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Analyza genovych polymorfismi v MBL2 genu a jeji diagnosticky
vyznam

Abstrakt

Gen MBL2 koduje protein zvany mandzu vazajici lektin, ktery je slozkou imunitniho
systému. Protein se Ucastni nespecifické humoralni imunitni odpovédi, opsonizuje
patogenni mikroorganismy a zajist'uje aktivaci komplementu lektinovou cestou vedouci
k jejich eliminaci a zarovenl k indukci zadnétu. Deficitni hladiny MBL proteinu jsou
Siroce  zkouméany v souvislostech s opakovanymi infekcemi, autoimunitnimi

onemocnénimi 1 fadou dalsich chorob.

Sérovou hladinu MBL proteinu ovliviiuji polymorfismy v MBL2 genu, které se
nachazeji celkem ve tfech kodonech oznacovanych jako 52, 54 a 57. Mutace v kodonu
52 se oznacuje jako alela D, pro kodon 54 jako alela B a pro kodonu 57 jako alela C.
Tyto mutované alely jsou ¢asto souhrnné oznaCovany jako alely 0, wild type alela je
znacena pismenem A. Dalsi polymorfismy se nachazeji v netranslatovanych oblastech.
V promotoru 1 se nachazi v pozici -550 (varianty H/L), druhy v pozici -221 (varianty
X/Y) a jeden je lokalizovan v oblasti netranslatované¢ho 5°¢ konce regula¢niho lokusu

Vv pozici +4 (varianty P/Q).

Praktickou ¢ast jsem vykonala v genetické laboratofi GENLABS s.r.o. v Ceskych
Bud¢jovicich. Zaméfila jsem se na analyzu polymorfismid MBL2 genu, které se
nachazeji v exonu 1 (alely B, C, D). Vysettila jsem celkem 30 vzorkd, z nichz 25
pochazelo od pacientii postizenych demenci a 5 od pacienti bez znamek demence.
Analyza zahrnovala izolaci DNA, méfeni jeji koncentrace, piipravu a provedeni metody
PCR s naslednou kontrolou produkti pomoci gelové elektroforézy. PCR produkty byly
precistény a osekvenovany. Piesnym popisem analyzy se zabyvam v praktické ¢asti mé

bakalarské prace, véetné piehledu ziskanych vysledk.

Kli¢ova slova

Alzheimerova choroba; cysticka fibroza; mandzu vazajici lektin; MBL2 gen; PCR;

polymorfismus; Sangerovo sekvenovani



Analysis of gene polymorphisms in the MBL2 gene and its diagnostic
significance

Abstract

MBL2 gene codes a protein called mannose binding lectin, a component of our immune
system. This protein takes a part in a nonspecific humoral immune response, opsonizing
pathogenic microorganisms and providing activation of the lectin pathway
in the complement system, leading to elimination of pathogens and simultaneously
inducing the inflammation. MBL deficiencies are widely researched in cases

of recurrent infections, autoimmune diseases and others.

MBL-protein serum level is affected by polymorphisms in MBL2 gene, located in three
codones marked as ‘52, ‘54 and ‘57°. A mutation of the ‘52’ codon is referred to as
an allele D, for the ‘54’ codon as an allele B and for the ‘57’ codon as an allele C.
In many cases the alleles might be referred to as the alleles zero (0), or as an ‘A’
in the case of wildtype alleles. Other polymorphisms are located in non-translated
locations. The first one may be found in the promotor 1, in a position -550 (variants
H/L); thesecond one in a position -221 (variants X/Y); and the third one

in a non-translated 5’-end-part of a locus in a position +4 (variants P/Q).

The practical part of this bachelor thesis was executed in the genetic lab in the company
GENLABS s.r.0., Ceské Budé&jovice. I focused on the analysis of MBL2 polymorphisms
located in exon 1 (alleles B, C, D). | examined 30 patient samples, 25 of them were
provided by patients with ongoing dementia and 5 of the samples were taken from
patients with no signs of dementia. The protocol of the analysis consisted of an isolation
of DNA, a measurement of DNA concentration, a preparation and an execution
of a PCR method followed by a control of the products in a gel electrophoresis. These
PCR products were then purified and sequenced. A precise description of the analysis
including an overview of the obtained results are summed in the practical part of this

bachelor thesis.
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polymorphisms; Sanger sequencing
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Uvod

Gen MBL2 koduje protein zvany mandzu vazajici lektin. Tento protein je slozkou
imunitniho systému a uplatiiuje se v nespecifické humoralni imunitni odpovédi. Podili
se tak pfi obrané organismu proti nékterym patogentim z fiSe bakterii, hub (plisné,
kvasinky) i virti. Protein tyto patogeny dokaZe opsonizovat a nasledné¢ aktivovat
komplement lektinovou cestou, ktery vede k jejich eliminaci a zaroven i K indukci

zanétu.

Sérové hladiny MBL jsou asociované s bodovymi mutacemi MBL2 genu, které se
vyskytuji na urovniexonu 1 a v n¢kterych netranslatovanych oblastech. Deficitni
hladiny jsou Siroce zkoumany v souvislostech s opakovanymi infekcemi,
autoimunitnimi onemocnénimi i fadou dalSich chorob. Mnoho osob nesouci deficit
MBL vSak nevykazuje zddné zdravotni potize, nebot’ organismus je schopny tuto
nedostatecnost vétSinou kompenzovat jinymi imunitnimi mechanismy. EXistuje tak
mnoho studii s rozdilnymi nazory a zavéry o vlivu mutaci MBL2 genu na sérové hladiny

proteinu i vyznamu téchto variant v asociaci s nejriznéj$imi chorobnymi stavy.



1. Gen MBL2

Lidsky gen MBL2 kdduje tzv. mandzu vazajici lektin (MBL, mannose-binding lectin).
Tento protein patii do skupiny plazmatickych kolektinii a uplatituje se ve vrozeném
imunitnim systému. Gen je lokalizovan na chromosomu 10 (Vavrova et al., 2006),
konkrétné v lokusu 10911.2-g21 (obr. 1) (Garred et al., 2006). Objeven byl i pseudogen
MBL1, ktery se u lidi zna¢i jako MBL1PI. MBL1PI a MBL2 geny se nachdzeji
na chromosomu 10 v té€sné blizkosti. Bylo zjisténo, ze v séru opice makak rhesus se
vyskytuji proteiny obou analogli, kdezto u lidi se vyskytuje pouze protein MBL2
(Garred et al., 2006).
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Obrazek 1: Lokalizace MBL2 genu na 10. chromosomu. Zdroyj:
https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MBL 2#location

1.1 Organizace lidského MBL2 genu

Kédujici oblast MBL2 genu se sklada ze ¢tyi exonu (obr. 2) a tiech intront rozdélujici
exony Vv oblastech 600, 1350 a 800 bp (Taylor et al., 1989). Exon 1 tvoii domény bohaté
na cystein a sedm opakujicich se sekvenci ve tvaru Glycine-X-Y, kde X zastupuje
jakoukoliv aminokyselinu a Y oznacuje nejcasté€ji hydroxyprolin nebo hydroxylysin
(Palaniyar et al., 2004). Tyto opakujici se Casti jsou typické pro trojité Sroubovice
kolagenovych struktur. V exonu 2 se nachdzi glycin-glutaminové duplexy, které
pokracuji dalSimi dvanacti opakujicimi se Glycine-X-Y kopiemi. Exon 3 koduje
alfa-helikalni hydrofobni neck region a posledni exon 4 kéduje doménu rozpoznavajici
a vazajici se na sacharidy (carbohydrate-recognition domain; CRD) (Garred et al.,
2006). Ptiblizn¢ 1 kb pted exonem 1 se nachazi alternativni exon oznaCovany jako
exon 0 (Naito et al., 1999). Tento exon sice neni translatovan do proteinu, ale pfiblizné
10-15% transkripci mize byt iniciovand pravé v tomto useku. VétSina proteinli

produkovanych v jatrech je vSak iniciovana v exonu 1 (Seyfarth et al., 2006).
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Obrazek 2: Schéma organizace lidského MBL2 genu. Zdroj: Garred et al.
(2006)

1.2 Regulace exprese MBL

MBL je protein akutni faze imunitni reakce a hraje roli v pocatcich imunitni odpovédi.
Promotor genu pro MBL obsahuje prvky reagujici na teplo, stresové proteiny
a glukokortikoidy charakteristické pro akutni fazi. Promotor nese i sekvenci o 20 bp,
ktera je vysoce homologni promotorovému useku genu koédujiciho amyloid. Z tohoto

zjisténi vyplyva i jeho mozna cytokinova regulace. (Babovic-Vuksanovic et al., 1999).

Hladiny MBL v séru se zvySuji ¢asné pii infekcich a stoupaji v prub&hu prvnich minut
aZ hodin ptfed nastoupenim humoralni imunitni odpovédi. Expresi MBL indukuji také

operace nebo traumata (Babovic-Vuksanovic et al., 1999).
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2. Manozu vazajici lektin

Lektin vazajici mandézu jé sérovy protein produkovany jaternimi buiikami. Uastni se
humoralni nespecifické imunity a zajiStuje opsonizaci nékterych bakterii, plisni a virt.
Jeho ucinek spociva ve vazbé MBL proteinu na povrch téchto ¢astic, které jsou bohaté

na mandzové zbytky a tim aktivuje komplement tzv. lektinovou cestou (Bartiinkova
et al., 2007).

2.1 Struktura MBL proteinu

Struktura MBL proteinu odpovida komplexu trojité Sroubovice, ve které kazdy
z polypeptidovych fetézcu je slozen ze Ctyf domén (obr. 3). Jednu z nich tvofi 21
aminokyselin bohatych na cystein v N-termindlni oblasti, kterd se podili na oligomeraci
proteinu a také vytvari disulfidové vazby uvnitt a mezi podjednotkami. Dal§i doménu
piedstavuje 59 aminokyselinovova kolagenova doména skladajici se z 20 tandemovych
opakovani Glycin-X-Y (kromé opakovani 8, které sestava pouze z glycin-glutamin), jezZ
tvofi dlouhy stonek molekuly. Tieti doménu tvoii 30 aminokyselinova a-helikalni,
hydrofobni coil-coil neck doména, ktera ma rozhodujici vliv na oligomerizaci. Posledni
doménu tvofi 188 C-terminalnich aminokyselin rozpoznavajicich uhlovodiky (Garred

et al., 2006).

G 0 a-helikalni hydrofébni doména

N-terminalni ¢ast Kolagenové doména

Obrazek 3: Schéma struktury lidského MBL proteinu. Zdroj: vlastni

Vysledny MBL protein je tvofen oligomery, z nichz kazdy ma tfi identické
polypeptidové fetézce o 32 kDa. Za neredukujicich podminek existuji dvé hlavni
oligomerni formy. Tyto formy migruji béhem SDS-PAGE separace (elektroforéza
V polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného) jako pruhy se

v v

ma molekulovou hmotnost odpovidajici 50 kDa. Na zakladé¢ vypoctené
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aminokyselinové sekvence by vsak molekulova hmotnost méla byt cca 25 kDa, coz
potvrzuje i molekulova hmotnost lidského MBL polypeptidu zjisténa hmotnostni
spektrometrii pohybujici se v rozmezi 25,3-25,5 kDa. MBL je tvoifen z vice trojitych
helixii polypeptidové fetézce o velikosti 25 kDa vytvaiejici komplexni struktury
ruznych typt oligomerd. MBL tedy pfedstavuje komplexni smés oligomerti, ve které
hlavni ¢ast MBL v séru zastupuji trimery a tetramery slozené z podjednotek (obr. 4).
Kazdou podjednotku predstavuje komplex polypeptidovych fetézcli usporadanych
do trojité Sroubovice. Mozny je i vyskyt nizSich (dimery) a vySsich oligomernich forem

(pentamery a hexamery) (Garred et al., 2006).

Obrazek 4: Tetramer MBL proteinu sloZeny z podjednotek. Zdroj: Garred et al. (2006)

2.2 Funkce MBL proteinu

MBL protein je schopen rozpoznavat sacharidové slozky prezentované na povrchu
riznych patogend. Patogeny jSOuU timto proteinem opsonizovany, coz usnadiuje jejich
nasledné pohlceni fagocyty (Jack et al., 2001). Po vazbé molekuly MBL na povrch
mikroorganismu, nesouci na svém povrchu sacharidovou slozku, se aktivuje jedna ze tii
cest komplementové kaskady (lektinova cesta). Vysledkem tohoto sledu dé&ju je

eliminace atakovaného mikroorganismu a indukce zanétu (Jilek, 2014).

2.3 Komplement a aktivace komplementu lektinovou cestou

Komplement, v odborné literatufe oznacovany zkratkou C, je vyznamnou soucasti
pifirozené humoralni imunity a také je jednou ze slozek uplatiiujicich se pti zanétu. Jeho

hlavni roli je likvidace nezadoucich bun€k prostiednictvim jejich lyzy. Komplement je
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tvofen soustavou bilkovin, které se postupné aktivuji do podoby aktivnich enzymu

pusobicich kaskadovité na dalsi slozky komplementu (Jilek, 2014).

Hlavni slozku komplementu ptedstavuje 9 sérovych proteini zna¢enych C1-C9. Tyto
slozky se postupné aktivuji a vzniklé meziprodukty maji vyznamné biologické funkce
jako je opsonizace (slozka C3b) a chemotaxe (slozky C3a a C5a). Terminalnim
produktem kaskady je membranu atakujici komplex MAC (membrane attack complex),
ktery tvoti komplex C5b, C6, C7, C8 a C9 proteinti. Diky nému dochazi k perforaci
membrany bunék mikrobt, lyzuje je a tim také usmrcuje (Hofejsi et al., 2013). Slozky
komplementu cirkuluji krvi v neaktivni formé do té doby, neZ se nesetkaji
s imunokomplexem ¢i patogennim mikroorganismem. Aktivace komplementu miize
probéhnout tfemi riznymi cestami podle zptsobu, jakym dojde k rozstépeni C3 slozky
na C3a a C3b fragmenty. RozliSujeme cestu klasickou, alternativni a lektinovou

(Ferencik et al., 2005).

Pii klasické cesté zahajuje aktivaci C1 slozka (slozena z podjednotek C1q, C1lr a C1s),
ktera se vaze na komplex antigenu (Ag) a protilatky (Ab). Vazbou dojde
ke konforma¢nim zméndm a slozky nabydou proteolytické aktivity. C1 nasledné $tépi
dalsi komponenty komplementu na fragmenty, kdy jeden nabyva proteolytickych
vlastnosti a druhy nese odlisnou biologickou aktivitu (Jilek et al., 2014). Timto
zpusobem se rozs$té€pi prvnich 5 slozek komplementu C1 az C5. C5b fragment se
nasledné¢ vaze na povrch buiky a k nému se navazuji slozky C6-C8 a n€kolik molekul
C9. Takto vznikly MAC komplex pisobi na cilovou buiku cytotoxicky (Ferencik et al.,
2005).

Pii aktivaci pomoci lektini jsou preskoceny nékteré prvni slozky komplementu.
Uplatiiuji se zde zminéné lektiny, coz jsou glykoproteiny, které jsou schopné specificky
rozpoznavat a nasledné se védzat na sacharidové struktury na povrchu bunék (Ferencik
et al., 2005). Tato cesta probiha i bez komplexu Ab-Ag, nebot’ Uclastnici se proteiny,
jako je MBL, jsou strukturou podobné Clq. Po vazbé aktivuji slozky Clr a Cls a dg&;j
nasledné probiha podobné jako cestou klasickou (Jilek et al., 2014). Aktivace vyzaduje
pfitomnost proteazy MASPs (MBL associated serine proteases) (Schwaeble et al.,
2002). Aktivovana forma proteazy MASP-2 §tépi C4 a C2 slozky komplementu

za vzniku komplexu C4b2a. Tento komplex ptsobi na C3 konvertazu (Super et al.,
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1989). Vznikly enzym S$tépi C3 na fragmenty C3a a C3b. Fragment C3b slouzi jako
opsonin, ktery se zachycuje na povrchu aktivniho komplexu pomoci kovalentnich

vazeb, zatimco C3a ma chemotaktické ucinky pro fagocyty (Hofejsi et al., 2013).

2.4  Deficit MBL proteinu

MBL je piirozené se vyskytujici slozkou séra a podili se na odstraiiovani nekterych
mikroorganismii nebo i alergeni. Osoby nesouci mutaci v homozygotnim stavu mohou
byt nachylné;jsi k alergickym i autoimunitnim reakcim (Bartinkova et al., 2007). Tento
deficit je definovan nedetekovatelnou hladinou MBL v séru. U homozygott je hladina
MBL v séru méné nez 1 % vici normalni koncentraci. U heterozygotti se pohybuje
hladina kolem 10 % normalu (Summerfield, 2003). Deficit MBL je spojovan také
s nekterymi opakujicimi se infekcemi, pfedevSim tykajici se respiracniho systému,
abscesu a sepsi (Rashidi et al., 2006). Existuji také asociace s neinfekénimi chorobami,
jako je cysticka fibroza, revmatoidni artritida, systémovy lupus a dalsi (Gupta et al.,
2008). Mnoho lidi s abnormalni hladinou MBL v8ak nevykazuji Zzadné klinické projevy
(Minchinton et al., 2002). Funkci MBL jsou totiz schopny zastoupit jiné mechanizmy
imunitniho systému. Snizend hladina MBL proto neni sama o sobé zodpovédna
za klinické ptiznaky. K manifestaci dochazi ¢asto az v kombinaci s jinymi poruchami

imunity (napft. deficit podttid IgG) (Bartinkova et al., 2007).

Asociace deficitu MBL s nékterymi onemocnénimi budou podrobnéji probrany

v kapitole 4.
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3. Polymorfismus v MBL2 genu

Genovy polymorfismus je oznaceni pro odchylku DNA mezi jedinci az populacemi
Vv témze useku, ktery se muize projevit i jako fenotypovy rozdil. Divodem miize byt
mutace jednoho nukleotidu, opakujici se sekvence v mikrosatelitech ¢i jiné inzerce
a delece (Kuciel, Urban, 2016). Aby byla varianta v dané oblasti DNA oznacovana jako
polymorfismus, musi se v populaci vyskytovat u vice nez 1 % populace. V opaéném

piipad¢ se jedna o vzacné varianty a mutace (Nussbaum et al., 2004).

