini Dry Bath
e MJ Mini™ Thermal Cycler (Bio-Rad)
e Digitalni vahy
e Elektroforeticky systém Bio-Rad (PowerPacMT Basic Power Supply a Mini-
Sub® Cell GT Systems)
e UV Transilluminator a detek¢ni systém, Uvitec Cambridge, UVISAVE HD5
e Laboratorni sklo (odmérny valec, kuzelova barnka)
5.2 lzolace DNA z bukdlniho stéru

Pted kazdou PCR je nutné si vyizolovat DNA. N¢které vzorky byly jiz vyizolovany
a pfipraveny pro PCR, ale nékteré ne. DNA byla izolovana z bukalniho stéru.

Odbér se provadi vytérovymi tampony, na které se nanesou epitelové buiky
Z vnitini strany tvéare.

K izolaci DNA byl pouzit komer¢ni kit QIAamp DNA Mini Kit od firmy
QIAGEN. Vyuziva schopnosti DNA vazat se v pfitomnosti chaotropnich soli na
silikatovy povrch.

Reagencie

e Proteinase K
e Buffer AL
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Buffer AW1 (koncentrat)
Buffer AW?2 (koncentrat)
Buffer AE
96% etanol

Spotiebni material

Mini spin collum — spin kolonka
Mikrozkumavky
Spicky

Rukavice

Postup izolace DNA:

1.

10.
11.
12.
13.

14.
15.

Nejprve byla zapnuta vodni lazen na 56°C. Rozpustila se proteindza a ptidal se
etanol do promyvacich roztokt Buffer AW1 a AW2.

Do oznacenych 2 ml mikrozkumavek byly sterilné odstiihnuty tampony se
vzorkem.

Pridalo se 20 ul Proteinase K a 360 pl Buffer AL, zkumavky se vzorkem se
protfepaly a na 15 vtefin Stocily.

Vzorky byly inkubovany pfi teploté 56 °C po dobu 10 minut. Pak byly kratce
StoCeny.

Steriln€ se vyndaly tampony (pomoci pinzety).

Pak bylo ptidano 180 pul 96% etanolu a vzorky byly dany do tfepacky na 15
vtefin pfi rychlosti 2500 otacek/min. a kratce stoeny v centrifuze.

Celé vzorky byly ptepipetovany do spin kolonek a stoceny v centrifuze po dobu
1 minuty pfi otackach 8000/min.

Kolonky byly vloZeny do novych sbérnych zkumavek (zkumavky s filtratem
byly vyhozeny).

Do kolonek bylo ptidano 500 pl promyvaciho pufru AW1.

Zkumavky byly sto¢eny na 1 min. v centrifuze pii otackach 8000/min.

Do kolonek bylo ptiddno 500 pl promyvaciho pufru AW2.

Zkumavky byly opé€t sto¢eny na 3 min. pii otackach 14000/min.

Kolonky byly vlozeny opét do novych sbérnych zkumavek a filtraty byly
vyhozeny.

Zkumavky byly sto¢eny 1 min. na nejvyssi pocet otacek.

Kolonky byly vlozeny do 1,5 ml zkumavek a zkumavky s filtraty vyhozeny.
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16. Bylo ptidano 200 ul Buffer AE a zkumavky byly inkubovany 5 min. pfi
pokojové teplote.

17. Kolonky byly stoeny na 2 min. pii otackach 8000/min.

18. Roztoky DNA byly pfepipetovany opét na kolonky, 5 minut inkubovany pfi
pokojové teplot¢ a stoceny na 2 minuty pii otdckach 8000/min.

