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Validace metody PCR pro stanoveni izotypovych variant v genu APOE
Abstrakt

Apolipoprotein E (APOE) byl objeven na poc¢atku 70. let 20. stoleti, jedna se o polypeptid
s molekulovou hmotnosti 34 kDa, ktery je tvofeny 299 aminokyselinami. Plni
vyznamnou ulohu v metabolismu cholesterolu a triacylglyceroli. Je dilezitou soucasti
VLDL, HDL a chylomikroni. Gen APOE se nachazi na dlouhém rameni
chromozomu 19 v pozici 19q13.32. Sklada se ze tii intrond a ¢ty exonl. Vyskytuje se
ve tiech alelach €2, €3 a €4, které koduji tfi rtizné izoformy. Izoformy se mezi sebou lisi
ve dvou aminokyselinach (arginin a cystein) v pozici 112 a 158. Alela €3 je nejvice
zastoupena, vzacnéjsi alely €2 a €4 jsou asociovany s ruznymi typy onemocnéni,
naptiklad kardiovaskularnimi chorobami, Alzheimerovou chorobou

nebo hyperlipoproteinémii III. typu.

Cilem mé bakalarské prace bylo sepsani reSerze na dané téma pomoci informaci
ziskanych z dostupnych odbornych publikaci, praktické zvladdnuti zdkladnich metod
molekularni biologie (mezi které patii izolace DNA, méfeni koncentrace DNA, piiprava
PCR reakce a gelova elektroforéza) a provedeni validace metody PCR pro stanoveni genu
APOE.

Teoretickd cast obsahuje obecné informace o lipoproteinech, s nimi souvisejicim
lipoproteinovym metabolismem a apolipoproteinech. Dale zahrnuje poznatky
o0 samotném genu APOE, jeho produktu a vztahu APOE k vybranym onemocnénim.
A nakonec je uveden piehled laboratornich metod pouZzivanych pro genetickou analyzu

izotypovych variant v genu APOE.

Prakticka ¢ast, kterou jsem vykonala v genetické laboratoii GENLABS s.r.o v Ceskych
Budg&jovicich, zahrnuje analyzu genotypu APOE a validaci metody PCR, ktera probé&hla

uspésné, a proto miize byt metoda zarfazena do bézné laboratorni praxe.

Kli¢ova slova

Gen APOE; Alzheimerova choroba; hyperlipoproteinémie III. typu; kardiovaskularni

onemocnéni; PCR; validace



Validation of the PCR method for the determination of isotype
variants in the APOE gene

Abstract

Apolipoprotein E (APOE) was discovered in the early 1970s as a 34 kDa polypeptide
of 299 amino acids. It plays an important role in the metabolism of cholesterol
and triglycerides. It is an important component of VLDL, HDL and chylomicrons.
The APOE gene is located on the long arm of chromosome 19 in region 19q13.32.
It consists of three introns and four exons. It occurs in three alleles €2, €3 and €4, which
encode three different isoforms. The isoforms differ in two amino acids (arginine
and cysteine) at positions 112 and 158. The €3 allele is the most common, the rarer alleles
€2 and &4 are associated with various types of diseases, such as cardiovascular disease,

Alzheimer's disease or type Il hyperlipoproteinaemia.

The aim of my bachelor thesis was to write a research on the topic using information
obtained from available proffesional publications, to master basic methods of molecular
biology (which include DNA isolation, DNA concentration measurement, preparation

of PCR reaction and gel electrophoresis) and to perform PCR method validation

The theoretical part contains general information about lipoproteins, associated with them
lipoprotein metabolism and apolipoproteins. It also includes knowledge of the APOE
gene, its product and the effect of APOE on various diseases. Finally, there is an overview

of laboratory methods used for genetic analysis of isotype variants in the APOE gene.

The practical part, which | did in the genetic laboratory GENLABS s.r.o in Ceské
Budgjovice, includes the analysis of the APOE genotype and the validation of the PCR
method, which was successful. Therefore, the method can be included in the daily

operation of the laboratory.

Keywords

APOE gene; Alzheimer's disease; Type Il hyperlipoproteinemia; cardiovascular disease;
PCR; validation
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1 Uvod

Gen pro APOE je lokalizovan na 19. chromozomu. Produktem tohoto genu je protein
nazyvany apolipoprotein E (APOE), ktery byl objeven na poc¢atku 70. let 20. stoleti jako
proteinova slozka lipoproteinti bohatych na triacylglyceridy. V lidském organismu patfi
APOE k velmi dilezitym proteinim, plni hlavni ulohu v metabolismu cholesterolu
a triacylglycerolii. Transportuje cholesterol, tvoii podstatnou souc¢ast VLDL, HDL
a chylomikronti, také slouzi jako ligand pro vazbu na bunétné receptory, zejména

Vv mozkové tkani a jatrech.

Gen APOE je polymorfni, vyskytuje se ve tfech kodominantnich alelach €2, €3 a €4, které
koéduji vznik tii izoforem APOE2, APOE3 a APOE4. Tyto izoformy se vyskytuji
ve vétsing svEétovych populaci a lisi se od sebe jednou nebo dvéma aminokyselinami

(cystein a arginin) v pozicich 112 a 158. Nejvice rozsitenou alelou v populaci je 3.

V soucasné dob¢ nabizi mnoho genetickych laboratofi diagnostiku genu APOE, jelikoz
hraje vyznamnou roli pfi posouzeni kardidlniho rizika, pfi potvrzeni diagnostiky
hyperlipoproteinémie III. typu a pii diagnostice Alzheimerovy choroby s Klinickymi
pfiznaky. Pravé alela €4 je nejvétsSim genetickym rizikovym faktorem
pro kardiovaskularni onemocnéni a Alzheimerovu chorobu. Naopak alela €2 vykazuje
pfed rozvojem té€chto chorob spiSe protektivni Gcinek, ale ma nizsi afinitu pro LDL
receptor, coZ zplisobuje zvySenou hladinu triacylglycerolt v plazmé a je také asociovana

s hyperlipoproteinémii I11. typu.

Laboratorni vySetfeni se provadi testovanim DNA vySetfované osoby vhodnou
genetickou metodou, kdy se charakterizuje kombinace riiznych alel genu APOE.
Prakticka cast této bakalaiské prace zahrnuje validaci metody PCR. Kazdou metodu,
nezZ je zafazena do béZného rutinniho provozu v klinické laboratofi, je nutné fadné
zvalidovat. Cilem validace je zjiSténi, zda pouziti dané metody je vhodné pro zamysleny
ucel a lze pomoci ni ziskat spolehliva data. Je velmi dilezité, aby méteni probihala
spravné a neovlivnila tak vysledky, které pak mohou ovlivnit ve velké mife zdravi

I kvalitu zivota pacienta.



2 Teoreticka c¢ast
2.1 Lipoproteiny

Lipoproteiny jsou makromolekularni komplexy, vétSinou sférického tvaru. Vznikaji
Z lipida — latek ve vodé nerozpustnych, které jsou v plazmé — tedy ve vodném prostiedi,
transportovany pomoci vazby na bilkoviny (Racek, 1999). Krom¢ neesterifikovaného
cholesterolu se jedna pievazné o komplexni lipidy — lipidy obsahujici néjakou cizorodou

slozku.

Lipoproteiny obsahuji jadro a obal. Jadro castice je tvofeno esterifikovanym
cholesterolem a triacylglycerolem, v nichz je rozpusténo malé mnozstvi volného
cholesterolu (Zima, 2013). Obal je tvoten polarnimi lipidy a bilkovinami. Mezi polarni
lipidy patti volny cholesterol a fosfolipidy. Bilkoviny se nazyvaji také apolipoproteiny.
Nezajist'uji pouze transport hydrofobnich lipidi v plazmé, maji mnoho dalSich funkci.
Jsou potifebné pro syntézu a sekreci specifickych lipoproteind, aktivuji enzymy
modifikujici lipoproteiny, vazou se na specifické receptory na bunikach a odstranuji

lipoproteiny z krevniho ob&hu (Racek, 1999).