Vznik polymorfismu je procesem ndhodnym nebo podminénym vnéjs$imi faktory.
Zmény v nukleotidech mohou byt detekovany na trovni proteinu, jehoz variabilita je
piimo imérna polymorfismu DNA. Presto diky degeneraci genetického kodu nemuseji
byt vSechny odchylky pozorovatelné. Zarovenn se polymorfismus miize vyskytovat

kdekoliv v genomu, tedy i v nekodujicich oblastech (Kuciel, Urban, 2016).

SNP (single nucleotide polymorphisms) je oznaceni pro jednonukleotidové
polymorfismy vzniklé mutaci v ramci jediného nukleotidu v konkrétnim lokusu. Tento
typ tvoii 90-95 % variabilit DNA, kdy vétSina se soustfed’'uje v nekodujicich castech
genomu. K fenotypovému projevu dochéazi tehdy, pokud se SNP nachazi v kédujicim
useku a méni smysl genetického kodu pro AK, nebo pokud se vyskytuje v promotoru,

intronech a jinych regula¢nich nekddujicich oblastech genu (Kuciel, Urban, 2016).

3.1 Polymorfismy MBL2 genu v oblasti promotoru a exonu 1

Variace MBL2 genu vznikaji diky bodovym mutacim v exonu 1 a maji vliv
na oligomerizac¢ni vlastnosti MBL v ramci kolagenové domény. Tyto polymorfismy se
nachazeji celkem ve tfech kodonech, tj. v kodonech 52, 54 a 57. Mutace v kodonu 52
spociva v nahrazeni C za T a oznacuje se jako alela D. Mutovany kodon 54 je znacen
jako alela B, kde G nahrazuje A. Ke stejné vyméné dochazi i v kodonu 57 a tato zdména
je oznacovana jako alela C. Tyto mutované alely jsou Casto souhrnné oznacovany jako
alely 0, zatimco wild type alela je znafena pismenem A (Hammad et al., 2018).
Vysledkem téchto bodovych mutaci jsou zamény aminokyselin (AK) v kone¢ném
fetézci proteinu. Arginin je zménén na cystein v kodonu 52, glycin za kyselinu

asparagovou v kodonu 54 a glycin za kyselinu glutamovou v kodonu 57 (tab. 1). Tyto
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jednonukleotidové polymorfismy narusuji kolagenovou doménu MBL molekuly

(Ramasawmy et al., 2008).

Tabulka 1: Piehled polymorfismi MBL2 genu v exonu 1

Kodon Nukleotidova zména | Zména vysledné AK Alela
52 C>T Arg > Cys D
54 G>A Gly > Asp B
57 G>A Gly > Glu C

Zdroj: vlastni

Homozygotnost ¢i viceCetnd heterozygotnost pro jakoukoliv z téchto mutaci je
asociovana s deficitem MBL proteinu (Ramasawmy et al., 2008; Stengaard-Pedersen
et al., 2003).

Dalsi dva polymorfismy se nachéazeji v promotoru 1. Jeden se nachazi v pozici -550
(zde se jedna o varianty H/L) a druhy v pozici -221 (varianty X/Y). V obou piipadech je
nahrazen G za C (tab. 2) (Garred et al., 2006).

V oblasti exonu 1 se nachdzi kromé alel 0 jeste¢ dal$i polymorfismus. Ten je vSak
lokalizovan v oblasti netranslatovaného 5° konce v pozici +4 (varianty P/Q). Jedna se

0 mutaci v regula¢nim lokusu (tab. 2) (Casanova, Abel, 2004).

Tabulka 2: Piehled polymorfismi MBL2 genu vyskytujicich se mimo exon 1

Pozice Nukleotidova zména Alela
promotor (-550) G>C H>L
promotor (-221) G>C X>Y

netranslatovany 5°¢ konec (4+) C>T P>Q

Zdroj: vlastni
3.2 Haplotypy MBL2 genu

Haplotyp je oznaceni pro 2 a vice genovych variant, které se na chromozomu vyskytuji
Vv takové blizkosti, Ze u nich nedochdzi k vyméné genetickych usek procesem

crossing-overu. Takové geny jsou spolu v pevné vazbé a dédi se spole¢né. (Kuciel,

Urban, 2016).

Na zakladé SNP variant ptitomnych v genu MBL2 rozlisujeme v lidské populaci sedm
riznych haplotypti: HYPA, LYQA, LYPA, LXPA, HYPD, LYQC a LYPB. Frekvence
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téchto haplotypi se vyrazné li§i napti¢ populacemi a reflektuje historii lidské migrace

a selektivni environmentalni tlaky pisobici na lidsky genom (Casanova, Abel, 2004).

3.3 Vliv polymorfismu na hladinu MBL Vv séru

Hladina MBL v séru u zdravych jedinct je velmi variabilni. Pohybuje se od 0,05 pg/ml
(nebo nizsi) do vice nez 5 pg/ml, a to hlavné v zavislosti na genotypu (Soltani et al.,

2014).

Sérové hladiny mohou také vykazovat rozdily zéavislé na v€ku, kdy nejnizs$i Grovné
MBL se nachéazeji u novorozenctu a jejich hladina béhem prvnich tydnt Zivota nartista
k hodnotam odpovidajicim dospélym osobam (Babovic-Vuksanovic et al., 1999). Studie
Ip et al. (2004) se zaméfila nejen na zavislost rozdili koncentraci mezi vékovymi
kategoriemi, ale i v zavislosti na pohlavi. Ve studii zjistili, ze od détstvi se v priub&hu
zivota hladina MBL proteinti udrzuje pomérné ve stalych hodnotach a pohlavi jejich

koncentraci neovliviiuje.

Osoby homozygotni pro alelu A myvaji vétsi sérovou koncentraci MBL nez jedinci
nesouci nékterou z nulovych alel (Ramasawmy et al., 2008; Cedzynski et al., 2018;
Babovic-Vuksanovic et al., 1999). Hladinu MBL v séru vSak kromé toho ovliviiuji
I mutace na urovni promotoru a strukturni polymorfismy, takze vySe popsané mutace
nemusi byt pro jeho mnozstvi rozhodujici (Lee et al., 2005; Garred et al., 2006;
Cedzynski et al., 2018).

7Zda se tedy, Ze prokazdy genotyp je pozorovatelna obrovska variabilita
v koncentracich. Napiiklad néktefi jedinci s béZnym haplotypem HYPA/HYPA
vykazovali sérovou koncentraci proteinu odpovidajici jedincim s genotypem 0/0
(tj. B/B, CIC, D/ID). Tyto poznatky potvrzuji mySlenku, ze zde hraji roli i dalsi
genetické faktory (Swierzko et al., 2009).

3.4 Haplotypy a sérové koncentrace MBL napfi¢ populacemi

Je znamo, Ze zastoupeni haplotypi napti¢ populacemi se znacné lisi a reflektuje historii
migrace lidstva a selektivni tlak na lidsky genom. Dikazem je naptiklad haplotyp
LYPB, ktery se migraci rozsitil z asijské populace do evropské a zté nasledné

i do americké. LYPB chybi v domorodé populaci Australie stejné jako LYQC (znamé
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u subsaharskych Africani) a HYPD (vyskytujici se u Kavkazant). Haplotypy spojené
s defektni mutaci ve strukturni (HYPD, LYQC a LYPB) nebo regula¢ni (LXPA) oblasti
genu jsou po celém svété ve vysledku velmi Casté a frekvenéné presahuji 30 % v mnoha

oblastech. (Casanova et al., 2004) Zastoupeni haplotypt ve svété znazornuje obr. 5.

HYPA (81%)
LYPB (12%)
HYPA (30%)
LXPA (24%)
LYQA (21%) HYPA (44%)
LYPB (12%) LYPB (22%)
HYPD (7%) LYQA (16%)
LXPA (11%)
LYPA (7%)
LYQA (26%)
LYQC (24°%)
LYPA (23%)
LXPA (18%)
Ty HYPA (75%)
HYPA (48%)
W a3%) LYPA (21%)

Obrazek 5: Prehled zastoupeni haplotypi MBL2 genu ve svété. Zdroj: Casanova et al.
(2004)

Z obr. 5 je vidét, Ze zastoupeni alel A pievazuje nad 0 alelami. To potvrzuje i studie
Swierzko et al. (2009) genotypizujici polské novorozence, kterd zjistila zastoupeni
genotypu A/A jako vétSinové. Vyskytovalo se u 60,6 %, do skupiny A/O spadalo 35,4 %
a skupina 0/0 byla zastoupena pouze 4 %. Toto rozloZzeni Koreluje i s nékterymi
studiemi kavkazskych populaci. V této studii vSak objevili n¢kolik jedincii
s haplotypem LYPD, ktery je povazovan za vzacny. Tento haplotyp byl zachycen
i v Cesku a mezi Brazilci s ¢eskym piivodem. Haplotyp by tak mohl byt omezen v ramci
populace slovanského ptvodu. Vyskyt tohoto vzacného haplotypu LYD u Eeské
populace zachytila i studie Skalnikova et al. (2004), kde zastoupeni tohoto haplotypu

¢inilo 1,1 %.
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Zajimavou studii poskytl Sandoval et al. (2014). Sandoval genotypizoval domorodé
obyvatele na tzemi Jizni Ameriky v oblasti Peru a Ekvadoru. Analyza ukazala,
ze defektni haplotyp LYPB, projevujici se niz§imi sérovymi hladiny proteinu, byl velmi
Casty v oblasti jezera Titicaca. Autor ve srovnani s jinymi studiemi piedpoklada,
ze zastoupeni této defektni alely B v jihoamerické populaci se objevuje ve vysokych

frekvencich.

Garred et al. (2006) popisuje, ze vysoké frekvence genotyptl spojenych s niz§imi
hladinami MBL vedou k otazce, zda tyto hladiny v nékterych populacich na svété
nevznikly v zavislosti na selektivnich tlacich, a nevedou tak k vétsi Sanci jejich nositeld
na preziti. Znamenalo by to, Ze tyto alely nesou pro takové jedince urcité relativni
vyhody podobné jako srpkovitd anémie u obyvatelii subsaharské Afriky. Objevuji se
dvé hypotézy, které by mohly vysvétlovat piinos deficitu MBL. Prvni naznacuje,
7e nizké urovné aktivniho MBL by sniZily moZné Skodlivé disledky v ramci aktivace
komplementu a nasledného uvolnovani zanétlivych mediatort, které by mohly vést
k poskozeni tkané. Druha hypotéza naznacuje, Ze MBL muze pfispivat ke zvySenému
vychytavani a virulenci urCitych intracelularnich mikrobt, zatimco nizké hladiny MBL

by mély efekt ochranny (Garred et al., 2006).

K této teorii se vyjadiuje i Sandoval et al. (2014), ktery provedl studii na jiz zminénych
domorodych obyvatelich v Jizni Americe, ve které bylo zaznamenano vyznamné
zastoupeni alel B. Autor k problematice pfistupuje v souvislosti s historickymi
udalostmi probihajicimi na jihoamerickém kontinentu spojenych s pocetnimi zménami
puvodnich obyvatel. Vysledky studie se spiSe priklani k tzv. bottle efectu, ktery nastava
pii prudkém poklesu obyvatel, se kterym nutné dochazi i k poklesu genetické diverzity.
Autor pfesto nevyluCuje, ze na genotypovém zastoupeni se mohly podilet i faktory
zpusobené selekci proti specifickym patogentim zavleCenych nové na tzemi béhem

Spanélské invaze (Sandoval et al., 2014).
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4. Diagnosticky vyznam MBL

Deficit MBL se klasifikuje jako bézn¢ se vyskytujici imunitni porucha, kterd postihuje
asi 30 % lidské populace. Klinicky dopad tohoto deficitu je spojovan s tadou

onemocnéni (Heitzeneder et al., 2012).

Deficit MBL proteinu je asociovan s vyskytem tézkych a opakujicich se infekci
a neprospivanim v détstvi. V nékterych ptipadech toto riziko pretrvava i celozivotné.
Riziko je ptedevsim spojovano s infekcemi bakterialniho nebo plisfiového charakteru,
ale ukazuji se 1 souvislosti s virovou hepatitidou typu B (HBV) a lidskym

imunodeficitnim virem (HIV). (Babovic-Vuksanovic et al., 1999).

MBL deficit funguje jako modulacni faktor nejen infekénich, ale i1 autoimunitnich
onemocnéni. Naptiklad urcity deficit MBL byl casto nachdzen u pacientl se
syst¢tmovym lupusem erythematodes nebo u pacient s hors$i prognézou revmatoidni
artritidy. Nedostatek MBL byl pozorovan také u plicnich komplikaci pacienti
s cystickou fibrozou. Existuji také studie zabyvajici se MBL Vv ramci opakovanych

potratt a téZkou aterosklerézou (Janda et al., 2005).

Studie ukazuji, ze vyznam nizkych nebo vysokych hladin MBL je velmi rozporuplny
a je tézké predpovedeét, zda bude MBL v disledku jinych hladin Skodlivé, prospésné,

nebo nebude hrat zddnou roli (Heitzeneder et al., 2012).

4.1 Cysticka fibroza

Cysticka fibroza (CF) patfi mezi onemocnéni s autozomalné recesivni dominanci.
Onemocnéni se manifestuje dysfunkci zldz swvn€j$i 1 vnitini sekreci, tvorbou
abnormalné hustého hlenu v dychacim, travicim a rozmnozovacim ustroji a vysokou
koncentraci elektrolytu v potu. Dysfunkce vede Kk chronickému onemocnéni plic,
insuficienci exokrinni funkce pankreatu, onemocnéni jater a gastrointestinalniho traktu
(Kolek et al., 2011). U 98 % muzi se objevuje neplodnost, pfestoze nevykazuji
hormonalni zmény. Neplodnost je zpisobena slep¢ koncicim nadvarletem a absenci
jeho vyvodu (Dité et al., 2007). CF podmiinuje mutace vV genu oznacovaném jako CFTR
(cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), ktery je lokalizovan na

7. chromozomu v pozici 7931.3. Gen koduje protein zvany transmembranovy regulator
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vodivosti (Vavrova et al., 2006). Protein CFTR genu se podili na transportu soli pfes
bunéénou membranu, ktery funguje jako chloridovy kandl, ktery je aktivovan
cyklickym adenosinmonofosfatem (cAMP). Jeho dysfunkce vede k neschopnosti
adekvatni absorpce NaCl potnimi zlazami. V ostatnich organech dochézi
K hyperabsorpci sodnych iontti a sekundarné i vody natriovym kandlem v epiteliich,
¢imz vznikd abnormalné vazky hlen. Za normalnich podminek CFTR funkci tohoto
kanalu tlumi. (Kolek et al., 2011). CFTR gen se objevuje také pod ozna¢enim ABCC7
dle skupiny ABC transportérii, do které byl zafazen. Tato proteinovd nadrodina
zodpovidad za transport nékterych malych molekul, jako jsou chloridové ionty, ATP,

disacharidy aj. (Vavrova et al., 2006).

CF patfi mezi nejCastéj$i vrozend dédicnd onemocnéni, kterd se vétSinou projevuji
V prvnim roce Zivota opakovanymi infekcemi dychaciho ustroji, neprospivanim a potem
s vysokym obsahem soli (Vavrova et al., 2009). Casty vyskyt onemocnéni je hlavné
problémem bilé rasy, u nichz ptiblizné na 2 500-3 500 zivé narozenych déti ptipada
jedno dit¢ s CF. Zarovenn se odhaduje, Ze pienaSeCem onemocnéni je kazdy

25. az 30. jedinec (Musil et al., 2007).

Jak jiz bylo zminéno, onemocnéni postihuje dychaci soustavu a mira postizeni urcuje
prubeh 1 progndézu nemoci. Onemocnéni plic patii mezi nejzavaznéjsi projevy CF, které
postihuje vSechny nemocné a zodpovida za 90 % umrti (Dité et al., 2007). Respira¢ni
potize spocivaji v tvorb¢ hustého hlenu, jehoZz odstranéni je obtizné a hromadi se tak
na sliznicich. Sliznice dychacich cest ztraci schopnost samociSténi pomoci tasinek,
které hlen omezuje v pohybu. Dochazi zde k snadnému usazeni bakterii, které vedou
k infekci a rozvoji zanétu. Také obrana imunitniho systému neni dostate¢na, protoze
nedochazi ke spravnému rozpoznani bakterii, které se v hlenu shlukuji. Imunitni reakce
muze naopak stav zhorSovat tim, ze misto bakterii poSkodi stény dychacich cest, a mize
ptispivat k dalsi tvorbé hlenu (Vavrova et al., 2009). Husty abnormalni hlen, vznikly
poruchou transportu iontt, vyvolava zanéty i v nepfitomnosti infekce a je problémem
nejen sliznice v dychacich cestach, ale i vSech ostatnich organech vystlanych epitelem
(Musil et al., 2007).

Pro pacienty sCF je typickd kolonizace respira¢niho traktu mukoidnim typem

Pseudomonas aeruginosa. Tato bakterie se navazuje na povrchy bunék, kde dlouhodobé
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pretrvava a zpusobuje chronické bronchidlni infekce. V zanétlivych procesech se
Z cytokinli uplatiiuje hlavné interleukin 8 a pfisun neutrofildi, z nichz jsou po reakci
s bakteriemi nasledné uvolnény proteazy a kyslikové radikaly poskozujici tkané (Musil
et al, 2007). Pfesto se Pseudomonas aeruginosa tadi mezi oportunni patogeny a
pro zdravé jedince neni nebezpecna. V dospélém veéku trpi chronickou infekci az 80 %
pacientd s CF. Prevalence infekce stoupa s vé€kem, pfesto pramérny zachyt je uz mezi
21. az 23 mésicem zivota (Vavrova et al., 2006). Mezi dals$i vyznamné patogeny patii
Staphylococcus aureus, véetné jeho methicilin rezistentni verze oznaCované jako
MRSA, Haemophilus influenzae a nekteré virové infekce jako jsou chiipky A a B,

rhinoviry, adenoviry a parainfluenza (Vavrova et al., 2009).