19. Kolonky byly vyjmuty ze zkumavek a vyhozeny.
5.3 Precipitace DNA

Reagencie
e 3M octan sodny
e Etanol 99,8% a 75%
e PCRVvoda
Spotiebni material
o Spicky
e Rukavice
Postup
1. Do vyizolovanych vzorkit DNA byla napipetovana 1/10 finalniho objemu
roztoku 3M octanu sodného.
2. Pak bylo ptfidéno 2,5 objemu ptfedchlazeného absolutniho etanolu, vSe se
promichalo.
3. Vzorky byly inkubovany nejméné hodinu v -20 °C, nasledn¢ zcentrifugovany pii
4 °C po dobu 20 min. pti 13000 otackach/min.
4. Byl odstranén supernatant a pfidan zhruba stejny objem 75% etanolu. VSe bylo
zcentrifugovano pfi 4 °C po dobu 2 min. pti otackach 13 000/min.
5. Opét byl odstranén supernatant a zbytky etanolu se odpatily. Aby se etanol 1épe
odparil, zkumavky byly vlozeny do pfedem vyhtatého inkubatoru na 30 min. pfi
37 °C.
6. Do zkumavek bylo ptidano 15 ul PCR vody, aby se sediment rozpustil.
5.4 Mévieni koncentrace vzorkit DNA
Abychom mohli dal pokracovat, musela se zjistit koncentrace jak poskytnutych jiz
vyizolovanych vzorkli DNA, tak nami Cerstvé vyizolovanych. Pro PCR reakci se museli

vzorky natedit na zhruba 70 ng/pl.
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Koncentrace byla zmétena pomoci mikroobjemového spektrometru Colibri

(Ptiloha ¢. 1). Tento pfistroj se pouziva pro méteni nejmensich objemti DNA, RNA,

bilkovin, atd. Vysledné koncentrace jsou udavany v ng/ul.

Na detektor se nejprve odpipetoval 1 ul blanku (tzn. 1 pl PCR vody), jehoz

koncentrace je nulova a pak se zjist'ovala koncentrace pozadovanych vzork - po 1 pl.

Pied samotnym méfenim byl kazdy vzorek na par vtefin zvortexovan a stocen.

5.5 Metoda PCR

Tato metoda se vyuziva k namnozeni ur¢itého tiseku DNA. K tomu jsou potieba

dva primery — R (reverse) a F (forward). Ohrani¢uji nam exon, ktery chceme

amplifikovat.
Reagencie

e DNA

e Mastermix Combi PPP (firma Top-Bio)

e Primery (FaR)
e PCR voda
Spotiebni material
o Spicky
Mikrozkumavky (0,2 ml)

Rukavice

Tabulka €. 2 - Sekvence poskytnutych primert

Primery

Sekcence

LDLR 2253_2256dupGCTG F

5"-GACATCCACCGTCAGGCTAA-3’

LDLR 2253_2256dupGCTG R

5"-AGGGAGGGCCCAGTCTTTAC-3’

Postup

1. Vzdy do jedné 0,2 ml zkumavky bylo smichano zhruba 70 ng DNA, 7,5 ul

Mastermixu Combi PPP, 1,5 ul primeru F a 1,5 pl primeru R.

2. Kazda zkumavka byla doplnéna PCR vodou do celkového objemu 15 pl.

3. Pfipravené zkumavky byly vloZeny do pfedem nastaveného cycleru.
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Tabulka €. 3 - Teplotni profil PCR

Krok Teplota Cas Pocet
cykla

1. Pocatecni 95 °C 10 min 1
denaturace

2. Denaturace 95 °C 30s

3. Annealing 60 °C 30s 35

4. Extenze 72°C 1 min

5. Konec¢na 72 °C 10 min 1
extenze

6. Chlazeni 12 °C 12 hod 1

5.6 Elektroforéza PCR produktii

e Pomoci PCR se mize zjistit (ne)ptitomnost amplifikovaného tseku a jeho délku.
Nejcastéji se hodnoti vizualizaci na zaklad¢ elektroforézy v agarézovém (nebo
polyakrylamidovém) gelu a barvenim DNA ethidiumbromidem za pouziti UV
transluminatoru (Srsen a Sr$niova, 2000). Byl pouzit UV Transilluminator a
detekéni systém, Uvitec Cambridge, UVISAVE HDS5 (Pftiloha €. 3).