=) fosfolipidy
O apoproteiny

Q} cholesterol
% esterifikovany cholesterol

g} triacylglyceroly

Obrazek 1 - Struktura lipoproteinu. Zdroj: (Holecek, 2006)

Rozlisuje se pét hlavnich tfid lipoproteint podle jejich relativni hustoty. Pro kazdou tiidu
jsou charakteristické castice liSici se mirné hustotou, velikosti, sloZzenim proteinu
a pohyblivosti béhem elektroforézy. Hustota lipoproteinu je uréena mnozstvim lipidu
na ¢astici. HDL je nejmensi lipoprotein s nejveétsi hustotou, zatimco chylomikrony
a VLDL jsou velké lipoproteinové Castice s nejmensi hustotou (Kathiresan a Rader,
2010).



2.1.1  T#idy lipoproteini
1) Chylomikrony

Chylomikrony jsou nejvétsi lipoproteinové castice s nejmensi hustotou. Jejich hlavni
proteinovou slozkou je apoB-48, ale také obsahuji APOA-I, APOA-II, APOA-IV
a od lipoproteinti o vysoké hustoté piijimaji jest¢ APOE a APOC. Chylomikrony vznikaji
ve stievé a jsou transportnim prostifedkem pro lipidy pochazejici z potravy. NejveEtsi
chylomikronové ¢astice maji primér 1200 nm, zatimco nejmensi maji prameér 75 nm.

Jadro se sklada pievazné z triacylglyceridi odvozenych ze stravy.
2)  VLDL

Jednd se o lipoproteinové Castice S velmi nizkou hustotou obsahujici endogenné
produkované lipidy. Hlavni proteinovou komponentou je apoB-100, ale také APOC-I,
APOC-II, APOC-IIl, APOE a malé mnozstvi APOA. VLDL ziskdvaji podobné jako
chylomikrony APOE a APOC zHDL vobéhu. Jadro je slozeno pievazné také
z triacylglyceridii. Na rozdil od chylomikronl jsou tyto triacylglyceridy endogenniho

puvodu.
3) IDL

Lipoproteiny se stiedni hustotou jsou produkovany béhem pifemény VLDL na LDL.

Jadro IDL obsahuje derivaty esterii cholesterolu a triacylglyceridy.
4) LDL

Lipoproteiny o nizké hustoté prezentuji hlavni typ lipoproteint pfenasejicich cholesterol.
Predstavuji konecny produkt katabolismu VLDL. Jadro obsahuje hlavné estery
cholesterolu, proteinovou slozkou je APOB-100 (Marshall et al, 2014).

o Lipoprotein (a)

Lipoproteinova Castice se fadi podle hustoty a struktury Kk lipoproteintiim o nizké hustoté.
Je pro ni navic typicky apolipoprotein(a), kovalentné¢ vazany k molekule APOB-100
jednim disulfidickym miistkem. Zna¢na c¢ast molekuly apo(a) vykazuje vysoky stupen
homologie s plasminogenem. Zvysena koncentrace lipoproteinu(a) se dédi autosomalné
dominantné. Nejvyssi koncentrace se nachéazi u osob, jejichZ apo(a) je tvofen izoformami

s nejmensi molekulou. Patfi k rizikovym faktoriim ateroskler6zy nezavisle na ostatnich
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vlivech, jako je koncentrace LDL a ostatnich lipoproteinti, vék nebo pohlavi (Racek,
1999).

5)  HDL

HDL jsou nejmensi lipoproteinové ¢astice s nejvetsi hustotou. Obvykle se rozdéluji do tid
hlavnich podtiid: nascentni, diskoidni a pre-f3; HDL. Tyto tii podtfidy zahrnuji prevazné
APOA-I a fosfolipid. Je to preferovany substrat pro ATP vazajici kazetovy transportér
A1l (ABCA1), ktery aktivné exportuje volny cholesterol z perifernich bunék a makrofagu.
Castice HDL; je tvofena podtiidou pre-B; HDL a vzniké ziskanim volného cholesterolu.
HDL je rovnéz substratem pro lecitin cholesterol acyltransferazu (LCAT), ktera uvoliiuje
volny cholesterol, zvétSuje castice, umoziuje absorpci vice volného cholesterolu
a produkuje vétsi ¢astice nazyvané HDL,, jez jsou bohaté na cholesterol. HDL mohou
zahrnovat kromé& &astice APOA-I jesté Castici APOA-IL Castice se v lipoproteinu

vyskytuji spole¢né nebo kazda zvlast (Marshall et al., 2014).
2.1.2  Lipoproteinovy metabolismus

Z lipidu ziskanych z potravy se V enterocytu resyntetizuji triacylglyceroly a estery
cholesterolu, zcela hydrofobni ¢astice, ale i amfifilni fosfolipidy. Tyto latky se nahromadi
v cisterndch hladkého endoplazmatického retikula. Je tfeba zajistit jejich transport
V hydrofilnim prosttedi krevni plazmy. Z tohoto divodu se molekuly lipidid spojuji
s molekulami bilkovin a vytvaieji vétsi transportni Castice zvané chylomikrony.
V nepatrné mife se zde vytvareji i1 lipoproteiny o velmi nizké hustot¢ — VLDL. Syntéza
lipoproteinovych ¢astic probihd také v hepatocytech, kde se kromé jiZ zminovanych

VLDL vytvaieji lipoproteiny s vysokou hustotou — HDL (Ledvina et al., 2009).

V enterocytu z absorbovanych lipidli, hlavné triacylglyceroli a cholesterolu, vznikaji
velké Castice — nascentni chylomikrony. Pro né byvéa charakteristicky a integralni
apolipoprotein APOB-48. Pienosem z HDL se na chylomikronech kolujicich v krvi
vyskytuji povrchové APOC-I az C-111 a APOE (Ledvina et al., 2009).

Po poziti tuéného jidla se chylomikrony exocyt6zou dostavaji do stfevni lymfy. Lymfa
se pfemeéni na zakaleny chylus, ktery je ptes ductus thoracicus spojen s krevnim ob&hem.
Krevni plazma je zakaleni, enzymovym odbourdvanim chylomikronii se pozvolna
vycetuje. Rychlost degradace chylomikronti 1 VLDL je vysokd, poloc¢as rozpadu ¢éstice

trva zhruba 1 hodinu, nasledné absorbovani pozitych tukii ve stfevé je pomalé.
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Ptiblizné 6 hodin po konzumaci tukii je hladina v krvi stejnd jako nalacno a plazma
je opét ¢ira. Velky vyznam pro vycefeni plazmy ma lipoproteinova lipaza lokalizovana

v membranach kapilarnich endotelii (Ledvina et al., 2009).

Lipoproteinova lipaza odStépuje z triacylglycelori v chylomikronu neesterifikované
mastné kyseliny. Kromé toho navodi 1 odstépovani mastnych kyselin z fosfolipidu.
Neesterifikované mastné kyseliny se vazbou na albumin transportuji krvi ke tkdnim.
Degrada¢ni Cinnosti dochazi k zmenSovéani, scvrkdvani chylomikroni a vzniku
chylomikronovych zbytkl. Tyto zbytky se oddéluji od endotelu kapilar a vraceji se
do krevniho fecisté. Z jejich povrchu se uvolni APOC, jenz piejde na HDL, zbytek
je rozpoznan receptory pro chylomikronové zbytky a degradovan v jatrech. Z toho
vyplyva, ze hlavnim ukolem chylomikronti je dopravit mastné kyseliny z triacylglycerolti

potravy do tkani a cholesterol ziskany z potravy do jater (Ledvina et al., 2009).