Jak jiz bylo zminéno, CF nepostihuje pouze epitelie dychaciho traktu, ale 1 vystelku
jinych soustav jako je tfeba Uzce souvisejici gastrointestindlni trakt. Patrnou byva
maldigesce a sniZzend hmotnost, kterd je podloZena menSi chuti k jidlu a Spatnym
travenim. Takovy jedinec se nasledné 1 hlife vyrovnava s infekcemi dychacich soustav.
Gastrointestinalni trakt mize byt postizen na rtznych urovnich. V oblasti jicnu jde
zejména o gastroezofagealni reflux, zpisobeny vracenim zalude¢niho obsahu do jicnu,
které vyvolava paleni zahy zejména pii iporném kasli. Casté jsou i bolesti bficha, které
jsou vyvolané mnoha pfi¢inami (plynatost, ucpani stieva) (Vavrova et al., 2009). U vice
nez 90 % pacientl se vyskytuje exokrinni insuficience pankreatu, kdy vyvodné cesty
dilatuji v zavislosti na obstrukci vazkym sekretem s ndslednym rozvojem fibrozy
pankreatu (Muntau, 2014). V oblasti stiev zptisobuje problémy napiiklad mekoniovy
ileus neboli nahla prihoda btisni vznikla ucpanim dolni ¢asti tenkého stieva v diasledku
nevylouceni spolknuté plodové vody prfed narozenim. Ucpani muze probéhnout
I V pozdéjsim véku oznacované jako distalni intestinalni obstrukéni syndrom z divodi
nedostate¢ného piijmu tekutin nebo konzumace stravy bohaté na nestravitelné zbytky.
Poruseny mohou byt i jatra nebo zlucové cesty, mohou se objevovat Zlucové kameny

nebo jaterni cirhdzy (Véavrova et al., 2009).

4.1.1 Asociace MBL2 s cystickou fibrozou

Diagnostika polymorfismi v MBL2 genu doposud nehraje vyznamnou roli
piidiagnostice zavaznosti CF, nebot neexistuje dostatecné mnozstvi dikazl
a vyzkumi, které by se v zavérech shodovaly. Presto se lze setkat s nazory, Ze zmény

hladin MBL proteinu ovliviiuji u pacienti s CF zavaznost onemocnéni plic a jater.
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Prokazalo se, ze MBL se vaze na patogeny, které jsou vyznamné pro CF, jako jsou
Staphylococcus aureus, Aspergillus fumigatus, Haemophilus influenzae a Pseudomonas
aeruginosa. Zasadni vyznam u infekci dychacich cest se pfisuzuje rodu Pseudomonas,
presto je toto tvrzeni stale nejasné (Prentice et al., 2016). Naptiklad studie Haerynck
etal. (2012) zkoumala vztah nékolika genli ucastnicich se komplementové drahy
aktivované lektinovou cestou v souvislosti s casnym nastupem chronické infekce
zpusobené kolonizaci Pseudomonas aeruginosa u pacientt s CF. Haerynck et al. (2012)
uvadi, ze U pacientii nesoucich deficit MBL nastoupila kolonizace dychacich cest
bakterialni infekci v asnéjsim veku. Stejné tak se projevovaly i genotypy s Y alelou
kombinované s n€kterou z nulovych alel v homozygotnim ¢i heterozygotnim stavu, X
alely v kombinaci swild typem vhomozygotnim stavu, nebo smiSené genetické
kombinace YO/XA a YA/XA (Haerynck et al., 2012).

Velmi zajimavym poznatkem je, Ze 1 u sourozencu trpici CF se vyskytuji odlisné
klinické projevy. Timto tématem se zabyvala studie Wilk et al. (2020), ktera provedla
sekvenaci genomu tii bratri, kteti byli nositeli stejného genotypu pro CFTR gen. Ptesto
se pocatky i1 zavaznost plicnich onemocnéni bratrii béhem détstvi liSily. Na zaklad¢
zjisténych rozdilii v genomu vsech bratrii byla vytvofena hypotéza, ktera variabilitu
plicnich onemocnéni u CF pfisuzuje genetickym modifikatorim anebo
farmakogenomickym faktorim. Bylo zjisténo celkem pét genu, které by mohly mit

souvislost s odliSnymi fenotypovymi projevy U sourozenct. Mezi tyto modifikatory byl
vedle geni EPHX1, HFE, PLG, SEPRINEL vybran také gen MBL2 (Wilk et al., 2020).

Nositelem varianty D MBL2 genu spojované s deficitem hladiny MBL byl nejstarsi
anejmladsi z bratrt. U nejstarSitho bratra byla zaroven ve 12 letech prokézana
kolonizace Pseudomonas aeruginosa. Prostiedni bratr, ktery nebyl nositelem deficitu
MBL, byl na Pseudomonas negativni az do svych 16 let. U nejmladsiho z bratrd, ac je
nositelem varianty pro deficit MBL, se kolonizace Pseudomonas neprokazala ani v jeho
soucasném veéku 26ti let (udaj vztazeny k roku 2020) (Wilk et al., 2020).

K ptedstavé MBL jako modifikatoru pribéhu CF se piiklani i studie Gravina et al.
(2015), ktera se zabyvala genotypy MBL2 genu détskych argentinskych pacientt s CF.
Ze 106 pacient byly nositeli A/O genotypu 36,5 % a genotypu 0/0 9,3 %. V oblasti
promotoru mélo 27,6 % pacienti genotyp Y/X a 2 % X/X. U 66 pacientit byl stanoven
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klinicky fenotyp zdvaznosti, z nichz 27 pacienti mélo MBL insuficienci. MBL deficit
a na zéklad¢ téchto vysledkl byl asociovéan s 3,5 nasobnym rizikem pro horsi pribch
onemocnéni CF. Stejné tak bylo zjisténo, ze u takto MBL deficitnich pacientd byl
pozorovan nizsi vék pii prukazu P. aeruginosa, nez u pacienti s normalnimi hladinami

MBL (Gravina et al., 2015).

Na druhou stranu existuje studie Tarova et al. (2012) provedend na slovenskych
pacientech s CF, ktera provedla genetickou analyzu MBL2 genu 91 pacientti s CF a 100
zdravych jedinci. Tato studie vSak neprokazala spojitost mezi genotypy MBL2
cepacia. U 34 pacientti byla provedena i analyza MBL hladiny v séru. Vyznamna byla
spojitost sérovych hladin s polymorfismy vexonu 1. MBL2 piesto stale piedstavuje
fenomén v asociaci s plicnimi  funkcemi CF. Pro pochopeni genetickych
I environmentalnich faktorti je dulezité provést dalsi studie, které by zahrnovaly vétsi
skupinu pacientl, a kterd by se zaméfila na vice genetickych faktorti v€etné¢ analyzy

celého genomu (Tarova et al., 2012).

4.2  Vulvovaginalni dyskomfort

Vulvovaginalni dyskomfort (VVD) je definovan jako pocit nepohodli v genitalni
oblasti, které zeny vnimaji subjektivné, a je doprovazeno variabilnim klinickym
obrazem. Dyskomfort mize byt akutni, dlouhodoby nebo opakovany. Tyto potize jsou
zpusobeny nejcastéji mikrobidlnim pavodem, ale vyznam mohou mit 1 jiné
nemikrobialni faktory (alergické nebo chemické reakce). VVD se projevuje nejcastéji
palenim, svédénim ¢i vytokem. Tyto problémy jsou jednou z nejcastéjSich pficin
navstév gynekologickych ambulanci a neni vyjimkou, Ze pocitovany druh dyskomfortu
pacientek se asto opakuje (Spadek et al., 2013). Mezi hlavni &initele zptisobujici VVD
u zen v reprodukénim véku patii bakteridlni vagindza, vulvovaginalni kandidoza
a trichomonidza. Pokud neni dyskomfort lécen, miize vést nejen k ovlivnéni
reproduk¢niho zdravi pacientek, ale také ke vzniku mnoha chorobnych stavi

i téhotenskych komplikaci (Kalia et al., 2019).

Jednim z majoritnich faktori vyvolavajici VVD jsou kvasinky, z nichZ nejvyznamnég;si

roli hraje Candida albicans. C. albicans spada do skupiny nepohlavné se
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rozmnozujicich kvasinek, kterd dokéze prezivat ve velmi Sirokém rozmezi pH (2 az 8)
Vv aerobnich i anaerobnich podminkach. K zisku energie vyuziva jednoduché cukry, jako
jsou gluk6za, sachar6za a galaktéza. Tato kvasinka je béznym komenzalnim
mikroorganismem vyskytujicim se na kiizi i sliznicich zdravych jedinct, pfesto patii
mezi etiologicky nejcastéjsi vyvolavace oportunnich houbovych infekci clovéka
S imunosupresi ¢i vyskytem jiného zavazného onemocnéni. V piipadé VVD vsak nelze

jednoznaéné uréit predispoziéni faktor (Spagek et al., 2013).

4.2.1 Asociace MBL2 s vulvovagindlnim dyskomfortem

C. albicans se povazuje za soucast prirozené mikroflory, kterou imunitni systém
toleruje. Piesto vSak muize dojit ke stavu, kdy imunitni systém zah4ji imunitni odpovéd,
kterda se muze manifestovat jako vulvovaginalni kandidéza (VVK) s charakterem
opakujici se infekce u predisponovanych pacientek. Rekurentni vulvovaginalni
kandidozy (RVVK) nelze pravdépodobné vysvétlit v souvislosti s vyskytujicim se
imunodeficitem, ale spiSe s genetickou predispozici pfehnané reakce na nadlimitni
ptitomnost kvasinek. Vrozené podminéni k RVVK ptredstavuje mimo jiné polymorfni
gen MBL2. Exprimovany lektin je povazovan za detektor mikroorganismii obsahujicich
manodzu, kterymi jsou pravé kvasinky. Zdravé Zeny Salelami A (wild type) maji
ve vaginalnim sekretu nizkou koncentraci MBL, kterda mnohondsobn¢ vzrista pti VVK.
Zeny trpici RVVK ani pti kandidéze nedisponuji Zadnou koncentraci MBL formy wild
type, ale maji nizké koncentrace mutované formy MBL. Zeny s RVVK byly &asto
nositelkami alel A/B a nej¢astéjsi vyskyt dyskomfortti byl nalezen u Zen homozygotnich
pro alelu B (Spacek et al., 2013). Kromé genetickych predispozic maji vyznam i dalsi
navrhované rizikové faktory pro RVVK, jako je nadmérné uzivani antibiotik,

antikoncepc¢nich preparatii, sexudlni aktivita nebo hygienické navyky (Gongalves et al.,

2016).

Asociaci RVVK s MBL2 genem podporuje nékolik dalSich studii. Jednou z nich je
studie Wojitani et al. (2012), kterd analyzovala polymorfismus pro kodon 54 (alelu B)
u 100 brazilskych zen s RVVK a u 100 zdravych zen tvoticich kontrolni skupinu. Alela
B byla spojena s niz§imi hladinami MBL v séru. Mutace v kodonu 54 byla potvrzena
u 12 % zen s RVVK, kdeZto v kontrolni skupiné tento genotyp zastupoval pouze 1 %
zen. K obdobnému zavéru dosla i studie Hammad et al. (2018), ktera také analyzovala

vyskyt alel B u Zen trpicich RVVK. Studie ik, Ze riziko RVVC bylo 3krat vyssi u Zen
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nesoucich variantni alely B, a shoduje se na tom, ze je u plodnych zen rizikovym
faktorem pro RVVK. Studie Ghazanfari et al. (2017) na rozdil od jinych studii uvadi,
ze vV jejich vysledcich zeny s RVVK disponovaly na rozdil od kontrolni skupiny
vyznamné vyS$imi hladinami MBL v séru. Studie tvrdi, Ze fenotypové hladiny v séru
jsou ovlivnény i faktory prostiedi a jinymi genetickymi zménami, a ze genotypovy
profil MBL genu neodrazi ptesné fenotypové hladiny v séru. Tato studie se zabyvala
pouze méfenim sérovych hladin MBL proteinu pomoci ELISA a neuvadi tak genotypy
analyzovanych vzorkl pro kodony 52, 54 a 57 (Ghazanfari et al., 2017).

4.3 Demence

Demence je pojem pro syndrom vznikly v disledku onemocnéni mozku, které ma
chronicky ¢i progresivni charakter. Vyznacuje se poruchou vysSich korovych funkci,
zahrnujici pamét, mysleni, uceni, orientaci a fec, ale také kontrolu emoci a socidlniho
chovani. Demenci tedy lze také definovat jako ziskanou poruchu kognitivnich funkci,
ktera svou zavaznosti ovliviiuje dal$i funkce organismu i zivot pacienta (Pidrman,
2007). Nejcastéji se vyskytuje u starSich osob, neni vSak vyloucena piitomnost
Vv jakémkoliv vé€ku (Seidl, 2015). Demenci lze d¢€lit na primarni a sekundarni. Mezi
primarni demence se fadi neurodegenerativni demence jako dasledek onemocnéni jako
je Alzheimerova nemoc, Parkinsonova nemoc ¢i Huntingtonova choroba. Mezi
sekundarni demence patii ischemicko-vaskularni demence a jiné demence sekundarné

vzniklé v rdmci pourazovych stavli, zanétlivych onemocnéni mozku (syfilis, AIDS),

nadorti mozku a dalSich (Hosak et al., 2015).

Odhadem se v Ceské republice nachazi kolem 150 000 lidi s nékterym typem demence,
kdy z tohoto poctu 2/3 ptedstavuji Zeny. Pocet postizenych demenci neustale narusta
arozpocet 1 naroky ohledné péce o tyto pacienty jsou stile vyznamnéjsi (Zvetova,

2017).

4.3.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je onemocnéni piedstavujici 50 % vSech demenci. Jedna se
o progresivni neurodegenerativni onemocnéni, které je ireverzibilni a jehoz pocatek je
zprvu velmi nendpadny. Choroba se projevuje kortikdlni degeneraci souvisejici

s poruchami kratkodobé paméti doprovazené <cCasto depresi, apatii a pocitem
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znepokojeni. Pozdgji se objevuji poruchy nekognitivnich funkci (poruchy emotivity,
chovani, poruchy cyklu spanek-bdéni, aktivity denniho zivota a ztrata sobé&stacnosti)
(Zveétova, 2017). Onemocnéni postihuje osoby do 45 let jen velmi vzacné.
Pied 65. rokem je oznaovano jako presenilni forma demence a nad 65 let jako senilni

typ AD, pficemz tento senilni typ se vyskytuje nejcastéji (Seidl, 2015).

Pfi¢ina vzniku a rozvoje AD neni dosud stidle znama zejména proto, ze se jedna
0 tzv. multifaktoridlni onemocnéni, na jehoz vzniku se podili mnoho faktord, jako je
geneticka vybava, vliv toxickych latek, infekce virem a mnoho dalsich (Seidl, 2008).
Velky vyznam pro vznik a prubéh onemocnéni ma tedy kombinace vrozenych faktord
a vlivli prostfedi. Mezi vyznamné geny zodpoveédné za dédicnou/familiarni formu AD
patii zejména presenilin 1 (PSEN1), presenilin 2 (PSEN2) a gen amyloidového
prekurzorového proteinu (APP). U sporadickych pfipadi je jednim z nejvyznamnéjSich
vrozenych genetickych faktorti gen pro apolipoprotein E (ApoE). Na rozvoji AD se vsak
mize pravdépodobné podilet i nékolik stovek dalsich genti (Hosak et al., 2015).

Zakladem extracelularni patogeneze AD je ukladéani a shlukovani cerebrovaskuldrniho
beta-amyloidu do mozkového parenchymu a do stény mozkovych cév, kolem nichz
nasledn¢ probihaji neurodegenerativni déje. Protein se sklada z fragmentt APP, ktery je
u zdravého jedince Stépen pomoci alfa-sekretdzy na rozpustné fragmenty. U pacientl
S AD dochazi k patologickému Stépeni APP v odlisSném misté a vytvaii se tak
nerozpustné fragmenty proteinu, které koaguluji a ukladaji se za vzniku
tzv. Alzheimerovskych plaka (Pidrman, 2007). Plaky jsou tvofeny toxickym amyloidem
beta 40 a beta 42 a ve svém okoli zptsobuji sterilni zanétlivé zmény (Hosak et al.,
2015). V intracelularni patogenezi hraje roli degenerace bilkoviny zvané tau-protein
spojujici se s neuronalnimi vlakny. Mikrotubuly tau-proteinu se zkracuji dusledkem
patologické fosforylace, ¢imz ztraceji svou funkci a vytvareji neuronalni klubka
oznacovana jako tangles. Tento proces vede k apoptdze neuront a tedy k jejich zaniku.
Krom¢ téchto dvou zdkladnich d¢ji se na neurodegenerativnich zménach podileji
napfiiklad 1 sterilni zanéty s naslednou stimulaci interleukinu 1, poruchy transportu iontl
vedouci k poruse vnitiniho prostiedi neuroni nebo také vliv kyslikovych radikald
naruSujicich metabolizmus nervovych bunék (Pidrman, 2007). Postizeny mozek
pacientti s AD atrofuje mnohem rychleji nez u normalné starnoucich jedinci. Atrofie

vede ke zmenSovani a celkovému ubytku neuronti. Ubytku podléhd zejména mozkova
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kiira v oblasti medialniho temporalniho laloku a parietdlniho laloku mozku (Hosak

et al., 2015).

4.3.1.1 Asociace MBL2 s Alzheimerovou chorobou

Procesy vrozeného imunitniho systému byly dfive stavény do souvislosti s AD.
Predpoklada se, ze aktivita MBL vzajemné pusobi s procesy, na kterych se podili APP,
amyloid-beta a komplementovy receptor 1 (CR1). Poruchy ve formé& nizkych hladin
MBL v séru nebo snizena afinita komplementovych proteini k MBL miize potencidlné¢
ovlivnit zpracovani APP, reakci buiiky na amyloid nebo eliminaci patogent, ¢imz muize
MBL ptispivat k nachylnosti k AD. Pacienti s AD také vykazuji v porovnani s Kontrolni

skupinou nizsi hladiny MBL v mozkomi$nim moku (Sjélander et al., 2013).