Reagencie

e Rotiphorese 10x TBE-Puffer (firma ROTH)

e Destilovana voda

e Agarose I™ (firma Amresco)

e Ethidium bromide aqueous solution 1 % w/v (firma Serva)

e 100 bp DNA-ladder, equalised (firma ROTH)

Spotiebni material

e Spicky
e Rukavice
Postup

1. Nejprve byla ptipravena elektroforeticka vana, do které se nalil v poméru 9:1

10x TBE pufr a destilovana voda.
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2. Do odmérného valce bylo odlito 100 ml 10x TBE pufru a na vaze zvazeno 1,5 g
agarozy, oboji se smichalo ve sklenéné kuzelové baiice.

3. Baiika byla vlozena na cca 1 minutu do mikrovinné trouby na nejvyssi vykon,
dokud nevznikl ¢iry gelovy roztok. Ohtev byl pferusovan, aby se obsah mohl
promichat.

4. Banka byla zchlazena pod proudem studené tekouci vody a pak byl ptidan
ethidium bromid — 4 pl. Ve bylo dtikladné promichano.

5. Roztok byl vylit na elektroforetickou podlozku a vlozen hieben.

6. Gel ztuhl po zhruba 15 min., hieben tak mohl byt vyndan a gel byl opatrné
prenesen do pfipravené elektroforetické vany.

7. Do prvni jamky bylo aplikovano 5 ul 100 bp DNA-ladder. Do ostatnich jamek
byly odpipetovany vzorky, vzdy po 5 ul.

8. Elektroforéza byla nastavena na 80 V po dobu 30 min.

9. Vysledky byly zviditelnény pomoci UV transiluminatoru a pomoci kamery
pfevedeny do pocitace.

5.7 Enzymatické cisténé PCR produktii

Abychom mohli vzorky pfipravit na sekvenovani, musime je nejprve enzymaticky
ocistit od pfebytecnych primert a deoxynukleotidi.

Metoda byla provedena pomoci komeréniho setu EXOSAP od firmy New England
Biolabs, ktera se sklada z dvou enzymii: exonukleazy I (ta degraduje primery, které jsou
v PCR produktu navic) a Schrimp alkalickou fosfatazu (defosforyluje zbytkové
deoxynukleotidy).

Reagencie

e PCR produkty

e EXOSAP: Exonuclease | (Exo 1) a Shrimp Alkaline Phosphatase (rSAP) (firma

NEB)
e PCR voda
Spotiebni material
e Spicky
e Rukavice
e Zkumavky (0,2 mla 1,5 ml)
Postup
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1. Do 0,2 ml zkumavky bylo napipetovano 5 ul PCR produktu, 0,5 ul Exo la 1 pl
rSAP.
2. Zkumavky byly vlozeny do piedem nastaveného cycleru.

Tabulka €. 4 - Program EXO na ptecisténi produkt

Teplota Cas
Inkubace 37°C 15 min
Inaktivace obou enzymu 80 °C 15 min

5.8 Priprava vzorkii na sekvenaci
V¢étSina vzorkl byla poslana na sekvenaci do firmy GenSeq s.r.o. a tomu
predchazela i ptiprava vzorkil. Nejprve musela byt zmétena koncentrace precisténych
vzorku, protoze koncentrace piecisténého PCR produktu se musela pohybovat
v rozmezi 20-80 ng/ul DNA.
Reagencie
e Precistény PCR produkt
e PCR voda
e Primery (o koncentraci 5 pmol/ul)
Spotiebni material

e Zkumavky 1,5 ml

o Spicky
e Rukavice
Postup

1. Vzorky byly nafedény zhruba na 50 ng/ul s PCR vodou.
2. Vzdy do dvou 1,5 ml zkumavek bylo napipetovano 5 pl nafedéného templatu
DNA a do jedné 5 pl primeru R a do druhé 5 pl primeru F.
3. Zkumavky se oznacily ¢arovymi kody.
5.9 Sekvenacni PCR reakce
Dva vzorky byly osekvenovany v Thomayerové nemocnici na Oddéleni 1ékaiské
genetiky pod vedenim Ing. Tomase Nixe, Ph.D.
Predchozi ptiprava vzorki probihala stejné, jen byla vynechédna kapitola 5.8
Ptiprava vzorkl na sekvenaci.
Reagencie

e Piecisténa a nafedéna DNA
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e Primery

e PCR voda

e Big Dye Terminator 3.1 SEQ
e Dilution buffer ABI

Spotiebni material

e Zkumavky

e Spicky

e Rukavice
Postup

1. Vzdy do dvou zkumavek bylo napipetovano 5 ul DNA, 2 ul Dilution buffer
ABI, 0,5 ul Big Dye Terminator, pak do jedné ze zkumavek 1 pl primeru R a do
druhé 1 pl primeru F a nakonec do obou 1,5 ul PCR vody.