V lidském organismu dochézi k transportu lipidi a cholesterolu, které se vytvoftily
predev$im v jatrech. K transportu téchto latek se vyuzivaji dalsi lipoproteinové
komplexy: VLDL, IDL, LDL a HDL (Ledvina et al., 2009). Lipoproteiny s velmi nizkou
hustotou obsahuji triglyceridy a estery cholesterolu. Velkou roli zde hraje mikrosomalni
triglyceridovy transferovy protein (MTP) a intracelularni lipidovy transferovy protein
z endoplazmatického retikula. Triacylglyceridové jadro VLDL ¢astice je metabolizovano
ve svalové a tukové tkani, prostiednictvim interakce s lipoproteinovou lipazou se uvoliuji
mastné kyseliny. Lipoproteinova lipaza pomaha katalyzovat hydrolyzu triglyceridi
na mastné kyseliny. Jakmile se triglyceridové jadro zmenSi, vznikaji lipoproteiny

se stfedni hustotou (Lent-Schochet a Jialal, 2019).

IDL se zbavuji APOC na svém povrchu a cholesterolu predanim na HDL, od nichz
si pfevezmou esterifikovany cholesterol. Ur¢ité mnozstvi IDL se vychytava v jatrech,

dochazi ke stépeni, na némz se podili jaterni lipaza (Lent-Schochet a Jialal, 2019).

Lipoproteiny s nizkou hustotou jsou definitivnim vysledkem VLDL a IDL. LDL
ma schopnost transportovat cholesterol do tkani, nékdy az v takové mite, ktera ohrozuje
organismus na zivot¢ (Ledvina et al., 2009). Recykluje se v jatrech, APOB-100
zprostiedkovava endocytozu LDL vazbou APOB-100 receptoru nebo LDL receptoru
natkané a jaterni bunky. LDL Ize recyklovat v Golgiho aparatu jaternich bunék
nebo se mize vylucovat zlu¢i (Lent-Schochet a Jialal, 2019).
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Lipoproteiny s vysokou hustotou vznikaji v jatrech a enterocytech, maji diskovity tvar,
obsahuji fosfolipidovou dvouvrstvu a volny cholesterol. Nascentni HDL interaguji
s lecitin-cholesterolacyltransferazou, ta zodpovida za esterifikaci cholesterolu a prenasi
mastnou kyselinu z pozice 2 lecitinu na OH skupinu cholesterolu. Z esteri
se v diskoidnim HDL vytvaii hydrofobni jadro, ¢astice se zakulacuje a pfeménuje se
na HDL;. Tato castice je zdrojem APOC a APOE pro chylomikrony a VLDL, déle
predava estery cholesterolu do chylomikronti, VLDL a LDL vyménou za TAG a volny
cholesterol. Pokud se zvysi mnozstvi TAG v casticich, zplisobi to pfechod HDL;
na HDL,. HDL, se vychytava receptory Vv jatrech nebo je ¢ast atakovana heparinem
uvolnitelnou jaterni lipazou, kterd odbourava TAG (Ledvina et al., 2009). HDL muze
vstoupit do ob&hu a zachytit pfebyteény cholesterol z tkani prostiednictvim ABCA1 nebo
muze ziskat cholesterol z bunék za pomoci uklizejiciho receptoru B typu 1 (SR-B1)
¢i pasivni difazi. Pfimo umoziuje transportovat cholesterol do jater interakci s jaternim
SR-B1, ale i nepfimo pienosem cholesterolu na VLDL ¢i LDL, coz usnadiuje
cholesterylester transferovy protein (CETP). Lecitin cholesterol acyltransferaza
aktivovana APOA-I na HDL umoziuje esterifikaci cholesterolu v HDL (Lent-Schochet
a Jialal, 2019).

Flucove kyseliny

cholesterol

cholesterol
v CM ‘ < HDL=
STREVO » JATRA

$ PERIFERNI

-~ TKANE

>»VLDL-—>LDIL->
cholesterol

TAG TAG

TUKOVA TKAN, SVALY

Obrazek 2 - Metabolismus lipoproteinii zjednodusené. Tuky z potravy jsou prendseny chylomikrony (CM), TAG z CM
prechazeji do perifernich tkani, zbytky CM vychytavaji jatra, kde se syntetizuji VLDL. TAG ve VLDL jsou uvolnény
do thkani a VLDL se méni na LDL obsahujici cholesterol. LDL jsou vychytdavany v jatrech nebo perifernich tkanich.
Cholesterol z tkani je prendsen HDL. Z cholesterolu se v jatrech syntetizuji zlucové kyseliny odchdzejici Zluci do stieva.
Zdroj: (Vokurka, 2012)
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2.2 Apolipoproteiny

Apolipoproteiny, zkracené apoproteiny, jsou specializované bilkoviny amfipatického
charakteru. Asociuji se s polarnimi lipidy a spole¢né tvoii obal lipoproteinové ¢astice.
Tim je umoznéna rozpustnost lipidi ve vodném prostiedi. Zprostitedkovavaji fadu
nezbytnych biochemickych procest asociovanych s lipoproteinovym metabolismem.
Mezi apolipoproteiny se tadi n¢kolik skupin bilkovin, jez jsou oznaeny velkym
nekolik apolipoproteint, které charakterizuji dany lipoprotein. Nékteré apolipoproteiny

si mohou vzajemné mezi sebou vyménovat lipoproteinové ¢astice (Zak a Macasek, 2011).

Apolipoproteiny jsou proteiny jako kazdé jiné. Jsou charakterizované svou primarni
strukturou, jez je urCena expresi genetické informace. Geny, jim odpovidajici DNA
I sekvence aminokyselin jsou vétsinou znamé. Jedna se o sekre¢ni proteiny, to znamena,

7e maji ve své molekule signalni peptidy o délce 18-27 aminokyselin (Musil, 1994).
Apolipoproteiny plni z obecného hlediska tyto funkce:

e Strukturdlni funkce — Umoziuje vytvofeni lipoproteinovych c¢astic v misté
syntézy, kterym je stfevo nebo jatra a zajiSt'uje stabilitu té€chto ¢astic ve vodném
prostfedi. Hydrolytickému S§tépeni a katabolismu APOB-100 brani asociace
apolarniho lipidu (ester cholesterolu ¢i triacylglycerol) s APOB-100 uvnitf jaterni
buriky. Pfitomnost APOB-100 je nutnd pro uspofadani VLDL a jeho sekreci
do krevniho ob¢hu.

e Funkce nezbytna pro transcelularni transport lipida — Jako ligandy pro vazbu
lipoproteinu na odpovidajici bunécné receptory slouzi specifické povrchové
domény apolipoproteiny (APOB-100, APOE).

e Funkce apolipoproteinu zaloZena na jejich plsobeni jako kofaktort nékterych
enzymu lipoproteinové pfemény — Ne&které apolipoproteiny napi. APOA-I
a APOC-I piisobi jako aktivatory lecitincholesterol acyltransferazy (LCAT), jiné
napt. APOC-III piisobi jako inhibitory lipoproteinové lipazy (LPL) (Zima, 2013).
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Rozd¢leni nejznaméjsich apolipoproteinti:

1) Apolipoprotein A

APOA-I se nachédzi v plazmé ptfedevSim jako soucast HDL. Aktivuje enzym zvany
lecitin-cholesterol acyltransferaza, ktery je zodpovédny za esterifikaci plazmatického
cholesterolu. Ma uplatnéni pfi vzniku a metabolickém dozravani HDL. Hraje velkou roli
Vv reverznim transportu cholesterolu z tkani do jater (Sref a Srsfiova, 2005). Syntetizuje
se Vjatrech a stfevé. Jednd se o protizdnétlivou molekulu a antioxidant
(Dominiczak, 2011). APOA-II je po APOA-I druhym hlavnim proteinem HDL, vznika
v hepatocytech a enterocytech. Inhibuje LCAT a in vitro aktivuje hepatickou

lipoproteinovou lipazu (Musil, 1994).
2) Apolipoprotein B

APOB tvoti az 90 % molekuly LDL. V chylomikronech a VLDL je hlavnim
apolipoproteinem (Srsefi a Srsiova, 2005). Je syntetizovan v enterocytech, kde zajistuje
transport lipidi a v hepatocytech, kde zodpovida za odsun triacylglyceroli.. Vyskytuje se
ve dvou formach: APOB-100 a APOB-48. Oba apolipoproteiny maji shodné epitopy,
to Ize dokazat pomoci monoklonalnich protilatek. Zda se, Ze jsou produktem jednoho
spole¢ného genu (Musil, 1994). APOB-100 i APOB-48 jsou slozkou ¢astic bohatych
na triacylglyceroly. APOB-100 je produkovan v jatrech, zatimco APOB-48 v tlustém

sttevé (Srsent a Srsiova, 2005).
3) Apolipoprotein C

APOC se tadi mezi nejmens$i znamé apolipoproteiny. APOC-I je piitomny
Vv lipoproteinech bohatych na triglyceridy, vytésiiuje APOE vV lipidovych emulzich
a aktivuje LCAT (Dominiczak a Caslake, 2011). APOC-II vytvaii VLDL a HDL. Siln¢
aktivuje LPL, ta katalyzuje hydrolyzu triacylglycerolti v chylomikronech a VLDL (Srsen
a Srsnova, 2005). APOC-III inhibuji spoleéné s APOC-I aktivitu LPL. Dale mohou
zabranovat absorpci zbytkovych ¢astic inhibici vazby APOE na receptory (Dominiczak
a Caslake, 2011).

4) Apolipoprotein D

APOD je v plazmé spojovan hlavné¢ s HDL ¢asticemi, ale je mozné ho najit i v LDL

a VLDL ¢asticich. Ugastni se esterifikace cholesterolu. V mozkové tkani miize ovlivnit
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transport lipidii napf. pfi regeneraci nervii (Zak a Macasek, 2011). Existuje také spojitost
mezi zvySenou hladinou APOD a lep$i prognézou rakoviny prsu i prostaty. APOD
je mimo jiné pienaSeCem bilirubinu v plazmé. Pokud je v naddorové tkani exprimovano
vice APOD, nachazi se zde 1 zvysSena hladina bilirubinu. ZvySena hladina bilirubinu
pfinasi protektivni efekt a lepsi prognozu pro pacienty s jiz vySe zminénym karcinomem

prstu nebo prostaty (Goessling a Zucker, 2000).
2.3 Apolipoprotein E

Gen pro APOE je znamy také pod nazvy Apo-E, Apolipoproteins E a APOE_HUMAN.
Gen APOE se nachazi na dlouhém rameni (q) 19. chromozomu v pozici 13.32 (19q13.32).
Je uzce spojen s APOC-I a C-1l genovym komplexem. Sklada se ze Ctyf exont a tii
intrond, celkové z 3 597 nukleotidt (Eichner, 2002). Gen APOE koduje protein, ktery
se nazyva apolipoprotein E (APOE gene, 2019). Jedna se o polypeptid s molekulovou
hmotnosti 34 kDa, ktery je tvofeny 299 aminokyselinami (Hatters et al., 2006).
Slucuje se v téle slipidy za vzniku lipoproteini. Lipoproteiny jsou zodpovédné
za obalovani cholesterolu a dalSich lipidd, ale i za jejich transport do krevniho ob&hu

(APOE gene, 2019).
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Obrazek 3 - Pozice genu APOE na chromozomu 19. Zdroj:(APOE gene, 2019)

APOE je polymorfni gen s nékolika izoformami, které se od sebe lisi elektrickym
nabojem a tim i pohybem b&hem elektroforézy. Rizné varianty APOE jsou vysledky
ruznych alel tohoto genu. Byly oznaceny E1 az E7 podle klesajiciho zaporného naboje,
E1l je nejvice zaporna a E7 nejméné zaporna (Yamanouchi, 2001). l1zoformy APOE2,
APOE3 a APOE4 se bézn¢ vyskytuji ve vétsingé svétovych populaci (Corbo a Scacchi,
1999). Alela APOE &3 je ptitomna v 79 % populace, alela APOE &4 se nachazi u 13,3 %
a alela APOE €2 pouze u 7,3 % populace (Van Giau et al., 2015). Lidské bunky maji dvé
kopie kazdého genu, proto existuje v populaci Sest genotypi APOE: tii homozygotni
(E2/E2, E3/E3, E4/EA) tii heterozygotni (E3/E2, E4/E2, E4/E3). Tii hlavni izoformy
(APOE2, APOE3 a APOE4) se od sebe lisi jednou nebo dvéma aminokyselinami
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Vv pozicich 112 a 158. Tyto rozdily méni strukturu i funkci APOE. APOE2 obsahuje
cystein v pozici 112 a 158. U APOES3 se v pozici 112 vyskytuje cystein a v pozici 158
arginin a APOE4 ma v obou pozicich arginin (Eichner, 2002). Frekvence nejvice ¢astych
alel APOE v riznych populacich po celém svété ukazuji, Zze geografie, klima, izolace
mistnimi pfizpisobenimi, geneticky drift a pravdépodobny vyvoj evolucni historie

jsou zodpoveédné za utvaieni spektra genetické variace APOE (Van Giau et al., 2015).

Apolipoprotein E patii k vyznamnym proteinim v organismu. Plni dilezitou ulohu
Vv metabolismu cholesterolu a triacylglycerolt. Je soucasti proteinovych komplementa
VLDL, HDL a chylomikront (SrSenn a Sr$nova, 2005). Protein APOE piepravuje
cholesterol a ostatni lipidy v plazmé a centralni nervové soustavé prostiednictvim vazby
svych receptorti na bunéény povrch. Obsahuje dvé terminalni domény N a C. N terminalni
doména je ta doména, kterd vaze receptor. Zatimco termindlni doména C ptedstavuje
hlavni oblast vazajici lipid (Zhao et al., 2018). APOE ma rozmanité role v regulaci hladin
lipidi a lipoproteint v krvi. Podili se na vylu€ovani zbytkt lipoproteini, které jsou bohaté

na triglyceridy, z ob&hu do jater (Marais, 2019).

V lidském mozku se nachazi az 25 % neesterifikovaného cholesterolu, ten je potfebny
pro produkci, funkci a integritu myelinu. Homeostaza cholesterolu je vyznamna
pro normalni funkce mozku, jelikoZ je nepostradatelnou slozkou pro rist axond,
synaptickou tvorbu a remodelaci udalosti, které jsou klicové pro uceni a pamét.
Dysfunkce cholesterolu v centralni nervové soustavé mize byt spojovana se starnutim

a vznikem nékterych neurodegenerativnich onemocnéni (Van Giau et al., 2015).

APOE je produkovan hepatocyty, makrofagy a adipocyty v perifernich tkanich.
V centralnim nervovém systému je exprimovan v astrocytech, mikrogliich, bunikach
cévnich stén a choroidnim plexu. Nervovymi bunikami je produkovdn pouze
ve stresovych situacich nebo pii zranéni. V plazmé je APOE primarné spojovan
S lipoproteinem o velmi nizké hustot¢ (VLDL), zatimco v CNS se nachazi s ¢astici

0 vysoké hustoté¢ (HDL). Hladiny plazmatického APOE se lisi v zavislosti na jeho

[RA4

APOE v mozku pochazi primarné z de novo syntézy, protoze hematoencefalickd bariéra
omezuje jeho transport do mozku i zpét. To ma souvislost s transplantaci jater,
kdy se méni pouze izoforma APOE v plazmé pfijemce na izoformu darce, avsak izoforma

APOE v mozkomi$nim moku zustava zachovana (Zhao et al., 2018).
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2.3.1 Receptory APOE

Apolipoprotein E je jeden z hlavnich regulatorti hladin lipidd. Podili se na tom, aby obsah
lipida v plazmé i tkani byl v homeostaze. Toho je ¢astecné dosazeno vazbou s vysokou
afinitou APOE na lipoproteinové receptory, které se nachazi na bunééném povrchu
(Huang a Mahley, 2014). APOE umoziuje interakci lipoproteini a lipidovych komplexi
s LDL receptorem, proteinem piibuznym k LDL receptoru (LRP), VLDL receptorem,
APQOE-2 receptorem a gp330.