O téchto asociacich AD s MBL2 genem pojednava studie Sjolander et al. (2013).
V jejich praci vySetfili 448 pacientdt s AD a kontrolni skupinu o 199 jedincich
kavkazského ptavodu. Studie analyzovala v MBL2 genu Sest typu SNP, tedy alely
B, C, D a dale mutace v oblastech odpovidajicich pro alely X/Y, H/L a P/Q. Studie se
zabyvala nejen jednotlivymi polymorfismy, ale i celymi haplotypy. Frekventované byly
mutace pro alely X a Q, mén¢ Castymi byly mutace pro B alelu. NejvyznamnéjSimi
haplotypy spojenymi silné s rizikem AD byly LXP a LYQ, rizikové byla i kombinace
téchto haplotypt s A alelou v exonu jedna (LXPA a LYQA). Naopak haplotypy LYP
a HYP se jevily jako ochranné (Sj6lander et al., 2013).

Studie Winston et al. (2019) se zabyvala neobvyklymi hladinami komplementovych
proteinit v exozomech vzniklych z plazmatickych astrocyti. Vzorky byly odebrany
skupinam pacientti, ktefi trpéli AD, pacientim s mirnym poskozenim kognitivnich
funkci a skupiné pacientd, u kterych se do 3 let rozvinula AD z ptfedesSlého mirné¢ho
poskozeni. Tato studie vSak nepotvrdila vyznamné rozdily hladin MBL mezi pacienty

a kontrolni skupinou (Winston et al., 2019).

Star$i studie Lanzrein et al. (1998) se také zabyvala hladinami MBL Vv séru
a v mozkomi$nim moku u pacientd s AD. Tato studie sice nepozorovala rozdily hladin
MBL Vvséru pacientii ve srovnani Skontrolni skupinou, ale hladiny MBL
vV mozkomisnim moku byly u AD pacientli vyznamné sniZeny. Jejich studie také
ukdzala, ze hladiny MBL v mozkomiSnim moku byly 103—104krat niz$i neZ v séru.

MBL protein syntetizuji jatra a jedna se o velkou ve vodé¢ rozpustnou molekulu, proto je
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vyskyt v mozkomi$nim moku a pruchod pfes hematoencefalickou bariéru (BBB)
nepravdépodobny. Nalez v mozkomisnim moku by mohl indikovat patologickou lokalni
syntézu nebo aktivni transport z krve pifes BBB. Je také mozné, ze k transportu do CNS
dochazi ptes Clq receptor, avSak tento jev je zndmy SpiSe pro pupecnikovou Zilu

(Lanzrein et al., 1998).

4.3.2 Vaskuldarni demence

Vaskularni demence (VD) je po AD druhou nejcastéjsi pii¢inou demence, ktera
zodpovida za 10-50 % vsech ptipadi. Vyskyt stoupd S rostoucim veékem nezavisle
na pohlavi. U lidi nad 65 let se prevalence pohybuje kolem 1-4 % (Ambler et al., 2010).
VD jsou heterogenni skupinou demenci s riznymi klinickymi projevy. Pfi¢inou této
demence jsou mnohocetné ischemické 1éze nebo hemoragické poskozeni v mozkové
tkéni, které je provazeno dysfunkci kognitivnich funkci (Barto§, Hasalikova, 2010). VD
muze doprovazet AD, Vv takovém piipad¢ se jedna o smiSeny typ demence (Hosék et al.,
2015). Symptomy demence nastupuji do 3 mésici po cévni piithod€ nahle a mizou se

skokove zhorSovat (Pidrman, 2007).

Jednim z typti VD je multiinfarktova demence, kterd nastupuje po malych 1 vétSich
mnohocetnych mozkovych infarktech. Piedpokladem je zasazeni minimalné¢ 50 ml
mozkové tkan¢€, avSak rozsah poSkozeni miize byt 1 mensi, pokud je infarkt strategicky
lokalizovan (napiiklad v gyrus angularis vieCové dominantni hemisféie) (Jirak,
Koukolik, 2004). Podkladem pro rozvoj byva embolizace sklerotickych nebo
intrakardialnich trombt, které poSkodi extracerebralni cévy. Mezi Casné symptomy
spada podrazdénost, poruchy pozornosti, zavraté, bolesti hlavy a zejména poruchy
paméti. Mohou se vyskytnout i depresivni stavy a tranzitorni stavy zmatenosti.
Pfi ndhlém zhorSeni v disledku rozvoje cévniho poSkozeni mlZzou jedinci trpét
prechodnymi poruchami védomi. Pfi ztraté nad 100 cm® parenchymu mozku se vyviji

i deficit kognitivnich funkci (Pidrman, 2007).

VD muze byt také zplsobena rozsahlou cévni mozkovou piithodou (CMP), kdy
demence vznikd nahle. Neurologické pifiznaky zavisi na lokalizaci cévni 1éze a maji
tendenci se ¢asem c¢astecné mirnit. Objevuji se poruchy chiize, pady a psychomotorické

zpomaleni. Pfesto progndza nenti jista kviili riziku opakovani CMP a je zde kladen diiraz
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na potlaceni rizikovych faktori, jako jsou naptiklad hypertenze ¢i hypercholesterolémie
(Pidrman, 2007).

4.3.2.1 Role MBL?2 pii mozkové ischemii

CMP souvisi s cévnimi pochody, jako je koagulaéni a komplementova kaskada.
Ukazuje se, ze zde ma roli i lektinova cesta aktivace komplementu, které se MBL
ucastni. MBL totiz dokdZze mimo jiné i rozpoznavat a vazat sacharidy exponované
na povrchu pozménénych ¢i poSkozenych bunck, vcetné bunék endotelovych.
Zajimavosti je, ze u lidi s CMP a soucasnym deficitem MBL se zjistil mensi vyskyt
infarktd (Fumagalli et al., 2016).
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5. Laboratorni vySetfeni polymorfismu MBL?2

Dnesni metody molekuldrni diagnostiky jsou schopné identifikovat polymorfismy a jiné
rozdily v DNA sekvenci jak na urovni celého genomu, tak i v jeho konkrétnich ¢astech
na urovni chromozomové, mitochondrialni, chloroplastové i plazmidové. Metody
zalozené na analyze DNA maji tu vyhodu, ze DNA obsahuji vSechny organismy
a identifikace nebo typizace vzorkd nevyzaduje nutné¢ fenotypovy projev (na rozdil

od biochemickych a sérologickych metod) (Smarda et al., 2005).

5.1 Odbér materialu pro analyzu DNA

Kazdé genetické vySetfeni zalind odbérem vzorku tkané pacienta, ze kterého lze

nasledné izolovat NK (nukleova kyselina) (Kocarek, 2007).

Z hlediska etického 1 pravniho je nutné pacienta podrobn¢ informovat o vySetfeni, se
kterym musi pacient, pfipadné i zakonny zastupce pacienta, vyjadiit informovany
souhlas. Pacient ma také pravo rozhodnout, jak bude sjeho DNA po provedeném

vySetieni nalozeno (Beranek, 2016).

5.1.1 Odbér periferni krve

Nejcast€ji pouzivanym vstupnim materialem pro genetické postnatalni vySetieni je
periferni krev odebrana ze Zily, ktera obsahuje leukocyty. Pro vySetfeni se odebirad
kolem 4-10 ml krve (Kocarek, 2007). Odbérové zkumavky obsahuji kyselinu
etylendiaminotetraoctovou (EDTA), coz je latka s vysokou afinitou Kk vapenatym
iontam, které z plazmy vyvazuje. Diky tomu je krev udrzovana v nesrazlivém stavu.
Odbér provadi kvalifikovany zdravotni pracovnik na zakladé pozadavku lékaie (Pecka

et al., 2010). Odbér do heparinu se nedoporucuje, nebot’ miize inhibovat polymerazovou

fetézovou reakci (PCR) (Carpi et al., 2011).

5.1.2 Bukalni stér

Dal8i metodou odbéru vzorku je neinvazivni odbér epitelovych bun€k z Ustni sliznice.
Ten se provadi vétSinou pomoci komeréné dodavané sterilni soupravy sloZené z ty¢inky
a specialniho tamponu. Z bukanich oblasti Gstni sliznice se pomoci odbérové soupravy

setiou epitelové bunky (Kocarek, 2007), ze kterych je dale izolovana DNA.
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5.2 lzolace a purifikace DNA

Pro vétSinu metod molekularni genetiky je tifeba ziskat z biologického materidlu
dostatecné mnozstvi NK. Prvnim krokem pro jeji zisk je proces zvany izolace neboli
extrakce DNA, pfipadné jeji purifikace (precisténi). Podstatou procesu je rozruseni
bunééného materidlu a odstranéni ¢i modifikovani slozek, jako jsou bilkoviny, ionty
apod., které mohou ptedstavovat inhibitory pro nasledné zpracovani vzorku. Vysledkem
exkrece je izolat obsahujici DNA rozpusténou ve vod¢ popt. v jiném elu¢nim roztoku.
(Rak et al., 2008).

Kvalita izolovaného materidlu je zdsadni pro uspésSnost analyzy. Dostatecné mnozstvi
a Cistotu nativni NK zajistuji purifikacni procesy. Obzvlast dulezité je odstranéni
proteinit z lyzatu pomoci protedz jako je proteindza K nebo proniza E. Buiky totiz
obsahuji enzymy, které jsou schopny degradovat NK a jiné proteiny, které se vazou

na DNA, a mohou negativné ovlivnit vysledky genetické analyzy (Smarda et al., 2005).

5.2.1 Lyza bunék

Pii izolaci musi nejdiive dojit k dezintegraci (Iyze) bunék. Zivoéisné buiiky nemaji
buné¢nou sténu, proto 1ze k rozruseni pouzit jemné€j$i metody nez u bunck rostlinnych,
napt. pomoci slabych neiontovych detergentd (Smarda et al., 2005). Nejéast&j$imi
detergenty jsou Triton X-100 nebo SDS (angl. sodium dodecylsulphate, dodecyl sulfat
sodny) (Kocarek, 2007).

Po rozruSeni membriany se v roztoku objevi degradacni produkty plazmatické
membrany a nitrobunééné slozky. Vznika komplexni smés DNA, RNA, proteint, lipidi,
sacharidii a uhlovodiktl. Casto mize pii lyze dojit k fragmentaci chromozomové DNA
(Smarda et al., 2005). Po destrukci bunéénych membran se DNA uvolni do extrakéniho
pufru, ktery obsahuje krom¢ detergentu také EDTA. Vytvoiené komplexy EDTA
sCa” jonty inaktivuji nukledzy, které se b& né vyskytuji v cytoplazms. Jejich
inaktivace je tedy nutna pro zabranéni rozstépeni DNA 1 RNA. Vznikly extrakt je vyuZzit
pro izolaci DNA, ktera se diive b&ézn¢ provadéla fenol-chloroformovou metodou. Dnes

se vice vyuzZiva izolace pomoci adsorpce NK na silikatovy povrch (Kocarek, 2007).
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5.2.2 Fenol-chloroformova metoda

Fenol-chloroformova metoda je tradi¢ni a levnou technikou. Pii této metodé se
bilkoviny degraduji pomoci proteinazy K a extrahuji fenol-chloroformovou smési, ktera
se nemisi s vodou (Kocarek, 2007). Smés téchto rozpoustédel se po ptidani DNA
odstied’'uje a tvoii bifazickou emulzi. Horni vodni faze obsahuje NK, zatimco spodni
fazi tvoti smés organickych rozpoustédel s denaturovanymi bilkovinami a hydrofobnimi
molekulami. Vodnou fazi je nutné piecistit chloroformem, aby z ni byla odstranéna
piimés fenolu (Carpi et al., 2011). Vodna faze se opatrné¢ odebere a DNA se z ni vysrazi
pomoci ethanolu nebo izopropanolu ve vysokych koncentracich. Srazenina se oddéli
centrifugaci. DNA se po sliti supernatantu promyva 70% ethanolem a opét centrifuguje
(Kocarek, 2007). DNA muze byt znovu resuspendovana sterilni destilovanou vodou
nebo specialnim pufru (nejc¢astéji Tris-EDTA pufr). Od této metody se vSak ustupuje

z divodu prace se zdravi Skodlivymi chemikaliemi. (Carpi et al., 2011).

5.2.3 Metoda adsorpce nukleovych kyselin na silikdatovy povrch

Metoda vyuziva mikrokolonové systémy a lyzacni, promyvaci a eluéni pufry. Lyza¢ni
pufr obsahuje kromé detergentu také chalotropni soli, které napomahaji oddé¢leni
proteintt od NK, inhibuji degradac¢ni ucinky ribonukledz a umoznuji absorpci DNA
na modifikovany silikatovy povrch za pomoci centrifugace. Pii eluci DNA se vyuzivaji
pufry s nizkou koncentraci soli, které obnovuji vazbu NK kvodé¢ a uvolhuji ji
ze silikatu. Vyhodou metody je rychlost a moznost automatizace, ktera je vSak finan¢né

nérocné&jsi (Berdnek, 2016).

5.3 Stanoveni koncentrace DNA

Pro kontrolu ziskanych extraktii NK (at’ uz pro kontrolu ¢istoty, mnozstvi NK ¢i jeji
celistvosti) se vyuzivaji  spektrofotometrické, fluorometrické, fluorescen¢ni

a elektroforetické techniky (Beranek, 2016).

NK absorbuji monochromatické svétlo o vlnové délce 260 nm. Mira absorpce tohoto
zafeni tedy odpovida koncentraci NK ve vzorku. Pii méfeni je mozné zjistit
i kontaminaci vzorku bilkovinami. Absorpéni maximum pro bilkoviny je méteno
pti vlnové délce 280 nm. Pomér absorbance pii 260 nm a 280 nm (Azso/Azgo) udava
miru znecisténi vzorku proteiny. Idedlné¢ by hodnoty mély dosahovat 18,-2,0. Pokud
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jsou hodnoty nizsi nez 1,75, vzorek je kontaminovan vysokym mnozstvim bilkovin a je

doporuceno vzorek znovu precistit (purifikovat) (Kocarek, 2007).

Fluorescencni metoda vyuzivd fluorescencnich barviv, kterd jsou specificka
pro dvoufetézovou ¢i jednofetézovou DNA nebo jsou specifické pro RNA. Tyto barvy
se misi s prislusnym pomérem NK, pticemz dojde k vmezefeni barviva do vlakna mezi
nukleotidy. Nasledn¢ pisobenim monochromatického vlakna dochézi k emisi fotont,
které zachycuje fotonasobi¢. Koncentrace NK je pfimo umérné intenzité¢ fluorescence

(Beranek, 2016).

Pro méfeni koncentrace DNA lze vyuzit také mikrokolony, které jsou zaloZeny
na principu detekce jedné molekuly (single molecule detection). Kolonou prochazi
jednotlivé  molekuly, které jsou detekovany pomoci fluorescenénich vyboji
emitovanych z obarvenych molekul. Absolutni koncentrace DNA ve vzorku je
kvantifikovéna na zéklad€ poctu fluorescen¢nich molekul, objemu protékajiciho vzorku

a rychlosti toku (Chao et al., 2007).

5.4 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction, PCR) je metoda, kterou
objevil roku 1983 americky védec Kary Banks Mullis, ktery za tento objev ziskal v roce
1993 Nobelovu cenu za chemii (Mullis, 1990). Tato metoda umozinuje amplifikovat
(zmnozit) usek DNA in vitro, diky vyuziti specifickych DNA-polymeraz amplifikujici
prislusny usek. Tento proces probihd cyklicky a imituje pfirozenou replikaci DNA
probihajici v ramci bunécného déleni. Metodou je mozno ziskat az nékolik miliona
jakéhokoliv tseku, u kterého je znama sekvence bazi koncovych ¢asti ohraniCujicich

pozadovany usek DNA (Srsefi, Sr$iova, 2005).

5.4.1 Princip metody PCR

Principem PCR reakce je enzymova syntéza useku DNA, kterou zprosttedkovava
DNA-polymeraza. Syntéza novych dvoufetézcovych usekit DNA probihd ve sméru
5 — 3° a opakuje se v cyklech. (Smarda et al., 2005). Amplifikaci jedné molekuly
DNA vznikaji vzdy dvé dalsi molekuly a jejich pocet v ramci kazdého cyklu
exponencidlné nartistd. V n-tém cyklu tedy lze ziskat 2" molekul shodujicich se

S pivodnim templatem DNA (Penka et al., 2011).
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Pozadovany usek vySetfované DNA je mozno vymezit pomoci tzv. primerl, coZ jsou
kratké (zpravidla 20-25 nukleotidti dlouh¢) useky, jez na zakladé komplementarity bazi
odpovidaji dvéma koncovym oblastem cilového tseku vysetiované DNA. (Kocarek,
2007). Syntézu zvolenych primerd dnes zajiStuji automatizované pristroje a jejich

vyroba neni financné ndkladna (Bartinkova et al., 2011).

K provedeni PCR je potieba krom¢ vzorku DNA a primerd zhotovit tzv. master mix
(MM), ktery kromé primert (pfimého a zpétného) obsahuje mnoho dalsich slozek. MM
obsahuje enzym Tag DNA polymerazu, ktera katalyzuje replikaci DNA. Tato
polymeraza je izolovana z bakterie Thermus aquaticus a odolava vysokym teplotam
(Kuciel, Urban, 2016). Dnes jsou komer¢né dostupné i tzv. hots start polymerazy, které
se aktivuji az pifi vysoké teploté (napt. 95 °C), ¢imz se zajisti spusSténi PCR reakce
az po denaturaci DNA a zabrani tak mozné nespecifické hybridizaci primert, jesté pred
zacatkem amplifikace v termdlnim cykleru (Beranek, 2016). Dale je nutné do MM
piidat prekurzory DNA tvofici zdkladni stavebni kameny pro syntézu nové DNA. Tyto
prekurzory tvoii 4 typy deoxynukleotidtrifosfati (ANTP) (Srsen, Sr$nova, 2005). MM
obsahuje dale vodu, pufr pro Tag-polymerazu, MgCl,, KCI a Tris-HCI (Kuciel, Urban,
2016).