2. Zkumavky byly vlozeny do pfedem nastaveného cycleru.

Tabulka €. 5 - Program sekvenacni PCR reakce

Krok Teplota Cas Pocet cykli
1. 96 °C 1 min 1

2 96 °C 10s

3 50 °C 10s 25

4. 60 °C 4 min

5 12 °C 24 hod 1

5.10 Piecisténi sekvencéniho produktu a sekvenovdani

Pted samotnou sekvencni analyzou musely byt vzorky purifikovany, abychom
odstranili nezadouci piebytky reakce. Cely objem byl piecistén pies kolonku.

Sekvenace byla provedena na analyzatoru ABI 3130, ktery pracuje na principu
kapilarni elektroforézy. Metoda je se pouziva k fragmenta¢ni analyze (rozd€luje PCR
produkty podle velikosti) a k sekvenovani (kdy dojde k Sangerové sekvenaci
amplifikovanych useki).

Dnes je vétsina modernich pfistrojii zavedena na principu kapilarni elektroforézy,
ktera po skonceni syntézy DNA umozni fazeni fragmentli DNA podle velikosti.
Detektor zaznamenava a odliSuje jednotliva fluorescencni barviva (jsou jimi znacené
koncové dideoxynukleotidy). Automaticky tak odecita sekvence zkoumané DNA

(Kocarek, 2007).
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Reagencie

e PCR produkt

e FA (formamid)
Spotiebni material

e Kolonka s tekutinou

e Sbérna kolonka navic

e Spicky
e Rukavice
Postup

1. U kolonky se otocilo vi¢ko o polovinu otacky a ulomilo se dno. Kolonka se dala
stoc¢it na 2800 otacek/min na 2 min.

2. Tekutina byla zlikvidovana a dala se nova sbérna kolonka, do které byl
napipetovan cely sekvenaéni produkt.

3. Vse bylo sto¢eno na 2 800 otacek/min pro dobu 2 min.

4. Do zkumavek bylo napipetovano 10 pl sekvena¢niho produktu a 5 pl
formamidu.

5. Zkumavky byly vlozeny do sekvenatoru.
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6 Vysledky

Ve své praci jsem se vénovala genu pro LDLR. Gen se nachazi na kratkych
ramenech 19. chromozomu, analyzovan byl pouze exon 15.

Mym cilem bylo osekvenovat 15 anonymizovanych vzorki a pomoci precteni
téchto sekvenci v programu BioEdit a srovnani s databazi NCBI (National Centre for

Biotechnology Information) zjistit, jestli budou ve vzorcich néjaké zmény v genotypu.

6.1 Meéieni koncentrace vyizolovanych vzorkit DNA
Koncentrace byla na nanodropu u kazdého vzorku zmétena dvakrat, aby se
zabranilo vzniku chyby. Oba vysledky by se neméli vyrazné lisit.

Tabulka €. 6 - Koncentrace vyizolovanych vzorki DNA

Cislo vzorku Koncentrace (ng/pl)
1. méreni 2. méreni

Blank 0 0

1 137,90 138,54
2 554,80 554,98
3 586,85 588,20
4 870,00 868,90
5 892,01 892,57
6 23,76 23,05
7 27,36 28,10
8 166,27 164,83
9 68,03 68,90
10 999,81 997,99
11 126,61 127,00
12 48,11 49,21
13 765,08 763,74
14 68,75 65,80
15 343,31 345,00

Po zjisténi koncentraci byly vzorky nafedény na koncentraci cca 70 ng/ul,

abychom s nimi mohli dale pracovat.
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6.2 Optimalizace metody PCR

Cilem optimalizace PCR reakce bylo najit vhodny teplotni profil pro vySetifovany
exon. Byl pouzit doporuceny protokol z Oddéleni 1ékatské genetiky v Thomayerové
nemocnici (Tab. ¢. 3). Reakce byla provedena v celkovém objemu 15 ul a nejprve jen
na prvnich dvou vzorcich. Po skonceni reakce byla pfitomnost produktu ovétena

gelovou elektroforézou (Ptiloha €. 2).