Kazda izoforma APOE je schopna odli$n¢ reagovat s témito receptory. LDLR a VLDLR
se vazou bud’ na lipidované ¢astice APOE, nebo na samotny APOE, ktery lipidové Castice
neobsahuje. Obé tyto formy APOE se vazou rovnéz na proteoglykany heparansulfatu
(HSPG) vyskytujici se na povrchu bunék. Izoforma APOE2 ma snizenou funkéni
katabolickou rychlost a vykazuje vyrazné zhorSenou vazbu na LDL receptor, to pfispiva
ke zvySenym hladinam triacylglycerolti a cholesterolu v plazmé. V porovnani APOE?2
s APOE3 a APOE4 neni jeho snizena afinita k LRP1 tolik zavazna. 1 kdyz APOE4
a APOE3 maji podobné vazebné aktivity pro LDL receptor, ptitomnost APOE4 souvisi
se zvySenymi hladinami celkového cholesterolu v plazmé a LDL cholesterolu. VLDL
receptor s proteoglykany heparansulfaty rozeznavaji vSechny izoformy se stejnou

afinitou (Yamanouchi, 2001; Zhao et al., 2018).
24 Onemocnéni spojend s APOE

Porozuméni strukturalnim rozdilim jednotlivych izoforem APOE umoziuje stanovit
molekularni mechanismus zodpovédny za pislusnou patologii. U¢inek APOE na regulaci
plazmatickych hladin lipidG a lipoproteinli byl rozsihle studovan. Existuji dikazy
popisujici jeho spojitost s neurodegenerativnimi chorobami a dal§imi chronickymi
onemocnénimi jako jsou napt. Alzheimerova choroba, kardiovaskuldrni onemocnéni,
Parkinsonova choroba, vaskularni demence, diabetes mellitus 2. typu, roztrousena

sklerdza, cévni mozkova piihoda ¢i hyperlipoproteinémii I11. typu (Van Giau et al., 2015).

V této kapitole se podrobnéji zabyvam Alzheimerovou chorobou, hyperlipoproteinémii

I11. typu a kardiovaskuldrnim onemocnénim.
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2.4.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba se fadi mezi nejcastéji se vyskytujici formu demence, a dokonce
je ¢tvrtou az patou nejcastéjsi pri¢inou smrti s 1% prevalanci v populaci (Zvétova, 2017).
Jedna se o progresivni neurodegenerativni onemocnéni, pii kterém dochazi k degeneraci
a destrukci neuronti, piedevsim cholinergniho systému. AD se vyznacuje
makroskopickymi zménami, naptiklad zizenim mozkovych zaviti, dilataci mozkovych
komor, kortikalni a subkortikalni atrofii zejména amygdaly, hippokampu a temporalnich
laloki. Dalsi charakteristické nalezy pro AD jsou extracelularni senilni plaky

a intracelularni depozita neurofibrilarnich bunék (Cibickova a Palicka, 2005).

V senilnich placich se vyskytuje beta-amyloid v agregované formé, ktery vznika
Stépenim amyloidového prekurzorového proteinu (APP) enzymem beta-sekretazou. Beta-
amyloid se vyskytuje ve dvou izoformach: aff40 a ap42. Praveé izoforma af342 se agreguje
rychleji a je asociovana s familiarni AD. Agregovana forma af3 je neurotoxicka. Vytvaii
kalciové kanalky, kterymi vstupuje vapnik do bunky, kde se nahromadi a buiika hyne,
protoze neni schopna ho pufrovat. S nejvétsi pravdépodobnosti se na regulaci Stépeni
APP podileji cholinergni mechanismy. Jejich snizend aktivace ptitomna u AD podporuje
narusené zpracovani APP a vede ke vzniku vySe zminénych senilnich plakt (Cibickova

a Palicka, 2005).

v oW

Centralni nervovy systém obsahuje téméf ¢tvrtinu neesterifikovaného cholesterolu z jeho
celkového mnozstvi v organismu. V mozku vznika vSechen cholesterol syntézou in situ
a z perifernich organti je vychytavan minimalné. Rada epidemiologickych studii uvadi,
ze hypercholesterolémie se fadi mezi vyznamné rizikové faktory pro vznik AD.
Cholesterol kromé modulace syntézy beta-amyloidu, také kontroluje interakci mezi beta-
amyloidem a membrdnou nervovych bunék. Tato interakce je velmi dulezity krok
pro iniciaci neurotoxické kaskady. Tvorba beta-amyloidu z APP je podpofena zvysenymi
hladinami cholesterolu a stimulaci beta-sekretdzy, nizké hladiny cholesterolu a klesajici
aktivita beta-sekretazy tvorbu snizuji. Pfitomnost cholesterolu je také nutna k pfeméné

rozpustného beta-amyloidu na fibrilarni nerozpustnou formu (Cibi¢kova a Palicka, 2005).

Vlivem apolipoproteinu E v mozku dochéazi k neuronalni reparaci, rustu dendriti
a synaptické plasticité. Izoforma APOE4 ve srovnani s izoformou APOE3 je mén¢
efektivni pfi reparaci neurond. Byl popsan i protizanétlivy cinek APOE. Zdédéni alely

€4 genu pro APOE predstavuje vyznamné zvysSené riziko vzniku AD v mlad$im véku.
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Lidé s dvéma kopiemi této alely maji az 8krat vyssi riziko AD v mlad$im véku nez lidé,

ktefi tuto alelu nemaji (Cibickova a Palicka, 2005).
2.4.2  Hyperlipoproteinémie III. typu

Hyperlipoproteinémie (HLP) IlI. typu, znama také pod nazvem dysbetalipoproteinémie,
je vrozena porucha lipoprotein, pro kterou je charakteristickd vysokd hladina
cholesterolu 1 triglyceridii v plazmé¢. Typickym nalezem HLP III. typu je pfitomnost
patologického lipoproteinu beta VLDL v plazmé (Brewer, 1983; Ceska, 2005).

Klinickymi projevy nemocnych jsou vSechny typy xantomatdzy, nejvice Casté

JSou tuber6zni a tuberoeruptivni xantomy s predilekéni lokalizaci na kolenou, loktech

v

postihuje vétSinou periferni tepny, ale mize postihnout i koronarni feciste.

HPL [1l. typu mnohdy doprovézi fada dalSich onemocnéni. N&které lze zatadit mezi
rizikové faktory ischemické choroby srdeéni (ICHS) napiiklad obezitu, arterialni
hypertenzi, poruchu glycidové tolerance, manifestni DM, hyperurikémii ¢i manifestni

dnu (Aschermann et al., 2004).

Molekularni pti¢ina HLP III. typu je spojovana s vyskytem APOE2, jeZ zvySuje hladiny
triglyceridi a cholesterolu. Dédi¢nost alel €2/e2 je spjata S asn&j$im rozvojem t&zsi
formy hypolipoproteinémie III. AvSak u vétSiny nosicl téchto alel se objevuje spise
hypolipidémie nebo hypocholesterolémie, a proto pro rozvoj HPL budou duleZité 1 jiné

faktory (Zak a Macasek, 2011; Van Giau, 2015).