5.4.2 Pribéh PCR reakce

PCR reakce probiha v piistroji zvaném termalni cykler, ktery dokaze ménit teplotu
ve velmi kratkém case (Kuciel, Urban, 2016) Jeden cyklus PCR reakce zahrnuje tii
zékladni kroky, kterymi jsou denaturace vySetiované DNA, annealing (hybridizace)

primert a elongace (prodluzovani) nukleotidovych fetézcti (Kocarek, 2007).

V prvnim kroku dochazi k denaturaci dvouvlaknové templatové DNA. Denaturace se
provadi zahiatim reakéni smési na 90-95 °C (odviji se od typu pouZzité polymerazy)
(Kuciel, Urban, 2016). Ve druhém kroku (annealingu) se navazuji dva komplementarni
primery na ptislusny 3¢ konec daného amplifikovaného useku (SrSeni, Sr$nova, 2005).
Teplota pro navazani primert se odvozuje od jejich délky a nukleotidového zastoupeni
(Smarda et al, 2005). Poslednim krokem je elongace, tedy syntéza nového
komplementarniho vldkna analyzovaného tseku DNA ohrani¢eného primery, kterou
zprostiedkovava DNA-polymeraza (Kuciel, Urban, 2016). DNA-polymeraza naseda

na primery v oblasti 3°-OH konce a prodluzuje fetézec ve sméru 5° — 3 pfipojovanim
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jednotlivych nukleotidii na zékladé komplementarity bazi (Srseni, Srsnova, 2005). Délka
elongace zavisi na délce amplifikovaného useku a probihd pii teplot¢ 70-74 °C

(Kocarek, 2007), 65-75 °C (Smarda et al., 2005).

Uvedené kroky tvofi jeden cyklus, ktery je tieba cyklicky zopakovat za piesné kontroly
teploty. Procesy reakce jsou automaticky fizeny programovatelnymi termocyklery
(Beranek, 2016). Pocet opakovani cyklii vychazi z koncentrace templatové DNA,
zpravidla se pohybuje kolem 25-35 cykli (Smarda et al., 2005). Schéma PCR reakce

predstavuje obr. 6.
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Obrazek 6: Schéma PCR reakce (prvni 3 cykly). Zdroj: vlastni

Vysledek amplifikace po PCR reakci se detekuje pomoci elektroforézy na agarézovém

nebo polyakrylamidovém gelu (Penka et al., 2011).

5.5 [Elektroforéza

Elektroforéza patii k separaénim metodam, ktera se vyuziva pro separaci, identifikaci
a purifikace NK a je nedilnou soucasti molekularni biologie. Principem je separace
zalozend na pohybu nabitych molekul ve stejnosmérném elektrickém poli.
Elektronegativita DNA 1 RNA je dana zbytky kyseliny fosfore¢né (Beranek, 2016).
Tyto nabité Castice se spolu s celou NK pohybuji v elektrickém poli ke kladné nabité

elektrod¢ (anod¢). Pti separaci DNA ¢i RNA se nezvazuje velikost naboje, nebot’ naboj
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je rozlozen rovnomérné a jeho velikost je na jednotku délky stejna. Roli zde hraje
rozdilndg molekulova hmotnost jednotlivych fragmentt (Smarda et al., 2005).
Zakladnimi médii pro separaci jsou agar6zové a polyakrylamidové gely o riiznych
velikostech a koncentracich. Existuji 1 pln¢ automatizované elektroforetické separace

NK vyuzivajici kiemenné kapilary plnéné tekutym separacnim gelem (Beranek, 2016).

5.5.1 Gelova elektroforéza

Elektroforetické gely predstavuji slozitou sitovou strukturu polymernich molekul
s pory, jejichz velikost je ovlivnitelnd slozenim roztoku a koncentraci polymeru
(Smarda et al., 2005). Pies toto sito prochazi molekuly DNA, které uvede do pohybu
elektrické pole. Krat§i fragmenty maji pfi prichodu polymernim sitem mensi tfeni

a jsou tak rychlejsi nez molekuly delsi (Kocarek, 2007).

5.5.1.1 Agarozovy a polyakrylamidovy gel

Agardza se ziskava izolaci z moiskych tas rodu Gelidium a Gracilaria (Kuciel, Urban,
2016). Jedna se o polymer, jehoz zaklad tvofi D-galaktoza a 3,6-anhydro-L-galaktoza.
Gel se ptipravuje z praSkové agardzy, ktera se rozvaii v pufru (TBE, TEA nebo
TPE pufr). Tyto gely jsou snadné na ptipravu, priabéh separace je na nich rychlejsi,

ale maji mensi rozliSovaci schopnost nez gely polyakrylamidové (Beranek, 2016).

Polyakrylamid je polymer slozeny z jednotek akrylamidu a bisakrylamidu. Tyto gely
jsou schopny rozlisit i fragmenty DNA o max. délce 500 bp, které se lisi velikosti jen
0 jediny nukleotid (Beranek, 2016).

5.5.1.2 Aplikace vzorku na gel a provedeni separace

Gely maji zpravidla obdélnikovy tvar. Na oKraji jsou pomoci hiebenti béhem piipravy
a tuhnuti gelu vytvoreny jamky pro naneseni vzorku DNA. Tuhé gely se pak umistuji
do elektroforetické¢ vany, kterd je naplnéna pufrem. Na obou koncich jsou zavedené
elektrody. Pomoci pipety se do jednotlivych jamek vpravi vzorky DNA a do jedné
Z jamek je také vpraven tzv. standard molekulové hmotnosti. Jedna se o komeréné
dodavanou smés fragmentli DNA o znamé molekulové hmotnosti, kterda pomaha urcit

ptibliznou velikost vySetfovaného fragmentu DNA ze vzorku (Kocarek, 2007).
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Po naneseni vzorkii do startovacich jamek je aparatura piipojena ke zdroji
stejnosmérného proudu. Negativné nabita fosfatova kostra DNA migruje gelem. Tato
migrace je uréena predevsim velikosti molekuly DNA, koncentraci a typem gelu,
konformaci DNA, napétim a elektroforetickym pufrem (Kuciel, Urban, 2016).
Fragmenty DNA vytvareji na gelu pruhy rizné vzdalené od startu. Krat$i fragmenty
jsou rychlejsi a nachazeji se ve vetsi vzdalenosti od jamky, kdezto delsi useky

prochdzeji gelem pomaleji a urazi mensi vzdalenost (Kocarek, 2007).

5.5.1.3 Vizualizace NK v elektroforetickém gelu

Aby bylo moZzné na gelu vidét jednotlivé fragmenty DNA, je nutné pouZit
tzv. interkalacni latky, které jsou schopné se vmezefit mezi sousedni nukleotidy vlakna
NK (Beranek, 2016). Diive se nejcastéji pouzival k barveni ethidiumbromid
(2,7-diamino-10-etyl-9-fenylfenatridium  bromid), jehoz molekuly se vkladaji
mezi polynukleotidové  fetézce  DNA. Po  ozéifeni gelu  UV-zafenim
V tzv. transiluminatoru lze pak pozorovat jednotlivé pruhy DNA, reprezentujici
izolovanou DNA nebo PCR produkty, restrikéni fragmenty apod. Tyto pruhy se
zformuji béhem elektroforézy, v disledku pohybu DNA v elektrickém poli, a intenzivné
fluoreskuji (Kuciel, Urban, 2016). Diive pouzivané interkalacni latky, jako je pravé
ethidiumbromid, vykazuji mutagenitu, proto se dnes pouzivaji bezpeéné;jsi
fluorescen¢ni barvy, jako jsou SYBR Green, DAPI, TOTO-1, thiazolova oranz, Midori
Green, GelRed nebo GelGreen (Beranek, 2016).

5.6 Sekvenovani DNA

UCelem sekvenovani DNA je stanoveni sekvence DNA z hlediska jeji primarni
struktury, tedy uréeni pofadi jednotlivych nukleotidi v molekule. Porozuméni sekvence
DNA prohlubuje znalosti o rznych organismech a jejich jedinecnych a repetitivnich
oblastech, pozicich a sekvencich genli a nakonec umoziiuje i porovnavani téchto
sekvenci napti¢ organismy (Beranek, 2016). Znalost sekvence dale umoziuje
porozumét molekularni podstaté biologickych procest, regulaci tvorby proteint a také
je vyznamna pii studiv mutaci. Tato metoda ma vyznam také pro navrh
a optimalizaci PCR reakce, ktera je zavisla na znalosti sekvenci DNA (Smarda et al.,
2005).
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K sekvenovani DNA se V minulosti pouzivaly dvé metody zalozené na rozdilném
principu. Prvni metodou je Maxamovo-Gilbertovo sekvenovani (tj. chemickd metoda),
jejiz princip spociva ve specifické degradaci fetézcii NK ptisobenim chemickych latek.
Druhou metodou je Sangerovo sekvenovani (tj. enzymova metoda), kterd vyuziva
specifické inhibice enzymové syntézy DNA fetézcl. Pro obé metody je vychozim
materidlem DNA s piesné definovanymi konci, mohou to byt fragmenty ziskané PCR

nebo restrikéni fragmenty ve vhodném klonovacim vektoru (Smarda et al., 2005).

5.6.1 Sangerovo sekvenovani

Tuto metodu vymyslel roku 1977 Frederick Sanger, ktery byl za ni nasledné¢ ocenén
Nobelovou cenou. Jeji modifikace je Vv soucasnosti nejpouzivangj§i metodou
pro sekvenovani DNA. Pivodni metoda vSak byla nejen velmi pracna, ale vyuzivala
radioaktivni znaceni pro nukleotidy. Dnes se tedy pouziva jeji modifikace, ktera je

automatizovana a vyuziva fluorescencné¢ znacené nukleotidy (Kocarek, 2007).

Principem Sangerova sekvenovani je prodluzovani kratkych primerac DNA
polymerazou, které je ukoncené znacenymi dideoxinukleotidy. DNA musi byt nejdiive
za zvySené teploty denaturovdna na jednofetézcovou DNA (tzv. ssDNA). Jeden
Z fetézcl na sebe navaze kratky oligonukleotidovy primer a Vv dal§im pribéhu dojde
k jeho prodluzovani. Sekvena¢ni smés obsahuje nejen ssDNA a primer, bézné
deoxynukleotidy (dNTP) a DNA polymerazu, ale také dideoxynukleotidy (ddNTP)
(Kuciel, Urban, 2016). Rozdilnost ddNTP od béznych dNTP spociva v absenci
OH skupiny na uhlikovém atomu deoxyribdézy v pozici 3°. Pravé tato OH skupina
umoziuje propojeni sousednich nukleotidt (Pritchard, Korf, 2007). Misto této skupiny
je zde pouze H, ktery neni schopen tvofit fosfodiesterovou vazbu, a znemoZznuje
tak dalsi prodluzovani fetézce DNA a ukonCuje syntézu. Tyto ddNTP jsou
fluorescencné znacené a konce fetézci DNA mohou byt snadno detekovany. Béhem
syntézy dochazi ke vzniku stovek novych rizné dlouhych fetézcu, které jsou ukonceny
ndhodnym zatazenim ddNTP. Vyslednd smés obsahuje fragmenty se zafazenymi
ddNTP na vSech pozicich od primeru az po konec vychozi sekvence, které 1ze rozdélit
po jedné bazi separaci pomoci kapilarni elektroforézy (Kuciel, Urban, 2016). Schéma

procesu Sangerova sekvenovani je znazornén na obr 7.
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Obrazek 7: Schéma procesu Sangerova sekvenovani. Zdroj: Pritchard, Korf (2007)
5.6.2 Pristup moderniho sekvenovdni

Dnes pro sekvenovani DNA existuji automatizované pfistroje, kde veskeré reakce
probihaji v jedné zkumavce a vse potiebné obsahuje jedna reakéni smés (Kuciel, Urban,
2016). Ke znaceni ddNTP jsou pouzivany fluorofory a vznikly signal zachycuje ¢teci
laserové zatizeni. Prichod znaceného fragmentu DNA je na detektoru zaznamenan jako
nariist fluorescence, jejiz vinova délka je pfedem zndma a umoziuje tak urceni typu
piipojeného ddNTP (Beranek, 2016). Vysledek je zobrazen pocitacem v podobé
elektroforetogramu (obr. 8), ktery ma podobu barevnych piki. Kazdy barevny vrcholek
odpovida danému nukleotidu v DNA sekvenci. Vysledna sekvence odpovida sekvenci
pritomné v analyzovaném genu piislusného pacienta, kterd je komplementarni

k templatovému fetézci DNA (Kuciel, Urban, 2016).
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Obrazek 8: Elektroforetogram. Zdroj: Pritchard, Korf (2007)

Technologie pro sekvenaci DNA se rychle rozviji a a¢ jsou pfistroje drahé, samotna
cena za sekvenaci a doba trvani se snizuje. Metod existuje vice a n€které z nich jsou
schopné osekvenovat kompletni genom organismu. Data ziskana sekvenaci jsou
vkladany do volné€ pfistupnych pocitacovych databazi, diky nimz muiZe byt sekvence

analyzovana a porovnana s dal$imi sekven¢nimi daty (Kuciel, Urban, 2016).
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6. Cile prace
Cilem m¢é bakalaiské prace bylo naplnéni téchto bodu:

* sepsani odborné reserse na dané téma

* zvladnuti zakladnich metod molekularni biologie (izolace DNA, ptiprava PCR reakce,
gelova elektroforéza, precisténi PCR produktu a jeho pfiprava pro sekvenaci, analyza

ziskanych vysledki)
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7. Prakticka ¢ast

Praktickd ¢ast m¢é bakalafské prace byla vykonana Vv genetick¢ laboratofi
GENLABS s.r.o. v Ceskych Budgjovicich. Celd prace probjhala pod vedenim
a dohledem Mgr. Dagmary Riegert Bystfické, PhD. Pfed zahajenim veskerych tkond
Vv laboratoii  jsem  byla  nejdfive  sezndmena s organizaci  laboratoie
a s jejimi bezpe¢nostnimi  piedpisy. Kpraci jsem pouzivala piislusné ochranné

prostifedky a dodrzovala veskeré postupy spravné laboratorni praxe.

Genetickd analyza vzorkll byla rozdélena na dvé ¢ésti. Prvni Cast probihala pitimo
v laboratoii GENLABS a zahrnovala izolaci DNA a amplifikaci vysettovaného useku
MBL2 genu pomoci PCR. PCR produkty byly nasledné zkontrolovany pomoci gelové
elektroforézy, piedistény a pripraveny pro sekvenaci. Ve druhé casti byly takto
ptipravené PCR produkty zaslany do firmy SEQme s.r.0. v Dobf#isi, kde byla provedena
jejich sekvenace. Vysledky sekvenace byly analyzovany opét v laboratoii GENLABS.

Pted jakoukoliv manipulaci v genetické laboratofi byly pouZzity latexové rukavice, které
zabranovaly nejen kontaminaci vzorku, pfistroji i veskerych dalSich pomicek, ale také
slouzily k vlastni ochrané. Pfi praci byly dodrzovany pracovni postupy laboratote
GENLABS a jeji provozni #ad. Ukony v laboratofi, které jsou nasledné popsané,

vychazeji z téchto pracovnich postupt a pokynti vedouciho prace.

7.1 Popis souboru

V ramci praktické ¢asti bakalaiské prace bylo vysetieno celkem 30 vzorkd. 25 vzorku
pochéazelo od seniorti, kterym byl diagnostikovan néktery z typti demence (pievazné
Alzheimerova demence nebo vaskularni demence), jednalo se piedev§im o jedince
ve véku 65 a vice let. Zbylych 5 vzorkl bylo ziskdno od jedincti mladSich 65 let

bez zndmek demence.

7.2 lzolace DNA

Kazdé¢ molekularn€ genetické vySetfeni zacina izolaci DNA ze vzorku pacienta.
K izolaci byly pouzity dva typy primarnich vzorkd, ve 2 ptipadech to byly bukalni stéry

a ve zbylych 28 ptipadech periferni krev. Bukalni stéry si provedli pacienti sami

45



na zaklad¢ doporuceni vyrobce odbérové soupravy pro bukalni stér. Periferni krev byla
odebrana kvalifikovanym pracovnikem na pfislusSném odbérovém pracovisti.
Ke kazdému vzorku byla pfilozena vyplnéna laboratorni zddanka a informovany
souhlas pacienta s provedenim laboratorniho vySetfeni a jeho anonymnim vyuzitim
pro vyzkum. Odebrané vzorky byly po pfijeti do laboratofe oznaceny laboratornimi

identifika¢nimi ¢isly a uchovany v chladnicce pfti teploté 4 °C.
Béhem mé prace jsem si vyzkousela izolaci z obou typt primarnich vzorkd.

7.2.1 lzolace DNA z bukdalniho stéru

Pro izolaci DNA z bukalniho stéru jsem pouzila komeréni izolaéni kit GeneAll
ExGene™ Clinic SV mini dle doporueni vyrobce. Seznam reagencii a spotiebniho

materialu je shrnut v tab. 3, seznam pouzitych piistroji je uveden v tab 4.

Tabulka 3: Piehled pouzitych reagencii a spotfebniho materialu

Reagencie Spoti‘ebni material
PBS pufr (neni v kitu) rukavice

proteinaza K 1,5 ml mikrozkumavky
BL pufr kolonky

100% etanol sbérné zkumavky
BW pufr Spicky
TW pufr
AE pufr

Zdroj: vlastni

Tabulka 4: Ptehled pouzitych piistroju

Pristroje Vyrobce
automatické pipety -
TDB-120, Dry-block Thermostat with block Biosan
FV-2400, Mini-centrifuge/\Vortex Microspin Biosan
Centrifuge 5415R, without rotor Eppendorf

Zdroj: vlastni
7.2.1.1 Pracovni postup

Pro izolaci DNA ze vzorkt jsem si nejprve piipravila do stojanku pro kazdy vzorek 2x
1,5 ml mikrozkumavky, kolonku a dvé sbérné zkumavky. Kolonku a zkumavku jsem si
oznacila identifika¢nim ¢islem vzorku. Termostat jsem si nastavila na 56 °C a nechala

ho vytemperovat. Pfipravila jsem si vSechny potiebné reagencie, dale jsem potiebovala
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sadu automatickych pipet, Spicky, mini centrifugu/vortex a centrifugu s nastavitelnymi

otackami.