Cisla vzorka:

Obrazek ¢. 5 - Ovéfeni amplifikace vzorkl gelovou elektroforézou.

Po provedeni elektroforézy se hned na gelu pod UV svétlem objevily produkty.
Vysledky prvni amplifikace byly uspeésné, a tak jsem mohla pokracovat v dalSim
postupu.

6.3 Méieni koncentrace pied sekvenaci

Pted poslanim enzymaticky precisténych PCR produktti na sekvenaci musela byt
opét zjisténa jejich koncentrace, aby mohly byt nafedény PCR vodou na pozadovanou
koncentraci 20-80 ng/pl.

Tabulka ¢&. 7 - Koncentrace vzorkt pro sekvenaci

Cislo Koncentrace (ng/pl)
vzorku

Blank 0

1. 593,82

2 459,71

3. 548,42

4 428,95
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S. 493,04
6. 603,69
7. 320,73
8. 466,00
9. 573,61
10. 539,75
11. 458,71
12. 395,20
13. 527,50
14. 447,66
15: 492,50

6.4 Identifikace mutaci

Sekvence od firmy GenSeq s.r.0. a z Thomayerovy nemocnice byly ziskany
Sangerovou metodou a byly hodnoceny ve volné pfistupném programu BioEdit.

V programu jsem si oteviela dvé sekvence (vzdy od jednoho vzorku — forward i
reverse). Nejprve jsem si oba chromatogramy prohlédla a zhodnotila jejich kvalitu a
délku. Pak jsem se uz mohla zaméfit, zda tam na prvni pohled nebude néjakd mutace.
Pomoci programu jsem si mohla zjistit velikost sekvenci, zastoupeni nukleotidi (Pfiloha
¢. 4) nebo tieba pocet a umisténi aminokyselin v dané sekvenci (Pfiloha ¢. 5). Dale jsem
mohla vytvéret aligmenty, tzn. zjistit homologii jednotlivych bazi. Nejprve jsem si
otoCila reversni sekvenci a nasledné ji zkopirovala k forwardové. Zadala jsem
V programu vytvofit aligment a upravila ho (,,ustfihla“ dlouhé konce) a zjistovala jsem
shodu sekvenci jednoho vzorku.

Kazdou sekvenci jsem jednotlivé zkopirovala a srovnala s databazi NCBI. 100%
shoda znamenala, Ze vzorek je beze zmén v daném useku genu. Pii neshod¢ jsem dal
v databazi hledala, zda zména néco znamena.

JelikozZ byl pouZit jen jeden par primerd, vSechny vzorky byly osekvenovany na
stejném lokusu 13.2. Sekvence byly dlouhé zhruba 140 pb.

Z celkového poctu patnécti vzorkl byl jen jeden bez jakékoliv mutace (vzorek €.
15).

Ale u dvanacti vzorkl (kromé €. 2, 7 a 15) byla nalezena ta sama mutace

NM_000527.4(LDLR):c2232A>G (p. Arg774=). Mutace je klasifikovana jako benigni.
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Muzeme ji nazvat i jako synonymni (tichou) mutaci, pii které nedochazi ke zméné
kédované aminokyseliny (argininu) a kodon zustava stejny. Mutace je germinalni, tedy

vrozena a ve vzorcich se vyskytuje v heterozygotnim stavu.

30 40 30
CAACCACCCGACCT GTT CCC GACACCT CCC

T S e

g

Obrizek & 6 - Mutace NM_000527.4(LDLR):c.2232A>G (p. Arg774=).