Tato choroba se muze dédit dominantné nebo recesivné, zalezi na genetické mutaci
apolipoproteinu E. Spole¢n¢ s fenotypem APOE hraji roli pii manifestaci i funkéni
vlastnosti APOE a jeho interakce s lipolytickymi enzymy (Ceska, 2005).

2.4.3  Kardiovaskularni onemocnéni

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO) jsou v Ceské republice nejéast&jsi pii¢inou
morbidity obyvatelstva a pficinou pfiblizné poloviny vSech uUmrti. Onemocnéni
kardiovaskularniho systému je v nejvice ptipadech zplisobeno aterosklerézou a jejimi
komplikacemi (ischemickou chorobou srde¢ni, cévni mozkovou piihodou

¢i ischemickym onemocnénim dolnich koncetin) (Hromadova, 2004).
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Ateroskler6za je multifaktoridlni onemocnéni cévni stény, které vznikd dasledkem
interakce metabolickych a strukturdlnich vlastnosti cévni stény, krevnich komponent
a hemodynamickych sil. Aterosklerozou se rozumi dlouhodob¢ probihajici zanétlivy
proces postihujici  vnitini sténu tepny poSkozenou chemickymi, fyzikalnimi
nebo biochemickymi vlivy (Hromadova, 2004). Na rozvoji ateroskler6zy se podili fada
rizikovych faktord, které podporuji vlastni aterogenezi a casto i trombogenezi.
Oba zminéné procesy maji uplatnéni v patogenezi cévnich onemocnéni. Aterosklerézou
dochazi k postupnému zuzovani prasvitu cév a ke ztrat¢ nesmacivého povrchu endotelové
vystelky. Trombus na takovém povrchu pak vyvolé rychly uzavér cévy. Rizikové faktory
se d¢li na neovlivnitelné a ovlivnitelné. Mezi neovlivnitelné patii vék, pohlavi, rodinna
anamnéza nebo genetickd informace a mezi ovlivnitelné¢ faktory patii hypertenze,

kouteni, nadvaha a vétSina laboratornich parametrii (Racek, 1999).

APOE je rizikovym genetickym faktorem. Prevalence fenotypt obsahujicich alelu &4
byla vyrazn¢ vyssi u kardiovaskularnich a cerebrovaskularnich onemocnéni, jako
je infarkt myokardu, hypertenze, ischemicka choroba srde¢ni a cévni mozkova piihoda
(Zende, 2013). V porovnani s alelou €3 a €2, ptispiva €4 k diivejsi a vyssi umrtnosti,
coz logicky vede k niz§imu vyskytu alely €4 u starSich lidi (Haan a Mayeda, 2010).
U pacienti, ktefi maji homozygotni €4 alelu, byla pozorovana vyssi hladina celkového
cholesterolu, LDL cholesterolu, VLDL cholesterolu i triacylglyceridii a nizsi hladina
cholesterolu HDL v plazmé. Uvadi se, Ze alela €2 muZze mit ochranny ucinek (Zende,
2013).

2.5 Laboratorni diagnostika genu APOE

Pro laboratorni diagnostiku genu APOE lze vyuzit nékolik molekularné — genetickych
metod. Nekteré z téchto metod jsou zalozené na polymerazové fetézové reakci. NejCasteji
pouzivanymi metodami jsou: PCR-RFLP, AS-PCR, PCR-SSP, Real time PCR,

hybridiza¢ni metody a sekvenovani.
251 PCR

Polymerazova fetézova reakce, zkracen¢ PCR, (z anglického Polymerase Chain
Reaction) je nyni jedna z nejznaméjsich a nejvyuzivanéjsich molekularné biologickych
metod. PouZiva se tehdy, je-1i zapotfebi amplifikovat (zmnozit) specifické useky DNA

aktomu vyuziva procesy denaturace, hybridizace a replikace (syntézy) DNA.
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Tato technika se pouziva od roku 1985 a byla vyvinuta pracovniky kalifornské
biotechnologické firmy Cetus Corporation pod vedenim Karyho Mullise, jemuz byla
za objev PCR udé¢lena roku 1993 Nobelova cena (Kocarek, 2007).

K amplifikaci urcité ¢asti DNA jsou nezbytné dva kratké oligonukleotidové useky (20-
25 nukleotidil), které se nazyvaji primery a jsou komplementarni k obéma koncovym
oblastem amplifikované DNA. Cilové sekvence, s nimiz hybridizuji primery, musi byt
dostatecné specifické jen pro tu oblast, kterd ma byt pomnozena. Déle je tieba k provedeni
PCR dostatecna zasoba deoxyribonukleotidtrifosfati (ANTP) a termostabilni DNA-
polymeraza, izolovana z bakterie Thermophilus aquaticus, ktera pfirozené Zije
ve vyvérech horkych mineralnich pramend, a proto zlstava odolna po zahtati roztoku

na teplotu kolem 100 °C (Kocarek, 2007).

V priméru se PCR sklada z 25-30 opakovanych cykli. Kazdy cyklus tvofi tfi reakce
probihajici za urcité teploty a Casu. Proces amplifikace se provadi Vv zafizeni, které
se nazyva termocykler (Passarge, 2019). Termocykler je schopny velmi rychle ménit
teplotu v mikrozkumavkach. Hlavni ¢asti termocykleru je termalni blok, ktery se nachazi
pod vikem. Do bloku se vkladaji reak¢éni smési s vzorky DNA v PCR mikrozkumavkach.
Soucasti termocykleru je displej, na némz se zobrazuje krok cyklu, aktualni cyklus,

aktualni teplota ¢i uplynuly ¢as (Kuciel a Urban, 2016).

PCR probiha tak, Ze se inkubuji vzorky pii tfech teplotach, které odpovidaji trem

nasledujicim krokiim v amplifika¢nim cyklu: denaturaci, annealingu a elongaci.

e Denaturace — Vzorek s dvouvlaknovou DNA se zahieje na 90-95 °C. Prvni
denaturace trva déle (okolo 8-9 minut), aby doslo k rozpojeni vSech dvojvlaken
DNA. Denaturace Vv ostatnich cyklech trva 15-30 sekund.

e Annealing — Dochazi k hybridizaci komplementarnich primera (oligonukleotidi)
na piesné misto templatové DNA. Tento krok probihd pfi teplote¢ 60-65 °C
po dobu 15-30 sekund.

e Elongace — Pii zahtati na 68-72 °C se pomoci Taq polymerazy prodluzuji
pfipojené primery po dobu 30-60 sekund (Kuciel a Urban, 2016). Polymeraza
naseda na 3" -OH konce navdzanych primert, pfipojuje k nim nové nukleotidy
atim prodluzuje fetézec ve sméru 5'— 3°. Cim delsi je amplifikovany usek,

tim déle trva elongace (Kocarek, 2007).
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Béhem opakovani vySe uvedenych fazi se mnozstvi fragmentli namnozi v milionech
kopii, coz je vlastn€ cilem této reakce. Pokud neni po dobéhnuti reakce vzorek s PCR
produktem vyndan z termocykleru, pfistroj zacne blok chladit na 4 °C, takze je mozné

reakci spustit i pies noc (Kuciel a Urban, 2016).

nativni ds-DNA

/\ 1. denaturace

l l 2. hybridizace se sondou — primerem
5 <) -
— 3 5
l l 3. syntéza komplementarniho fetézce
5' 3 5 — > 3
3« — 5 3 5

Obrazek 4 - Pritbéh PCR reakce. Zdroj: (Bartiikova a Paulik, 2011)

Vysledek amplifikace c¢asti DNA muize byt vizualizovan pomoci elektroforézy
na agar6zovém gelu jako prouzek piesné definované velikosti. Kromé standardni PCR
existuji i jiné modifikace vyvinuté pro rizné molekularné biologické ucely (Passarge,

2019).