Tampon se stérem jsem si pomoci pinzety pienesla do 1,5 ml mikrozkumavky
a napipetovala k nému 400 pl PBS pufru, 40 pl proteinazy Ka 400 ul BL pufru.
Uzavienou zkumavku jsem dikladné promichala pomoci vortexu a nechala inkubovat
V termostatu pii 56 °C po dobu 10 min. Po inkubaci jsem zkumavku kratce
zcentrifugovala, aby mi na vi¢ku neziistaly kapicky. Do zkumavky jsem ptidala 400 pl
100% etanolu a v pulzech ji zvortexovala a nasledné zcentrifugovala. VSechnu smés
jsem po castech (cca po 600 ul) napipetovala na kolonku usazenou ve sbérné zkumavce.
Zkumavky jsem umistila do centrifugy tak, aby byla vyvazena, a nechala ji
centrifugovat po dobu 1 min pfi > 8 000 rpm. Sbérnou zkumavku jsem nahradila ¢istou
sbérnou zkumavkou a ptidala 600 ul BW pufru. Zkumavku jsem opét zcentrifugovala
za stejnych podminek jako v minulém kroku. Sbérnou zkumavku jsem opét nahradila
novou zkumavkou, pfidala jsem 700 pul TW pufru a opét centrifugovala za stejnych
podminek. Supernatant jsem ze sbérné zkumavky odstranila a vratila do ni zpét
kolonku. Tuto zkumavku jsem na sucho zcentrifugovala po dobu 1 min pii nejvyssich
ota¢kach. Kolonku jsem vyndala ze sbérné zkumavky a ujistila se, ze je kolonka
dokonale sucha. Suchou kolonku jsem umistila do popsané 1,5 ml mikrozkumavky
s vickem. Pfimo na stfed filtru v kolonce jsem pak napipetovala 50 pul AE pufru
a nechala vzorek inkubovat 5 min pii pokojové teploté. Zkumavku jsem po inkubaci
umistila do centrifugy tak, aby oteviené vicko smeéfovalo po sméru toceni
a zcentrifugovala zkumavku pfi nejvyssich ota¢kach po dobu 1 min. Pro vétsi vytéznost
izolace DNA jsem po centrifugaci pienesla AE pufr znovu na stied filtru a zopakovala
inkubaci a centrifugaci jako v pfedchozim kroku. Kolonku jsem odstranila a zkumavku

S izolatem jsem si pfipravila na zméteni koncentrace DNA.

7.2.2 lzolace DNA z periferni krve

Pro izolaci DNA z periferni krve jsem vyuzila stejny kit GeneAll ExGene™ Clinic SV
mini jako u bukalniho stéru. Pracovni postup se 1isi jen v n€kolika krocich.

7.2.2.1 Pracovni postup

Ptiprava materidlu a pfistrojii pro izolaci DNA z plné krve jsem provedla stejné jako

u bukalniho stéru. Do popsané 1,5 ml mikrozkumavky jsem si nasledné napipetovala
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20 ul proteindzy K. Zkumavku skrvi jsem promichala pomalym pieklapénim
zkumavky v ruce a poté jsem pridala 200 ul této krve do zkumavky s proteinazou K.
Déale jsem napipetovala do zkumavky 200 pul BL pufru. Vzorek jsem dikladné
promichala pomoci vortexu a inkubovala v termostatu po dobu 10 min pfi teploté 56 °C.
Po inkubaci jsem zkumavku kratce stocila a pridala 200 pul 100% etanolu. Smés jsem
zvortexovala v pulzech a zcentrifugovala. Obsah zkumavky jsem ptenesla na kolonku
umisténou ve sbérné zkumavce a centrifugovala po dobu 1 min pfi > 8 000 rpm.
Sbérnou zkumavku jsem nahradila Cistou sbérnou zkumavkou a ptidala na kolonku
600 ul BW pufru a opét centrifugovala pii stejnych podminkach. Tento krok jsem
opakovala do té doby, nez supernatant nebyl prithledny. Sbérnou zkumavku jsem opét
nahradila €istou a ptidala 700 ul TW pufru a centrifugovala opét za stejnych podminek.
Supernatant jsem odstranila a kolonku vrdtila do stejné sbérné zkumavky
a zcentrifugovala ji po dobu 1 min pfi nejvyssich otackach. Ujistila jsem se, Ze kolonka
zlstala suchd a umistila ji do popsané 1,5 ml mikrozkumavky s vickem. Napipetovala
jsem na stied filtru kolonky 50 pl AE pufru a inkubovala vzorek 5 min pti pokojové
teploté. Po inkubaci jsem zkumavku zcentrifugovala 1 min pii nejvyssich otackach.
Zkumavky jsem v centrifuze orientovala tak, aby vicka sméfovala po sméru toceni
centrifugy. Eludt jsem opét pienesla na stfed kolonky a znovu zcentrifugovala.

Zkumavku s izolatem jsem si pfipravila na zméfeni koncentrace DNA.

7.3 Meéreni koncentrace

U vsech vzorktl byla ihned po izolaci zméfena koncentrace DNA. K méfeni byl vyuzit
piistroj Qubit® 2.0 Fluorometer s vyuzitim kitu Qubit dSDNA BR Assay Kit. Piehled
reagencii Kitu a dalSich pouzitych pomticek je shrnut vtab. 5. Seznam pouzitych

ptistroju je uveden v tab. 6.
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Tabulka 5: Seznam reagencii v Kitu a pouzitého spottebniho materialu

Reagencie Spotifebni material
Qubit™ dsDNA BR reagent rukavice
(Component A)

Qubit™ dsDNA BR buffer
(Component B)
Qubit™ dsDNA BR Standard #1

0,5 ml mikrozkumavky

(Component C) Py
Qubit™ dsDNA BR Standart #2
(Component D)
Zdroj: vlastni
Tabulka 6: Ptehled pouzitych pfistroju
Pristroje Vyrobce
automatické pipety -
Qubit® 2.0 Fluorometer Invitrogen, Life Technologies
FV-2400, Mini-centrifuge/\VVortex Microspin Biosan

Zdroj: vlastni
7.3.1 Pracovni postup

Kalibraci pfistroje nebylo nutné provadét, nebot’ byl kalibrovan béhem ptedchozich
méfeni. Pripravila jsem si reagencie obsazené v kitu, které jsem si nechala
vytemperovat na pokojovou teplotu. Dale jsem si oznaCila 0,5 ml zkumavky
identifika¢nimi Cisly izolovanych vzorkd, u kterych jsem chtéla zméfit koncentraci
DNA. Do nové 1,5 ml zkumavky jsem si pfipravila pracovni roztok pfipraveny

Z mnozstvi, které odpovidalo poc¢tu vzorkl ur¢enych pro stanoveni.

Nejprve jsem si pripravila pracovni roztok, ktery jsem si napipetovala tak,
aby pro kazdy jeden vzorek odpovidalo mnozstvi 200 pl pracovniho roztoku. Toto
mnozstvi se skladalo ze 199 pl Qubit™ dsDNA BR buffer a 1 pl Qubit™ dsDNA BR
reagent. Jelikoz nebylo nutné vytvafet kalibraéni kiivku, nemusela jsem pouzivat
standardy, a proto jsem objem reagencii vynasobila pouze poétem vzorkd uréenych

pro méteni. Zkumavku s pracovnim roztokem jsem zvortexovala a zcentrifugovala.

Do 0,5 ml zkumavky jsem napipetovala 190 pl pfipraveného pracovniho roztoku
aknému ptidala 10 pl izolované DNA z piislusného vzorku. Smés jsem kratce

zvortexovala, zcentrifugovala a nechala ji inkubovat pii pokojové teploté po dobu
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2 min. Pfistroj jsem mezitim zapojila a pomoci dotykového displeje na ném navolila
méteni pro dsDNA. Dale jsem zvolila, Ze nechci provadét kalibraci, a pouzila jsem
kalibra¢ni kfivku z neddvného méteni. Zkumavku jsem vlozila do pfistroje a provedla
méfeni pomoci tlacitka Read. Vysledek na fluorometru jsem nechala pomoci tlacitka
Calculate Stock Cone piepocitat na objem 10 ul. Méfeni dalsiho vzorku jsem provedla

pomoci tlac¢itka Read Next Sample. VSechny vysledky jsem si zaznamenala.

7.4 PCR reakce

U vzorkd DNA byla provedena amplifikace pomoci metody PCR, diky které byl z DNA
ziskdn pozadovany tsek MBL2 genu. Pro tento tusek byly primery navoleny tak,
aby amplifikovany usek zahrnoval exon 1, Vv némz se nachazi vSechny tfi zkoumané
mutace pro alely wild type, B, C a D. Sekvence primerii forward a reverse byly pfevzaty

z odborné prace Ramasawmy et al. (2008). Pouzité primery jsou shrnuty v tab. 7.

Tabulka 7: Ptehled sekvenci pouzitych primera

Primer Sekvence
Forward 5"-CATCAACGGCTTCCCAGGCAAAGATGCG-3
Reverse 5'-CAGGCAGTTTCCTCTGGAAGGTAAAG-3’

Zdroj: vlastni
Pro piipravu PCR reakce jsem pouzila kit PCRBIO HS Taq Mix. Seznam pouzitych
reagencii a jejich mnozstvi pro piipravu 1 reakce a jejich piepocet na ptipravu 10 reakci
jsou uvedeny v tab. 8. Seznam pouzitych piistroji a spotiebniho materialu je uveden
vtab. 9.

Tabulka 8: Piehled reagencii a objemt pouzitych pro 1 a 10 reakci

1 reakce 10 reakci
Reagencie Objem (ul) Reagencie Objem (ul)
H,0O 8,25 H.O 82,5
MM — master mix 12,5 MM — master mix 125
DMSO 1,25 DMSO 12,5
Forward primer 0,5 Forward primer 5
Reverse primer 0,5 Reverse primer 5
DNA 2 DNA 2x10
Celkem objem 25 Celkem objem 250

Zdroj: vlastni



Tabulka 9: Piehled pouzitého spotiebniho materialu a ptistroji

Spoti‘ebni material Pristroje Vyrobce pristroje
rukavice automatické pipety -
. FV-2400, Mini- .
0.2 ml mikrozkumavky centrifuge/VVortex Microspin Biosan
1,5 ml zkumavky MultiGene Gradient Cycler Labnet International Inc.

Spicky -
Zdroj: vlastni

Ptipravu PCR reakce jsem provadéla v lamindrnim boxu. Nejprve jsem si potiebné
reagencie vyndala z mraziciho boxu a nechala je rozmrazit. Do chladiciho stojanku jsem
si pripravila 0,2 ml mikrozkumavky, které¢ jsem si oznacila identifikaénimi ¢isly vzorkt
a jednu zkumavku urcila pro negativni kontrolu. Déle jsem si pfipravila vétSi zkumavku
o objemu 1,5 ml, ve které jsem si néasledné ptipravila reak¢éni mix pro ptisluSny pocet
vzorkt. Objem reagencii pro 1 reakci (viz tab. 8) jsem si nejdiive piepocitala na objem
odpovidajici poctu zpracovavanych vzorki. Rozmrazené reagencie jsem zvortexovala
a zcentrifugovala. Ptepocitané objemy jednotlivych reagencii jsem si napipetovala
do zkumavky a pokazdé smés promichala pomoci $pi¢ky. Pipraveny reakéni mix jsem
zvortexovala, zcentrifugovala a nasledn¢ ho rozpipetovala do oznacenych
mikrozkumavek po 23 ul. K negativni kontrole jsem piidala 2 pl vody. Do ostatnich
mikrozkumavek jsem piidala 2 pl odpovidajiciho vzorku DNA. Vzorky DNA jsem pied
pouzitim zvortexovala a zcentrifugovala. Pokud byly uchovavany v mrazicim boxu,
bylo nutné je nejdiive nechat rozmrazit a zvortexovat. Vyslednou smés reak¢éniho mixu
a DNA o celkovém objemu reakce 25 ul jsem opét zvortexovala a zcentrifugovala.
Takto pfipravené mikrozkumavky jsem umistila do termocykleru, na kterém jsem
zvolila piedem nastaveny PCR reak¢ni protokol. Reakéni protokol byl ¢aste¢né prevzat
z odborné prace Ramasawmy et al. (2008). Reakéni protokol PCR reakce jsem shrnula
v tab. 10.
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Tabulka 10: Protokol PCR reakce

Pocet cyklu Faze Teplota Cas
1 pocatecni denaturace 95 °C 2 min
denaturace 95 °C 20s
35 anealing 62 °C 20s
extanze 72 °C 30s
1 terminalni extanze 72 °C 7 min
- chlazeni 4°C -

Zdroj: vlastni
7.5 Gelova elektroforéza

Po ukonceni PCR reakce byly produkty zkontrolovany pomoci gelové elektroforézy.
Diky ni bylo mozné ovéfit, zda PCR produkty maji odpovidajici délku 119 bp.

Pro gelovou elektroforézu bylo nutné nejprve piipravit 4% agarézovy gel.

7.5.1 Priprava gelu

Pted samotnym provedenim elektroforézy jsem si nejdiive ptipravila 4% agardzovy gel.
Seznam pouzitych reagencii a spotiebniho materialu pro piipravu gelu je uveden

v tab. 11. Seznam pouzitych piistroju je shrnut v tab. 12.

Tabulka 11: Piehled pouzitych reagencii a spotiebniho materialu

Reagencie Spotiebni material
TBE pufr rukavice
agardzove tablety Spicky
barva EiDNA™ PS GREEN

Zdroj: vlastni

Tabulka 12: Ptehled pouzitych piistroji

Pristroje Vyrobce
mikrovinnd trouba SMW 2917 SENCOR

automatické pipety -

Zdroj: vlastni

Pripravila jsem si elektroforetickou formu, do kterého jsem umistila hiebeny
pro vytvoieni budoucich jamek pro vzorky. Do plastové kadinky jsem si odlila 50 ml jiz
pfipraveného 1XTBE pufru. Abych docilila 4% agar6zového gelu, pfidala jsem

do kadinky 4 tablety agarozy (2 g agardzy). Tablety jsem nechala upIné rozpustit
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a kadinku pak umistila do mikrovinné trouby, ve které jsem cca 3 minuty ohfivala
roztok pfi maximalnim vykonu. Obsah kadinky jsem pii ohifevu pozorovala
a kontrolovala, aby mi jeji obsah pfi vybublani neptetekl. V ptipadé potieby jsem
kadinku vyndala z mikrovinné trouby, promichala krouzivym pohybem a vratila zpét
k ohfevu. K provafenému gelu jsem ptidala 15 pl fluorescenéni barvy EIiIDNA™ PS
GREEN a dikladné ji promichala s gelem. Hotovou smés jsem nalila do ptipravené
formy a Spachtlickou odstranila veskeré bubliny, které by jinak negativné ovliviiovaly
pribéh elektroforézy. Gel jsem nechala zatuhnout. Po ztuhnuti gelu jsem z néj vyndala
hiebeny a umistila gel do elektroforetické vany s IXTBE pufrem, ktery jsem dolila tak,
aby byl gel plné ponoten.

7.5.2 Aplikace vzorkii na gel a jejich detekce

Seznam pouzitych reagencii, spotfebniho materidlu a pfistroji pro gelovou

elektroforézu je shrnut v tab. 13 a tab. 14.

Tabulka 13: Ptehled pouzitych reagencii a spotiebniho materialu

Reagencie Spotiebni material
marker 100 bp DNA LADDER H3RTU rukavice
Spicky

Zdroj: vlastni

Tabulka 14: Piehled pouzitych ptistroji

Pristroje Vyrobce
automatické pipety -
Mupid One elektroforéza Nippon Genetics
Mupid One LED illuminator Nippon Genetics

Zdroj: vlastni

Do prvni jamky gelu umisténého v elektroforetick¢é vané jsem napipetovala 5 pl
markeru 100 bp DNA LADDER H3 RTU. Do dalsich jamek jsem postupné
napipetovala vzorky po 5 ul a ukoncila fadu negativni kontrolou. Elektroforézu jsem
nechala probihat pti 135 V po dobu 15 min. Vysledny gel jsem pienesla na detekéni
systém, kde jsem zkontrolovala PCR produkty. V piipadé potieby jsem gel vratila zpét
do elekroforetické vany a nechala probihat elektroforézu jesté nékolik dalSich minut.
Gel jsem pomoci detekéniho systému vyfotila a ulozila jeho fotografii na pamétovou

kartu.
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7.6 Sekvenovani

V odborné praci Ramasawmy et al. (2008) byla pro analyzu polymorfismi v MBL2
genu v exonu 1 vyuzita metoda PCR RFLP za pouziti restrikénich enzymut Banl, Mboll
a Hhal. Pro nas vyzkum vSak nebyla vyuzita PCR RFLP metoda. Misto toho byla
vyuzita rychlej$i a levnéjsi metoda, tj. sekvenovani PCR produkti ve spolupraci
s firmou SEQme s.r.o. Tato firma vyuziva sekvenatory od firmy Applied Biosystems,
pracujici na principu sekvenovani podle Sangera. Diky sekvenaci ptislusného PCR
produktu z reverse primeru bylo mozné analyzovat vSechny tii kodony 52, 54 i 57

(Jejichz zmény odpovidaji alelam D, B a C) po provedeni jediné sekvenacni reakce.