U vzorku ¢. 10 byla nalezena jak vyse uvedena mutace, tak jesté mutace v oblasti
intronu (T>A). Mutace neni v databézi popsana a pii tvorbé mRNA jsou intronové ¢asti
vystfizeny a nepiekladaji se do proteinu. Mutace je tedy bezvyznamna.

Ve vzorku ¢. 7 byla nalezena mutace NM_000527.4(LDLR):c.2225C>T
(p-Thr7421le), ktera je uvadéna jako pravdépodobné benigni (konfliktni interpretace
patogenity/nejisty vyznam). Mutace méni jednu bazi, tzn. Ze pacient ma odliSnou
aminokyselinovou sekvenci, ale délka sekvence je zachovana. Mutace je germinalni,

V heterozygotnim stavu.

U vzorku ¢. 2 byla nalezena mutace NM_000527.4(LDLR):c.2253 2256dupGCTG
(p.Pro753Alafs). Je to patogenni duplikace, ktera naruSuje translaéni ¢teci ramec,
protoze pocet duplikovanych nukleotidd neni nasobkem tii. Je to dédi¢na autosomalné
dominantni mutace zptsobujici familiarni hypercholesterolémii. Je v heterozygotnim

stavu a zpusobuje ztratu funkce proteinu v disledku jeho prodlouzeni.

50 6 70 30 90
CCCGGCT r@ GGCCCGCCTGGGCTCGGTGGG TGT AG AG.

Obrazek ¢. 7 - Mutace NM_000527.4(LDLR):c.2253_2256dupGCTG
(p.Pro753Alafs).
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Tabulka €. 8 - Celkovy piehled vysledkl ziskanych sekvenovanim.

Cislo | AMK
vzorku|Cislo mutace |[Exon/intron [Kodén Nukleotidova zaména [Typ zaména
1 |rs5927 exon CGA>CGG C.2232A>G heterozygot |Arg774Arg
2 [rs1555808111 |exon CCT>GCTGCT]|c.2253 2256dupGCTGlheterozygot [Pro753Alafs
3 |rs5927 exon CGA>CGG €.2232A>G heterozygot |Arg774Arg
4 |rs5927 exon CGA>CGG €.2232A>G heterozygot |Arg774Arg
5 |rs5927 exon CGA>CGG C.2232A>G heterozygot |Arg774Arg
6 [rs5927 exon CGA>CGG C.2232A>G heterozygot |Arg774Arg
7|rs767546791 |exon ACC>ATC €.2225C>T heterozygot [Thr742lle
8 |rs5927 exon CGA>CGG €.2232A>G heterozygot |Arg774Arg
9 |rs5927 exon CGA>CGG C.2232A>G heterozygot |Arg774Arg
rs5927 exon CGA>CGG C.2232A>G heterozygot |Arg774Arg
10jnepopsana intron CCA>CCT A>T - -
11|rs5927 exon CGA>CGG €.2232A>G heterozygot |Arg774Arg
12|rs5927 exon CGA>CGG C.2232A>G heterozygot |Arg774Arg
13|rs5927 exon CGA>CGG C.2232A>G heterozygot |Arg774Arg
14(rs5927 exon CGA>CGG €.2232A>G heterozygot |Arg774Arg
15 - - - - - -
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Graf ¢. 1 -Procentudlni pfehled zastoupeni mutaci
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7 Diskuze
Pro tuto bakalarkou praci bylo poskytnuto 15 vzorkii DNA spolu s pfedem

navrzenymi a pfipravenymi primery ke zkoumani lokusu 19p13.2 na genu pro LDLR.
Pro vySetieni téchto vzorkl jsem navrhla metodu PCR a Sangerovo sekvenovani.
Vysledné sekvence jsem porovnavala s mezindrodni databazi NCBI.

U dvanécti vzorkl jsem nalezla mutaci NM_000527.4(LDLR):c2232A>G (p.
Arg774=), ktera je ale pro pacienty nevyznamna a nijak se u nich fenotypové
neprojevuje. Nedochazi totiz ke zmén¢ kédované aminokyseliny ani k zamén¢ kodonu.