Polymerazova tetézova reakce je vhodna k namnozeni usekli DNA i1 za podminek,
kdy do reakce vstupuje malé mnozstvi DNA. Je to plné automatizovana metoda, ktera
se vyznaCuje velmi vysokou rychlosti a citlivosti (Passarge, 2019). Vyuziva se
pro cilenou diagnostiku dédicnych onemocnéni u lidi, v prenatalni diagnostice

nebo pfi vysetiovani forenznich piipadt (Snustad et al., 2017).
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Ma vsak také nékolik nedostatkii. Citlivost reakce je tak vysoka, ze je tfeba dat pozor,
aby nedoslo knezaddouci kontaminaci vySetfované DNA (Passarge, 2019).
Do amplifikovanych kopii DNA se v nizké, ale vyznamné Cetnosti zanaseji chyby. Tag-
polymeraza nema korek¢ni aktivitu, proto produkuje pii replikaci chyby s vyssi ¢etnosti.
Jestlize se vyzaduje vysoka piesnost amplifikace, pouzije se teplotné stabilni polymeraza
vykazujici vys$si korekéni aktivitu napf. polymeraza z Pyrococcus furiosus
nebo z Thermococcus litoralis. Dalsi nevyhodou je to, Ze Tag-polymeraza amplifikuje
neucinné useky DNA delSi nez nékolik tisic nukleotidovych part. V piipadé,
ze se amplifikuji dlouhé useky, nahradi se Tag-polymeraza Tfl-polymerazou z Thermus
flavus (Snustad et al., 2017).

2.5.2  Elektroforéza

Elektroforéza je nejpouzivanéjsi separacni technika urena k izolaci a analyze nejen
DNA, ale také RNA, proteint a dalsich biochemicky vyznamnych latek. (Smarda et al.,
2005; Kocarek, 2007).

Rizné dlouh¢ useky DNA nebo RNA se oddéli pomoci molekuldrniho sita, tvofené¢ho
vlakny polymerni slou¢eniny. Molekuly musi byt vSak umistény v elektrickém poli.
Castice nukleovych kyselin maji kvili p¥itomnosti aniontovych fosfatovych skupin
celkové negativni naboj, a proto se pohybuji k opané nabité anod¢, ktera ma kladny
naboj. Pfi prichodu molekularnim sitem se vlivem tfeni krat$i fragmenty pohybuji

rychleji nez delsi fragmenty, jejichZ piesun se opozd’uje (Kocarek, 2007).

Gelova elektroforéza je bézné pouzivana laboratorni technika. Provadi se na vhodném
nosiCi, kterym byva gel. Elektroforetické gely je mozné piipravit z polyakrylamidu
nebo agar6zy. Obé¢ tyto slouceniny vytvaieji slozitou sitovou strukturu polymernich
molekul s pory, jejichz velikost je ovlivnéna slozenim roztoku a koncentraci polymeru.
Agarozové gely se pouzivaji pro separaci nukleovych kyselin o velikosti od 100 bp
do 50 kb a polyakrylamidové gely se pouzivaji pro separaci molekul o velikosti 10 bp
az 1000 bp (Smarda et al., 2005). Pro vizualizaci fragmenti DNA se nejvice vyuziva
barveni agarézovych gelt ethidium-bromidem, timto zpisobem se do vlakna DNA béhem
elektroforézy vmezeti jeho fluorescen¢ni molekuly, nasleduje jejich vizualizace dosazena

osvicenim gelu UV svétlem. (Kuciel a Urban, 2016).
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253 PCR-RFLP
(Polymerase chain reaction-Restriction fragment length polymorphism)

Jedna se o standardni modifikaci PCR pouzivanou pro typizaci cilové sekvence, v niz
se nachazi sekvenéni polymorfismus. Vysledkem amplifikace jsou produkty PCR o stejné
délce. Tyto produkty jsou detekovany pomoci elektroforézy, nasledné se vyuzije
vlastnosti restrikéni endonukleazy a jejim plisobenim dochazi ke specifickému Stépeni
PCR produktt. Poté se pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu znovu detekuje pocet

rtizné dlouhych fragmentt (Smarda et al., 2005).

Reakéni smés pro Stépeni PCR produktu obsahuje pufr pro restrikéni endonukleazu,
restrikéni endonukledzu a pfislusny objem destilované vody. Tato smes se promicha

s PCR produkty (Kuciel a Urban, 2016).

Restrikéni endonukledzy rozeznavaji a Stépi pro né€ specifické sekvence.
Jedna se o produkty riznych mikroorganismi. Jejich biologickou funkei je ochrana
genetického materialu bakterii pied cizorodou DNA jinych druhii nebo pted virovou
DNA (Snustad et al., 2017). Kratka, zpravidla ¢ty az osmi nukleotidova sekvence
dvouretézcovych molekul DNA tvofi rozpoznavaci misto vétSiny restrik¢nich enzymii.
Hydrolyzou fosfodiesterovych vazeb obou fetézcli dochazi k rozstépeni molekuly DNA.
Produktem Stépeni jsou restrikéni fragmenty, coZ jsou useky DNA o definované délce

(Smarda et al., 2005).
254 PCR SSP
(Sequence-specific primers PCR)

PCR SSP umoziuje amplifikovat dvouvldknové DNA, i kdyZ je znama sekvence pouze
pro jeden konec specifické oblasti. Kromé toho umoznuje amplifikaci gend, o jejichz
sekvencich jsou dostupné jen Castecné informace. Dale si pouZziva pfi jednosmérném

genomovém piechodu ze zndmé oblasti chromozomu do neznamé (Wu, 2012).

Chromozomalni DNA je $tépena jednim nebo dvéma restrikénimi enzymy a neznamy
konec restrikéni chromozomalni DNA je ligovan k vhodnému oligomeru (genericky
oligomer) se zndmou sekvenci, ktery je dostate¢n¢ dlouhy na to, aby slouzil jako PCR
primer (genericky primer) nebo je neznamy konec ligovan k vektoru. V takovém piipadé

muze byt vektorova sekvence pouzita k navrhu primeru pro PCR reakci. Liga¢ni reakéni
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smés je amplifikovana primerem specifickym pro zndmy konec fragmentu a generickym
primerem komplementarnim s vektorem nebo generickym oligomerem. Prestoze
genericky primer naseda na neznamé konce fragmentt, vysledné produkty rostou pouze
linearné. Soucasné nasedani specifického primeru a generického primeru na specificky
produkt vede k exponencialni amplifikaci specifického produktu (Shyamala a Ames,
1993).

255 AS-PCR

Alelové specificka PCR se pouziva pti diagnostice bodovych mutaci a malych deleci.
Vyznacuje se vyuzitim alelové specifickych oligonukleotidi jako primerd. Specialné
pfipraveny primer hybridizuje ve své 3 oblasti k standardni a mutované alele (Zima,
2013). AS-PCR se provadi ve dvou nebo vice paralelnich reakcich. Zatimco prvni primer
je v prvni reakci komplementarni ke standardni sekvenci a v dalsi reakci k mutantni
nebo polymorfni sekvenci, tak druhy primer je v obou reakcich stejny. K elongaci dojde
pouze za piedpokladu, Ze primer a cilovd sekvence jsou zcela komplementarni.

U homozygotniho stavu k amplifikaci dochazi jen v jedné z reakci (Smarda et al., 2005).
2.5.5.1 ARMS-PCR
(Amplification refraktory mutation detection system)

ARMS-PCR je nejéastéji vyuzivana varianta AS-PCR, jejiz podstatou je nezbytnost
pfesné komplementarity bazi na 3 konci primeru. Komplementarita je zasadni
pro spravnou amplifikaci. Pfi neshod¢ komplementarity, nedojde ke specifické

amplifikaci (Zima, 2013).
2.5.6 Real-time PCR

Tato metoda je zalozena na pouziti fluorescencné znacenych sond a detekéniho systému,
ktery je schopen méfit intenzitu fluorescence, ta je imérna mnozstvi produktu PCR
reakce Vv realném cCase. Pfi pouziti znamych koncentraci cilové DNA, lze sestrojit
kalibracni kfivku, pomoci niz lze piesné¢ kvantifikovat mnozstvi cilové DNA

Vv biologickém vzorku (Bartiikova a Paulik, 2011).