Pied sekvenovanim je nutné PCR produkty piecistit, a odstranit tak zbytky kratkych
sekvenci, primeri a nevyuzitych nukleotidd. Tyto pfimesi by negativné ovliviiovaly
proces sekvenovani. Piiprava vzorku pro sekvenaci zahrnuje spravné natedéni
precisténého PCR produktu a sekvenacniho primeru. Pozadavky firmy SEQme s.r.0. se
tykaly: precisténi PCR produkti, jejich spravného nafedéni na poZadovanou koncentraci

a jejich smichani se sekvena¢nim primerem do jedné zkumavky.

K vzorku je nutné pfidat pouze jeden z primerd, ktery je zvolen podle potieby. Pokud je
nutné osekvenovat vzorek z obou stran, vytvoii se pro vzorek 2 zkumavky liSici se
typem piidaného primeru. V nasem piipadé se jednalo o velmi kratky PCR produkt,
a proto byla vhodna sekvenace pouze pomoci primeru MBL2 reverse. Hledané mutace
se vyskytovaly v prvni poloviné PCR produktu. Pro kazdy vzorek byla tedy piipravena

jen jedna mikrozkumavka, ktera byla odeslana k sekvenaci.

7.6.1 Precisténi PCR produktit pomoci Gene All® Expin™ PCR SV kit

Pro ptecisténi PCR produktl byl vyuZit kit Expin™ PCR SV kit od firmy Gene All®.
Piehled reagencii a spotiebniho materialu pouzitého pro precisténi je uveden v tab. 15.

Seznam pouzitych ptistroju je uveden v tab. 16.
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Tabulka 15: Seznam pouzitych reagencii a spotiebniho materialu

Reagencie Spotiebni material
Buffer PB | PCR Purification Buffer rukavice
Buffer NW | Column Wash Buffer N Spicky
Buffer EB Elution Buffer SV kolonky typu D
sbérné zkumavky
mikrozkumavky

Zdroj: vlastni

Tabulka 16: Piehled pouzitych ptistroji

Pristroje Vyrobce
automatické pipety -
Centrifuge 5415R, without rotor Eppendorf
Standardrotor F 45-24-11 Eppendorf

Zdroj: vlastni
7.6.1.1 Pracovni postup

Ptipravila jsem si vSechny potfebné reagencie obsazené v kitu a pro kazdy PCR produkt
jsem si ptipravila kolonku, sbérnou zkumavku a mikrozkumavky. Zkumavky jsem si
oznacila identifikacnimi ¢isly vzorkd. Do mikrozkumavky jsem napipetovala jeden dil
PCR produktu, ktery jsem smichala s péti dily BP Bufferu, smés jsem zvortexovala
a zcentrifugovala. Tento roztok jsem nasledné piepipetovala na kolonku usazenou
ve sbérné zkumavce a zkumavku zcentrifugovala po dobu 30 s pti > 12 000 rpm. Eluat
jsem odstranila a umistila kolonku zpét do stejné sbérné zkumavky. Pro promyti
kolonky jsem ptidala nasledné¢ 700 pl promyvaciho bufferu NW a opét odstfedila
za stejnych podminek. Odstiedény roztok jsem vylila a zkumavku opétovné
zcentrifugovala po dobu 1 minuty pfi nejvySSich otackach na sucho, aby se odstranil
vSechen promyvaci roztok. Kolonku jsem umistila do ¢isté oznacené mikrozkumavky,
na stied kolonky jsem aplikovala 50 pl eluéniho roztoku EB bufferu a nechala 1 min
inkubovat pii pokojové teploté. Poté jsem zkumavku odstiedila pti nejvyssich otackach.
Vysledny eluat s preciSténym PCR produktem jsem zkontrolovala pomoci elektroforézy
(postup elektroforézy je uveden v kapitole ¢islo 7.5). Zkontrolovany PCR produkt jsem
ptipravila pro sekvenaci a k odeslani do firmy SEQme s.r.o. (popsano v podkapitole
7.6.3).
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7.6.2 Piecisténi PCR produktu pomoci ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup

Vysledky sekvenci vzorkl precisténych pomoci Expin™ PCR SV kitu zaslané firmou
SEQme s.r.0. byly problematické. Obsahovaly mnoho krat$ich sekvenci a vysledna
sekvenace nebyla velmi kvalitni. Vysledky bylo sice mozné odecist, ale pro dalsi
vzorky byla zvolena jina metoda piecisténi s vyuzitim kitu ExoSAP-IT™ PCR Product
Cleanup od firmy ThermoFisher Scientific. Pouzité reagencie, spotfebni material

a pristroje pottebné pro piecisténi PCR produktt jsou uvedeny v tab. 17 a tab. 18.

Tabulka 17: Piehled pouzitych reagencii a spotiebniho materialu

Reagencie Spotifebni material
EX0SAP-IT™ reagent rukavice
Spicky
0,2 ml mikrozkumavky

Zdroj: vlastni

Tabulka 18: Piehled pouzitych ptistroji

Pristroje Vyrobce
automatické pipety -
MultiGene Gradient Cycler Labnet International Inc.
Standardrotor F 45-24-11 Eppendorf

Zdroj: vlastni
7.6.2.1 Pracovni postup

Nasledujici pracovni postup byl proveden dle doporuceni vyrobce. Pro kazdy PCR
produkt jsem si ptipravila 0,2 ml mikrozkumavku, kterou jsem popsala identifikacnim
¢islem vzorku. Do mikrozkumavek jsem napipetovala 5 pul PCR produktu a ptidala
knému 2 pl ExoSAP-IT™ reagentu. Mikrozkumavky jsem zcentrifugovala a umistila
do termocykleru, kde jsem zvolila reakéni protokol pro precisténi. Reakcni protokol je

shrnut v tab. 19.

Tabulka 19: Reakéni protokol pro piecisténi PCR produkti pomoci ExoSAP-IT™

Faze Teplota Cas
Degradace primert a nukleotidi 37 °C 15 min
Inaktivace reafentu ExoSAP-IT™ 80 °C 15 min

Zdroj: vlastni
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7.6.3 Priprava vzorkii pro sekvenaci

Precistény PCR produkt musi byt pied odeslanim na sekvenaci jesté patficné pfipraven
a naredén dle pozadavkl firmy SEQme s.r.o. Ke kazdému vzorku bylo nutné pfidat
odpovidajici primer. V nasem piipadé nam stacila zpétna sekvence PCR produkti,
kterou zajistil MBL2 reverse primer. Vyuzité reagencie, spotiebni material a pfistroje
jsou shrnuty v tab. 20.

Tabulka 20: Piehled pouzitych reagencii, spotifebniho materialu a ptistroji

Reagencie Spoti‘ebni material Pristroje
deionizovana voda rukavice automatické pipety
MBL2 reverse primer 0,2 ml mikrozkumavky
Spicky

Zdroj: vlastni

V laminarnim boxu jsem si pfipravila pfislusny pocet 0,2 ml mikrozkumavek, které
jsem si oznacila Cisly pfifazenymi k jednotlivym vzorkim. Do dalsi 0,2 ml
mikrozkumavky jsem si pfipravila smés vody a primeru MBL2 reverse. Objem reagencii
bylo nutné zvolit na zékladé¢ koncentrace vyslednych PCR produkti pii gelové
elektroforéze. Pruhy na gelu byly vzdy dobie viditelné, proto stacilo mensi mnozstvi
téchto produktli. Vysledny objem ve zkumavce urcené k odeslani pro sekvenovani ¢ini
10 pl. Pro kazdy vzorek byl tedy pouzit objem 0,5 pl primeru 0 koncentraci 20 pmol,
1 ul PCR produktu odpovidajici ptiblizné 50 ng DNA a objem deionizované vody
dopocitany tak, aby vysledny objem zkumavky ¢inil pozadovanych 10 ul, objem vody
tedy ¢inil 8,5 ul.

7.6.4 Vyhodnoceni sekvenci

Vysledné sekvence jsem zpracovala v PC pomoci freewarového programu Chromas.
Nejdiive jsem v programu sekvenci editovala tak, aby se mi reverzné piepsala
dle komplementarity. Ze sekvenci jsem vymazala koncové Sumy a sekvenci prohlédla
a zkontrolovala. Vysledné sekvence a zjisténé mutace jsem si zaznamenala. Soubor
jsem exportovala ve formatu FASTA, kterym jsem nasledné¢ mohla porovnat sekvenci
vzorkil S genovou databazi NCBI (National Center for Biotechnology Information).
Porovnani jsem délala pomoci néstroje BLAST (Basic Local Alignment Search Tool),

ktery je soucasti Narodni zdravotni instituce (NIH, National Institutes of Health).
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7.6.4.1 Vyhodnoceni kodonu 52

V PCR produktu dlouhém 119 bp se polymorfismus pro kodon 52 vyskytuje na pozici
28. nukleotidu. Zde mohou nastat celkem 3 piipady moznych genotypt a to wild type
homozygot A/A, heterozygot A/D ¢i homozygot D/D. Wild type v této pozici obsahuje
nukleotid C. Pokud je tento nukleotid nahrazen T, jedna se o polymorfismus
oznacovany jako alela D v homozygotnim stavu. Heterozygot je v sekvenci zaznamenan
pomoci IUPAC codes (International Union of Pure and Applied Chemistry) pomoci
pismene Y, které oznaCuje vyskyt nukleotidu C i T (obr. 9). Tyto kody ptedstavuji
oznaceni nukleotidu alternativnimi pismeny, jez jsou symbolem pro dva az tfi rizné

nukleotidy.

10 20 30 40 50 a0
e mENalis —a —c= aEm- I Es s = HeEE B m_ B 0SS Ss a5 0 acEEE S = = B

ceoC o T -~ TG TG o s B =T e = CcrC
;;;;; CCCLAGGCRRRGER GCGYG GL GGCAR CCRLLGGGRGRR R R GGGGGRE LR C C

" L.hﬂh ,_g‘,ull_uﬂ,l,humm I

Obrazek 9: Sekvence heterozygota A/D (vzorek €. 25). Zdroj: vlastni

7.6.4.2 Vyhodnoceni kodonu 54

V PCR produktu dlouhém 119 bp se polymorfismus pro kodon 54 vyskytuje v pozici
35. nukleotidu. Zde muzZou nastat 3 varianty genotypu a to homozygotni wild type A/A,
homozygot pro alelu B, tzn. B/B, nebo heterozygot A/B. U wild type alel se
Vv prislusném lokusu nachazi G. U homozygotii pro B alelu se v misté nachazi A.

Dle IUPAC code se vyskyt nukleotidu G i A soucasné znaci pismenem R (obr. 10).
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Obrazek 10: Sekvence heterozygota A/B (vzorek €. 19). Zdroj: vlastni

7.6.4.3 Vyhodnoceni kodonu 57

V PCR produktu dlouhém 119 bp se polymorfismu kodonu 57 vyskytuje v pozici
44, nukleotidu. Stejné jako v ostatnich kodonech zde mohou nastat 3 situace:
homozygot pro wild type alely A/A, homozygot C/C a heterozygot A/C. Wild type alela
nese V této pozici nukleotid G. V piipadé¢ nahrady G za A se jedna o homozygotni C
alelu. Heterozygot je oznacovan pomoci IUPAC code pismenem R, které oznacuje

vyskyt nukleotidu G i A soucasné. Sekvence obsahujici C alelu se v souboru

nevyskytla.

7.6.4.4 Zména v oblasti forward primeru

Pfi porovnavani sekvenci v nastroji BLAST lze u kazdého vzorku pozorovat neshodu
v oblasti primeru. Vznikd disledkem cilen¢ zvoleného primeru forward, u néjz je
nukleotid zdmérn¢ nahrazen, a neni tedy projevem zZadného polymorfismu ani chyby
vzniklé pti sekvenovani. Tato Uprava se déla z technického diivodu, aby nebyly dva
nukleotidy G umistény vedle sebe na 3¢ konci, ¢imZ se snizuje riziko nespecifického
nasednuti primeru. Tuto situaci ukazuje obr. 11, jez znazoriuje sekvenci ¢lovéka

bez mutace odpovidajici analyzovanym kodontim.
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Homo sapiens mannose binding lectin 2 (MBL2), transcript variant 1, mRNA
Sequence ID: NM_000242.3 Length: 3521 Number of Matches: 1

Range 1: 143 to 202 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
106 bits(57) 7e-20 59/60(98%) 0/60(0%) Plus/Plus

Query 1 CATCAACGGCTTCCCAGGCAAAGATGCGCGTGATGGCACCAAGGGAGAAAAGGGGGAACC 6@

LELEECLECLEDEEET LT r = e e e e e e errr
Sbjct 143 CATCAACGGCTTCCCAGGCAAAGATGGGCGTGATGGCACCAAGGGAGAAAAGGGGGAACC 202

T

Obrazek 11: Vysledek porovnani vzorku (horni fadek) s databazi BLAST (referen¢ni
dolni fadek). Cervené je oznaceno misto neshody vzniklé zamérnou upravou primeru.
(vzorek €. 1). Zdroj: vlastni
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8. Vysledky

V obdobi od tnora 2019 do biezna 2020 bylo v laboratoii GENLABS s. r. 0. v Ceskych
Budégjovicich analyzovano celkem 30 vzorkd na pfitomnost polymorfismi v exonu 1
MBL2 genu. Z tohoto poctu bylo vySetieno 25 vzorki od pacientt s diagnostikovanym
typem demence (obr. 12) v seniorském véku a 5 vzorku pochazejicich od lidi mladsich
65 let bez znamek demence. Z celkového poctu 30 analyzovanych vzorku se jednalo

0 23 Zen a 7 muzil pochazejicich z Ceské Republiky.

RozloZeni typi demence u vzorki

m Alzheimerova demence

5 (16,79%)

® vaskularni demence
7 (23,3%) jiny typ demence

bez demence

Obrazek 12: Zastoupeni jednotlivych typl demence u vzorkil. Zdroj: vlastni

28 vzorku bylo analyzovano z periferni krve (PK) a 2 vzorky pochazejici od osob
bez demence z bukalniho stéru (BS). U izolovanych vzorkd byla nasledné¢ zmétena
koncentrace DNA. Z tab. 21 lze vy¢ist, Ze BS mély dokonce vyrazné vyssi koncentrace
DNA nez vzorky izolované z PK. Tyto vzorky si respondenti odebirali sami

a dostate¢né koncentrace naznacuji, ze odber byl proveden spravnym zplisobem.
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Tabulka 21: Prehled primarnich materialti vzorkt a koncentrace izolata

Cislo T Koncentrace Cislo T Koncentrace
vzorku | P | DNA (ng/ul) vzorku | ' YP | DNA (ng/ul)
1 PK 23,6 16 PK 48,5
2 PK 49,6 17 PK 67,6
3 PK 68,8 18 PK 36,3
4 PK 452 19 PK 32,9
5 PK 35,8 20 PK 33,7
6 PK 36,7 21 PK 19,3
7 PK 34,4 22 PK 20,9
8 PK 39,9 23 PK 38,9
9 PK 35,6 24 PK 10
10 PK 32,7 25 PK 21,3
11 PK 18,9 26 PK 81,8
12 PK 56,3 27 PK 29,9
13 PK 35,6 28 PK 85,5
14 PK 36,7 29 BS 94,7
15 PK 49,9 30 BS 100

Zdroj: vlastni

U vsech vzorkil byla provedena PCR amplifikace pomoci forward a reverse primera
ohranicujicich usek MBL2 genu v oblasti exonu 1. PCR produkty byly dlouhé 119 bp,

tato délka byla ovéfena pomoci gelové elektroforézy (obr. 13).

Ladder

200 bp - 5 . «119bp

Obrazek 13: Vysledky elektroforézy PCR produktii dlouhych 119 bp. Vpravo se
nachazi 100 bp DNA Ladder, nésledujici jamky obsahuji vzorky ¢.10-16, 29 a 30.
Zdroj: vlastni

Vyhodnoceni polymorfismu probihalo na zakladé ziskanych sekvenci PCR produktd,
které byly poskytnuty firmou SEQme s.r.0. K odecteni vzorku byl pouzit program
Chromas. Z celkového poctu vysledka sekvenci obsahovalo 9 vzorkt vedlejsi sekvence
(obr. 14). PCR produkty téchto vzorkl byly pfe¢isténé pomoci kitu Expin™ PCR SV
kit od firmy Gene AlI®. P#i piecistovani touto metodou nebyly PCR produkty
dostatecné precistény. Vysledky bylo i pfesto mozné spolehlivé odecist. Zbylé PCR
produkty byly precistény pomoci Kitu EX0SAP-IT™ PCR Product Cleanup od firmy
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ThermoFisher Scientific, tyto sekvenacni vysledky odpovidaly ocekavanému tuseku
genu MBL2.

Zatitek sekvence Zacatek PCR produktu — ¢ :7

20 30 40 50 én

“lmu,hm o

J.l.&hhulhﬂh_ Wﬂk Ml

Obrazek 14: Porovnani sekvenci 2 vzorki, jejichZ PCR produkt byly ptecistény
pomoci odlisné metody. Horni vzorek (€. 1) obsahuje vedlejsi sekvence, dolni sekvence
(vzorek €. 6) je neobsahuje. Zdroj: vlastni

l=—

Z analyzovaného souboru dat bylo zjisténo celkem 23 osob, které nevykazovaly Zadnou
z hledanych mutaci v kodonech 52, 54 a 57, a byly tak urceni jako wild type
homozygoti A/A. Zbylych 7 vzorki obsahovalo mutaci, 5 z nich bylo heterozygotni
pro jednu alelu, 1 byl heterozygotni pro 2 alely (zafazen do skupiny heterozygott)

a pouze 1 vzorek nesl homozygotni mutovanou alelu (obr. 15).
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RozloZeni genotypu

6 (20,0%0) ® Bez mutace

1 (3,30/\

® Homozygot
Heterozygot

Obrazek 15: RozloZeni genotypu zdravych i pacientskych vzorki. Zdroj: vlastni

Mutace MBL2 genu se objevily u zen i muzu a to jak u pacientskych, tak i u zdravych
vzorktu. U vzorki seniorit bylo zjisténo celkem 5 vzorkt nesoucich mutovanou alelu.
Jeden z nich byl homozygotni pro alelu B/B a byl jedinym vzorkem ze souboru nesouci
mutovany homozygotni genotyp. Tti vzorky byly heterozygotni A/B a jeden A/D.
Mutace byly zjistény u pacientd s Alzheimerovou demenci, vaskularni demenci
a nespecifickou demenci. U zdravych osob bez znakt demence nesly mutace 2 vzorky
z 5, jeden genotypu A/D a druhy heterozygotni pro dvé alely A/D a A/B. Piehled

vzorkl nesoucich mutaci véetné jejich pohlavi a diagnézy demence je uveden v tab. 22.