U jednoho vzorku jsem soucasné s touto mutaci nalezla jesté dalsi v databazi
nepopsanou Vv oblasti intronu. Ta ale také nema velky vyznam, protoZe pii tvorbé
genového produktu (proteinu) jsou introny nekodujici sekvenci — jsou tzv. vystiizeny.
Bohuzel jejich funkce zatim jesté neni stale zcela objasnéna, pritom u ¢loveéka tvofti
vétSinu genomu.

Dale jsem nasla mutaci NM_000527.4(LDLR):c.2225C>T (p.Thr742lle), ktera je
uvedena jako pravdépodobné benigni, se zatim nejistym vyznamem. V databazi LOVD
(Leiden Open Variation Database), na kterou odkazuje NCBI je uvedeno, ze by nem¢la
pravdépodobné naruSovat funkci proteinu.

Posledni nalezenou mutaci byla duplikace
NM_000527.4(LDLR):c.2253 2256dupGCTG (p.Pro753Alafs). Jako jedina
Z nalezenych mutaci je patogenni a zplisobuje u pacienta familidrni
hypercholesterolémii, coz je dédi¢né autosomalné dominantni onemocnéni. Pacient
bude mit zvySenou hladinu LDL-cholesterolu v séru a miizou se u n&j projevit i dalsi
znamky nemoci, které podporuje cholesterol ukladajici se v kiZi, Slachéch a
korondrnich tepnach. U pacienta se zduplikovaly 4 nukleotidy (neni ndsobkem ti1),
proto doslo k naruseni tripletu pfi translaci sekvence a tim doslo ke ztraté funkce
proteinu.

Vsechny nalezené mutace jsou v heterozygornim stavu a jsou geminalni, tzn.

vrozené.
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8 Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo napsat odbornou resersi o genu pro LDL receptor
a shrnout informace o hyperlipidemiich a nalézt mutace pfitomné ve vysetifovanych
vzorcich.

V teoretické ¢asti jsem se zabyvala genem pro LDL receptor a receptorem
samotnym a zpusobem jakym pienasi LDL ¢astice do nitra bunék. Popsala jsem nékteré
zastupce Clent genové rodiny. Dale jsem se vénovala dyslipidemiim, jejich hlavnimu
ptiznaku aterosklerdze a 1é¢be. Nakonec jsem se snazila ptiblizit princip polymerazové
fetézové reakce (PCR) a Sangerova sekvenovani, jelikoz byly tyto metody pouzity
Vv praktické ¢asti prace.

V metodické c¢asti byla mym tkolem izolace nékterych vzorkli DNA, ptiprava a
provedeni PCR, detekce PCR produktti promoci gelové elektroforézy, ptiprava vzorki
na sekvenovani a osekvenovani dvou vzorki. Nakonec jsem zpracovala ziskané
sekvence v programu BioEdit a porovnala je s mezinarodni databazi NCBI (National
Center for Biotechnology Information).

Z celkového poctu patnacti vzorkd byla u dvanacti z nich (vzorky ¢.
1,3,4,5,6,8,9,10,11,12,13,14) nalezena benigni mutace, u vzorku ¢. 2 patologicka
duplikace zpisobujici familiarni hypercholesterolémii, vzorek ¢. 7 obsahoval mutaci se
zatim nejistym vyznamem a vzorek ¢. 10 mél jesté mutaci v intronu. Vsechny uvedené
mutace jsou germinalni v heterozygotnim stavu. Pouze u vzorku €. 15 nebyla nalezena

zadna mutace.
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Seznam zkratek

LDL Low density lipoprotein

LDLR Low density lipoprotein receptor

NCBI National Center for Biotechnology Information
DNA Deoxyribonukleova kyselina

FH Familiarni hypercholesterolémie
Acetyl-CoA Acetylkoenzym A

HDL High density lipoprotein

ApoA Apolipoprotein A

ApoB (ApoB-100) Apolipoprotein B

ApoC Apolipoprotein C

ApoE Apolipoprotein E

VLDL Very low density lipoprotein

IDL Intermediate density lipoprotein

ACAT Acetylkoenzym A cholesteryl transferaza
HMG-CoA 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A
SREBP Sterol regulated element binding protein
LRP1 Low density lipoprotein-related protein 1
LRP2 Low density lipoprotein-related protein 2
VLDLR Very low density lipoprotein receptor
LR11 Low density lipoprotein-related 11
ApoER2 Apolipoprotein E receptor type 2

LRP3 Low density lipoprotein-related protein 3
LRP4 Low density lipoprotein-related protein 4
LRP5 Low density lipoprotein-related protein 5
LRP6 Low density lipoprotein-related protein 6
LRP32 Low density lipoprotein-related 32
TGFB Transforming growth factor 3

PDGF Plateled derived growth factor

HLP Hyperlipoproteinémie

ISCH Ischemicka choroba srde¢ni

FKH Familiarni kombinovana hyperlipidémie
HELP Heparin induced extracorporeal LDL precipitation
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DALI
PCR
RT-PCR
AS-PCR
dNTP
ddNTP

Direct adsorption of lipids

Polymerase chain reaction (Polymerazova fetézova reakce)
Reverse-transcription PCR

Allele-specific PCR

Deoxyribonukleotidtrifosfat
2’,3’-dideoxyribonukleotidtrifosfat
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Ptiloha ¢. 3

Pfiloha ¢. 4

& BioEdit Sequence Alignment Editor = B
Fie Edit AccesoryApplication RMA Window Help

=0

¥ ABI Chromatogram: C:\Users\Denisa Maskova\Desktop\5kola\BP\Prakticka cast\15F.ab1

— mmm Selected: none Sample: 01003413 |File: C:\Users Daniza Maskovi Desktop Skola BP Prakticl 2ist'15F.ab1

n

5 | 100
CATCC CCCGGCCTGTTCCCGACACCTCCCGGCTGCCTGGGGCCAMMCCCTGGGCTCACCACGGTGGAGATAGT GA

e t 1 1 t t 1 1 =
Protein: 01003413 ~
Length = 139 amino acids
%MWWWN\/WMMW ot e T AR A e
,\f\/\/\f\f\nj\ Zmino Acid Number Mol%
zla 2 27 15,42
cys ¢ 50 25,97
$ Amino Acid Composition: 01003413 i m] ﬂ Asp D 0 0,00
Prateir: 01003413 Glu E 0 0,00
Length: 133 aming acids
Molgcu\ar weight: 11888.21 Daltons i?; g 25 2:} ’ng
Amino Acid Composition His H o 0,00
01003413 te I o 0,00
Lys K 0 0,00
Leu L 0 0,00
Met M 0 0,00
Rsn N 0 0,00
Pro P 0 0,00
Gln @ 0 0,00
2rg R 0 0,00
ser S 0 0,00
Thr T 24 17,27
Val v 0 0,00
-+ Trp W 0 0,00
H H H HE Tyr ¥ 0 0,00
T T T T T v
AlaCys  GuPhe Hs lelys Met ProGhArg

Amino Acid
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Pfiloha ¢. 5

IFile Edit Format Accesory Application RNA World Wide Web Options Window Help

[==Ru]

¥ ABI Chromatogram: C:\Users\Denisa Maskova\Desktop\Skola\BP\Prakticka ¢ast\15F.ab1 ==]
r";%" Selected: none Sample: 01003413 File: C:\Users Denisa Maikovi Desktop $kols BP Prakticks adst'15F.abl ‘

30 40 50 60 70 80 % 100 110 120 130
CATCC CCCGGCCTGTTCCCGACACCTCCCGGCTGCCTGGGGCCA(MCCCTGGGCTCACCACGGTGGAGATAGT GACAATGTCTCACCAAGGTAAAGACTGGGCCCTCC

¥ Nucleotide Composition: 01003413 T
DNA molecule: 01003413 -
Length: 139 base pairs 1 bNA molecule: 01003413
Molecular weight; 42702,00 Datons, single stianded Length = 139 base pairs
Molecular weight: 84849,00 Datons, double stranded Molecular Weight = 42702,00 Daltons, single
. = stranded
Nucleotide Composition Molecular Weight = 84849,00 Daltons, double
01003413 stranded
G+C content = 63,31%
A+T content = 36,69%

B8 #XRG [

Nucleotide

c
G
T
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