Tabulka 22: Ptehled osob nesoucich polymorfismus, jejich pohlavi a diagnostikovany
typ demence.

Cislo vzorku Pohlavi Demence Polymorfismus
8 zena Alzheimerova B/B
12 zena Alzheimerova A/B
13 muz nespecificka A/B
19 zena vaskularni A/B
25 muz vaskularni A/D
26 zena ne A/D
29 zena ne A/D A/B

Zdroj: vlastni
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V souboru analyzovanych vzorkli se nevyskytla ani jedna alela C a to jak
vV homozygotnim, tak ani v heterozygotnim stavu. Neobjevil se ani zddny homozygot
pro alelu D. Zastoupeni jednotlivych genotypt analyzovaného souboru jsou znazornény
na obr. 16. Vzorek heterozygotni pro dvé alely je zde zapoéitan pro kazdou alelu zv1ast,

proto zde celkovy pocet analyzovanych vzorkt dosahuje poctu 31.

Zastoupeni genotypt v analyzovaném souboru

25 23

20

[uny
(6]

Pocet osob
5

o o Wl o
AIA  AB BB AC CIC AD DD
Genotyp

Obrazek 16: Pichled zastoupeni genotyptl u analyzovaného souboru. Zdroj: vlastni
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9. Diskuze

Molekularni struktura MBL2 genu byla objasnéna jiz v roce 1989 (Taylor et al., 1989,
Sastry et al., 1989). V odbornych pracich jako je tfeba Madsen et al. (1995), Casanova
et al. (2004), Garred et al. (2006) nebo Sandoval et al. (2014) je popsano celkem 6
riznych polymorfismt. Témito polymorfismy jsou H/L a X/Y alely v oblasti promotoru
1, P/Q alely v oblasti netranslatovaného 5° konce regula¢niho lokusu a alely B, C, D
(neboli nulové alely) v oblasti exonu 1. V databazi NCBI vsak mizeme pozorovat,

ze variant v MBL2 genu existuje daleko vice.

V této bakalarské praci bylo analyzovano 30 vzorkii na vyskyt alel B, C a D v exonu 1
MBL2 genu pomoci Sangerova sekvenovani pochazejicich od seniorti postizenych

nékterym typem demence (25 vzorkil) a zdravych pacienti (5 vzorki).

Gynotypizaci MBL2 genu u dementnich pacientd se jako prvni zabyvala odborna prace
Sjolander et al. (2013). V této praci bylo vySetieno 448 pacientii s AD a 199 kontrolnich
vzorkt kavkazské populace. Zadny z pacientl nevykazoval historii autozomalné
dominantné dédicné demence a kontrolni skupina neméla vyskyt demence v rodinné
anamnéze. Studie provedla analyzu vsech Sesti polymorfismi MBL2 genu pomoci
metody INNO-LIPA od firmy Innogenetics, coz je hybridizaéni metoda, ktera neni
V soucasnosti komerén¢ dostupna. Nebyly zde odhaleny statisticky vyznamné rozdily
pro vyskyt genotypu A/A mezi pacienty s AD a kontrolni skupinou, zatimco alely B se
vyskytovaly u AD pacientd s mensi frekvenci nez u zdravé populace. Zaroven zde byly
zjistény dva haplotypy LXPA a LYQA, které byly oznacdeny jako rizikové
pro onemocnéni AD. Naopak se zde vyskytovaly i ochranné haplotypy LYP- a HYP-.

Ve vyzkumu Vramci této bakalaiské prace byla alela B (v heterozygotnim nebo
homozygotnim stavu) zjisténa u 16 % dementnich pacienti a u 20 % zdravé skupiny.
V korespondenci se Sjolander et al. (2013) se 1 v této analyze ukézal mens$i vyskyt
B alely u pacienti s demenci. Pocet vySetfenych vzorkd byl oproti Sjolander et al.
(2013) vyrazné nizsi, proto mohou byt procentudlni zastoupeni jen hrubé orientacni.
Stejné tak kontrolni skupina byla malo zastoupena. Vysetfeni vétSiho poctu vzorkl by
bylo finanéné velmi naro¢né pro ucely bakalaiské prace a ze stejného divodu nebyly

ani vySetfovany polymorfismy v netranslatovanych oblastech. Nelze tedy ovéfit
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ani odhadnout vyskyt rizikovych haplotypt LXPA a LYQA, které obsahuji wild type
alelu A.

Prestoze se na Sjolander et al. (2013) odkazuje nékolik studii, zadna znich jiz
neprovedla vyzkum polymorfismt MBL2 genu v exonu 1 u pacientti s AD. Zda se tedy,

ze se jedna dosud 0 neprozkoumané téma.

Na zaklad¢ vyzkumu v ramci bakalafské prace muzeme sledovat orientacni udaje
0 zastoupeni genotypi MBL2 genu vramci Ceské populace. Genotyp A/A byl
v analyzovaném souboru zastoupen vétSinoveé a to v 76,7 %. Alela A, tedy wild type,
byla nejvice zastoupenou alelou v souboru. Druhou nejcastéjsi alelou byla alela B, tedy
v 13,3 % jako genotyp A/B a v 3,3 % vhomozygotnim stavu B/B. Alela D byla
zastoupena pouze v kombinaci A/D a to v 10 % piipadt. Nulové zastoupeni pak méla

alela C, ktera v souboru nebyla prokazana u zadného vzorku.

Pro srovnani s dalSi skupinou ceské populace lze vyuzit poznatky studie Skalnikova
et al. (2004). Tato studie vyuzila pro genotypizaci 359 vzorkti metody restrikéniho
Stépeni a sekvenovani. Z vysledkli 1ze pozorovat vét§inové zastoupeni A/A genotypu
ato v68,0 %. Po A/A genotypu byl nejcetnéjsi genotyp A/B (19,2 %), stejné jako
Vv naSem vyzkumu, a tfetim nejzastoupenéjSim byl genotyp A/D (8,4 %). Zastoupeni
téchto tfi nejCetnéjSich genotypit koresponduje s nasimi zjisténymi vysledky. Studie
Skalnikové také prokazuje 1,1% zastoupeni genotypu A/C, ktery jsme v naSem
vyzkumu neprokazali. Studie nalezla také B/B genotyp (1,1 %) a dvojitou
heterozygotnost pro B/D alely (1,1 %), jez byly zastoupeny i u naSich vzorkd.
Homozygotnost pro C alelu se ani zde neprokazala, na rozdil od toho se zde vSak
vyskytly dva ptipady homozygotni alely D a 2 heterozygoti pro alely B/C. Tyto pfipady
genotypil jsme nezachytili. Ve studii si také mizeme vSimnout, Ze zapis dvojitého
heterozygota je ve tvaru B/C. Tento zapis pokladam za nevhodny, nebot’ ob¢ alely se
vyskytuji v odliSném lokusu, a zapsany genotyp tak mize miln¢ nabyvat dojmu, Ze se

jednd o dvojitou homozygotni mutaci.

Dalsi studii zabyvajici se slovanskym narodem je studie Tarova et al. (2012), ktera
provadéla genotypizaci MBL2 genu u slovenskych pacient s CF. Tato studie shledava
genotyp A/A také jako vétSinovy a to v 64,9 % souhrnné pro kontrolni skupinu

I studovanou skupinu pacient s CF s celkovym rozsahem 191 osob. Méné zastoupen
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byl genotyp A/B v 20,4 %. Stejné¢ jako vnasem souboru Se jednalo o druhy
nejrozsitenéjs$i genotyp. Tietim nejpocetnéjSim genotypem ve studii i v naSem vyzkumu
byl genotyp A/D v 11,0 %. Studie Tarova et al. (2012) potvrzuje i zastoupeni C alely
ve form¢ A/C v 6,3 %. Stejné jako nas vyzkum objevila Tarova jediny piipad
homozygotniho genotypu a to pro alelu B. Jiné alely v homozygotnim stavu nebyly
zachyceny. V 6ti ptipadech se vyskytl také kombinovany heterozygotni genotyp pro
BD, CD a BC alely. Nejzastoupen¢;jsim z nich byl heterozygotni genotyp pro alely BD,

ktery se v nasi studii v jednom piipadée také objevil.

Jak mutzeme vidét, zastoupeni jednotlivych genotypi ceské a slovenské populace

vykazuje urcité shody v potadi nejcetnéjSich genotypu.

Nékteré odborné publikace uvadéji, Ze mutace v kodonech 52, 54 a 57 jsou asociovany
se zm&nami sérovych hladin MBL2 proteinu. Napiiklad studie Babovic-Vuksanovic
et al. (1999) uvadi, ze nosi¢i mutaci MBL2 genu maji snizené hladiny MBL Vv séru. Tyto
hladiny mohou byt u heterozygoti A/B az 6,4x niz§i, avSak struktura cirkulujiciho
proteinu ma normalni molekularni hmotnost i biologickou aktivitu. Heterozygoti A/C
vykazuji stiedni hladiny MBL proteinu, zatimco zmény v kodonu pro alelu D mohou
zpusobit az dvojnasobné snizeni hladin. Také studie Hammad et al. (2018) ve své praci
uvadi, ze wild type alely A/A dosahuji sérovych hladin MBL nad 1 pg/mL, kdezto
heterozygoti A/0 se pohybuji v rozsahu 0,5-1 pg/mL. Sérové hladiny jedinct nesoucich
mutaci pro ob¢ alely (0/0) disponuji hladinou nizs§i nez 0,05 pg/mL. Hammad také
uvadi, ze polymorfismy v kodonu 54 (B alela) jsou asociovany s niz§imi koncentracemi
MBL mezi pacientkami s RVVC. Zaroven tato studie uvadi souvislost mezi hladinami
proteinu s nékterymi haplotypy. Vysoké koncentrace MBL vykazovaly haplotypy
HYPA, LYQA a LYPA. Naopak haplotypy LXPA, HYPD, LYPB a LYQC souvisi
s jeho niz§imi hladinami. Zde je mozno vidét, Ze nemutovana alela A mize nést deficit
MBL z diivodu variantni netranslatované oblasti genu. O dalSim haplotypu nesoucim
alelu A se zminuje také Swierzko et al. (2009), ktery uvadi, Ze nékteti jedinci genotypu
HYPA vykazovali fenotyp odpovidajici jedincim 0/0 (tzn. B/B, C/C nebo D/D).

Zda se tedy, ze MBL protein ovliviiuji nejen mutace vexonu 1, ale i zmény
V netranslatovanych oblastech. Také Madsen et al. (1995) pfisuzuje zmény koncentrace

proteinu zméndm Vv oblasti promotoru. Konkrétné zminuje, ze HY alely souvisi

68



S vyS$imi koncentracemi, LY se stfednimi a LX sniz§imi. Toto zjiSténi muze
odtvodnovat i deficit v pfitomnosti A alely v kombinaci s LXP z jiz zminované studie
Hammad et al. (2018). K myslence vlivu promotoru na mnozstvi MBL se ptiklanéji
naptiklad i Lee et al. (2005); Garred et al. (2006) nebo Cedzynski et al. (2018).

V kapitole 4.3 jsem zminovala nékteré poznatky o hladinach MBL u dementnich
pacientti. Vyzkum bakalafské prace se zaméfoval pouze na genové polymorfismy
vexonu 1, sérova hladina MBL proteinu tedy nebyla zméfena. V korespondenci
S jinymi odbornymi publikacemi neni ani mozné piifadit vzorkiim predpokladanou
hladinu proteinu na zaklad¢ zjisténych mutaci. K tomu by bylo nutné uréit cely haplotyp
MBL2 genu, avSak ani vtomto ndzoru se jednotlivé studie neshoduji. Relevantni
poznatky by tedy pfinesla pouze genotypizace haplotypu MBL2 genu v ramci vétsiho
souboru pacientd i kontrolni skupiny Vv kombinaci sELISA (Enzyme linked
immunosorbent assay) prikazem sérovych a mozkomi$nich hladin MBL proteinu, které
by mohly poukazat na mozné asociace dédicnosti MBL2 genu a mozného vyskytu

demence.
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Zaveér

Cilem mé bakalarské prace bylo sepsani odborné reserSe na téma: Analyza genovych
polymorfismi MBL2 genu a jeji diagnosticky vyznam. V teoretické Casti bakalatské
prace se snazim poskytnout informace o strukture MBL2 genu i jeho exprimovaného
proteinu. Zabyvam se zde také polymorfismy MBL2 genu a jejich vlivu na sérové
koncentrace proteinu i vyznamem téchto variaci v asociaci s nékterymi onemocnénimi,

z kterych jsem hloubéji popsala CF, VVK a AD.

Bakalafska prace obsahuje také obecné poznatky o metodach vyuzivanych pfi analyze
polymorfismil jako je izolace DNA a méfeni jeji koncentrace, metoda PCR, gelova
elektroforéza a sekvenovani. Tyto zékladni molekuldrné biologické metody jsem
aplikovala vramci praktické casti, ktera se zaméfila na vySetfeni polymorfisma
vexonul MBL2 genu u 30 vzorkl, znichz 25 pochazelo od pacientii postizenych
demenci. Pfesnym popisem analyzy se zabyva praktickd Cast této bakalaiské prace,

ve které jsou nasledné i shrnuty ziskané vysledky.

Vysetteni polymorfismiit MBL2 genu nepatii mezi rutinni vySetfeni, nebot’ tyto mutace
maji stale velmi nejasny diagnosticky vyznam. VySetieni téchto polymorfismi se tedy
vyuziva zejména v ramci vyzkumu. Bézné jsou vSak vySetfovany hladiny MBL Vv séru
pomoci ELISA u détskych pacientt, ktefi trpi opakovanymi infekcemi. Tyto hladiny
ovliviiuji mutace v MBL2 genu. Na zakladé¢ studii se ukazuje, Ze na tyto hladiny nemaji
vliv pouze polymorfismy v exonu 1 (alely B, C, D), ale také zmény V netranslatovanych
oblastech jako je promotor a 5° netranslatovany konec regula¢niho lokusu. Ve fenotypu
muze hrat roli 1 mnoho dalSich faktorti, nebot’ u osob stejného genotypu MBL2 genu se
nachazeji rozdilné sérové hladiny proteinu a ptipadné i odlisSny prubéh nejen infekénich
onemocnéni. Zaroven vysetieni celého genotypu MBL2 genu je oproti ELISA metodé

vewvr

0 jejim dopadu na stav pacienta.

I pies vSechny mezery v interpretaci vyskytujicich se polymorfismi v MBL2 genu se
objevuji  zajimavé poznatky popisujici jejich asociaci nejen s infekénimi
a autoimunitnimi onemocnénimi. Problematika obsahuje napfi¢ studiemi mnoho

nesrovnalosti, jejichZ dal$i studium a objasnéni by mohlo pfinést uZite¢né informace
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0 pribé¢hu a komplikacich né¢kolika, predevsim infekénich, nemoci. Zajimavymi

shledavam také geografické odliSnosti zastoupeni genotypti napii¢ populacemi.
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Seznam zkratek

A — adenin

Ab — protilatka

AD — Alzheimerova choroba

Ag — antigen

AIDS — syndrom ziskaného selhani imunity
AK — aminokyselina

ApoE — apolipoprotein E

APP — amyloidovy prekurzorovy protein
Arg — arginin

Asp — kyselina asparagova

ATP — adenosintrifosfat

BBB — blood-brain barrier — hematoencefalicka bariéra

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool — nastroj pro porovnani vyslednych

sekvenci s databazi

BS — bukalni stér

C - cytosin

C1-C9, C3a, C3b, C5b apod. — oznaceni slozek komplementu
CAMP — cyklicky adenosinmonofosfat

CF — cysticka fibroza

CFTR — gen kddujici transmembranovy regulator vodivost
CMP — cévni mozkova pfihoda

CMP — cévni mozkova piihoda
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CNS — centralni nervova soustava

CR1 — komplementovy receptor 1

CR1 — komplementovy receptor 1

CRD — doména rozpoznavajici sacharidy
Cys — cystein

ddNTP — dideoxynukleotidtrifosfat

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP — deoxynukleotidtrifosfat

EDTA — kyselina etylendiaminotetraoctova
ELISA — Enzyme linked immunosorbent assay
G — guanin

Glu — kyselina glutamova

Gly —glycin

HBYV - virova hepatitida B

HIV — lidsky imunodeficitni vir

IgG — imunoglobuliny typu G

IUPAC — International Union of Pure and Applied Chemistry — Mezinarodni unie

pro cCistou a uzitou chemii

MAC — membranu atakujici komplex

MASP — serinova protedza asociovana s MBL

MBL — mannose-binding lectin — man6zu vazajici lektin
MBL2 — gen kodujici mandzu vazajici lektin

MM — master mix
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NCBI — National Center for Biotechnology Information — Narodni centrum pro

biotechnologické informace

NIH — National Institutes of Health — Narodni zdravotni instituce
NK — nukleova kyselina

PCR — polymerazova fetézova reakce

PCR RFLP — polymerazova ftetézova reakce — polymorfismus délky restrik¢nich

fragmentt

PK — periferni krev

RNA — ribonukleova kyselina

rpm — revolutions per minute — otacky za minutu
RVVK - rekurentni vulvovaginalni kandid6za

SDS - sodium dodecylsulphate — dodecyl sulfat sodny

SDS-PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v piitomnosti dodecylsiranu

sodného

SNP - single nukleotid polymorphism — jednonukleotidové polymorfismy
SSDNA — jednofetézcova DNA

T — thymin

VD — vaskuldrni demence

VVD - vulvovaginalni dyskomfort

VVK - vulvovaginalni kandid6za
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