Kvantifikaci amplikond 1ze uskute¢nit prostiednictvim sondy oznacené fluorescencnim
barvivem. Sonda musi hybridizovat s vySetfovanou DNA za stejnych podminek

jako primery. Sonda se pfipoji k templatové DNA po probehlé denaturaci. Termostabilni
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DNA-polymeraza, kterda méa za tukol pfipojovat k primerim dalSi nukleotidy, narazi
na sondu. Nyni enzym projevi exonukledzovou aktivitu, pokracuje v syntéze nového
komplementarniho vladkna a zaroveinn odbourava sondu a misto ni zarazuje nukleotidy
Z reak¢ni smési. Nukleotidy tvofici sondu se uvoliiuji do roztoku. Nékteré jsou oznaceny
specifickym fluorescenénim barvivem, které zacne fluoreskovat az po uvolnéni
do roztoku. Intenzita fluorescence reakéni smési vzrista, tento nartst je pfimo umeérny

mnozstvi amplikont, které pti reakci vznikaji (Smarda et al., 2005).

Pro PCR v redlném cCase Se pouzivaji specialni termocyklery, které ozaiuji vzorek
excitatnim UV zafenim indukujicim fluorescenci piislusného barviva. Specialni detektor
zméti po kazdém cyklu intenzitu fluorescence a poté prevede vysledky do pocitace.
Koncentrace fluorescen¢niho barviva odpovida mnozstvi vzniklého amplikonu
a je zaznamenavana specializovanym programem pribézné neboli v realném case

(Kocarek, 2007).
2.5.7  Hybridizacni metody

Hybridiza¢ni metody jsou zalozené na moznosti identifikace urcitych sekvenci DNA
nebo RNA na zikladé¢ asociace suméle vytvorenymi komplementarnimi useky
nukleovych kyselin. V medicin¢ a molekularni biologii maji velmi Siroké vyuziti. Kromé
diagnostiky mutaci a chromozomalnich odchylek slouzi k mapovani genomu, studiu

genové exprese nebo vySetfeni infekénich onemocnéni, zejména virovych (Kocarek,

2007).

Hybridizaci se rozumi proces, pii kterém se vytvafeji dvoufetézcové molekuly
Z jednotetézcové DNA nebo RNA za podminky, Ze se jejich sekvence vyznacuji tplnou
nebo &aste¢nou komplementaritou bazi (Smarda et al., 2005). Prvni fetézec piedstavuje
cilovou neboli vySettovanou DNA, poptipadé RNA a druhym fetézcem je sonda. Sondy

jsou oznaceny nejcastéji radioaktivné nebo fluorescencné (Kocarek, 2007).

Hybridizace probihd tak, ze je tfeba nejdiive vySetfovanou nukleovou kyselinu
denaturovat plisobenim vysoké teploty. Jestlize sondu tvoii dvoufetézcova DNA
(dsDNA), je nutné provést i denaturaci sondy. Retézce cilové DNA i sondy se oddgli,
nasledné se teplota snizi a dojde k ochlazeni, ¢imZ se navodi renaturacni podminky.
K hybridizaci dochazi tehdy, je-li sonda v dostate¢né vysoké koncentraci a vaze se

ke komplementarnim sekvencim vySetiované DNA dfive nez puvodni fetézec.
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Na zéklad¢ pfitomnosti hledané sekvence ve vySetfovaném vzorku vznika hybridiza¢ni

signal. Pokud signdl chybi, pfislusny usek neni ptitomny (Kocarek, 2007).
2.5.7.1 Reverzni hybridizace

Hybridiza¢ni reakce nukleovych kyselin mohou probihat v roztoku, na pevnych
podkladech a v preparatech chromozomu, bun¢k ¢i tkani (in situ). Reverzni hybridizace
je typ hybridizace na pevnych podkladech a patfi mezi jednu z nejvice vyuzivanych
variant hybridizacnich technik v soucasné dobé. V tomto pfipadé¢ se denaturovana
nukleova kyselina ptenasi na pevny podklad, kterym je obvykle nylonova membrana
nebo nitrocelulézovy filtr a znafeny vzorek DNA hybridizuje k neznaenym

imobilizovanym sondam (Smarda et al., 2005).
2.5.7.2 Reverzni hybridizace na stripech

Komer¢ni stripy umoziuji rychlé a jednoduché stanoveni polymorfismi genil.
K amplifikaci piislusnych fragmenti DNA dochazi prostfednictvim metody multiplex
PCR, ktera obsahuje n€kolik riznych primerovych part. Béhem amplifikace dojde takeé
k oznaceni PCR produktd biotinem. Pfi hybridiza¢ni reakci dochazi ke smiseni
jednotetézcové molekuly PCR produktu oznacené biotinem s kratkymi alelové
specifickymi oligonukleotidy — sondami, které jsou ukotveny na stripu. Jednotlivé sondy
hybridizuji s mutovanou i s nemutovanou DNA na zaklad¢ jejich komplementarity.
Pro vizualizaci hybridizovanych sond lze pouzit napi. reakci strepavidin-biotin

(Matyskova a Cech, 2009).
2.5.8 Sekvenovini

Pod pojmem sekvenovani neboli sekvencovani se rozumi stanoveni sekvence nukleotidil
v molekulach nukleovych kyselin. Znalosti o sekvenci DNA jsou rutinné vyZzivany
k odvozeni informace o aminokyselinové sekvenci kodovanych proteinti, o regulaci jejich

tvorby a umoziuji detailné stanovit charakter mutaci (Smarda et al., 2005).

Nyni nejvice pouzivand metoda sekvenovani DNA je modifikaci PCR. Pfi analyze
se pouziva jen jeden oligonukleotidovy primer, jez je komplementarni k po¢atecni oblasti
sekvenovaného useku DNA. Do reakéni smési se dale pfiddva DNA-polymeraza,

deoxynukleosidtrifosfaty a dideoxynukleosidtrifosfaty. Dideoxynukleotidy

28



jsou syntetické nukleotidy znacené fluorescencnim barvivem, které maji na 3 uhlikovém

atomu misto OH skupiny navazany pouze vodik (Kocarek, 2007).

Vzorek DNA s reakéni smési se vlozi do cykleru, ve kterém dochazi ke zménam teploty
jako pfi klasické PCR. Po pfipojeni primeru se nasyntetizuji nové fetézce DNA, do nichz
se zaclenuji jednotlivé nukleotidy. Jestlize se misto dANTP zatadi ddNTP tvorba
ptislusného fetézce se zastavi, protoze dalsi nukleotid lze ptipojit pouze k OH skupiné.
Béhem procesu se vytvori velky pocet jednofetézcovych fragmenti DNA o rizné
velikosti. Spektrum usekd liSicich se o jeden nukleotid se ziska elektroforetickym
rozdélenim smeési pomoci kapilarni elektroforézy. Diky vyskytu specifického
fluorescenéniho barviva na konci kazdého fragmentu je mozné zjistit, kterym ddNTP byla
syntéza ukonéena. Sekvence analyzovaného fetézce DNA je tvofena pofadim ddNTP

na koncich jednotlivych useki (Kocarek, 2007).
2.6 Validace bioanalytickych metod

Validaci bioanalytickych metod se rozumi postup, pii kterém se stanovuje, zda je vhodné
pouzit dany analyticky systém k ziskdni spolehlivych dat. V klinickych laboratotich
se musi validovat nenormalizované metody, metody vyvinuté laboratofi a normalizované
metody, které jsou v uritém sméru rozsifené ¢i modifikované (Kiizek a Sima, 2015).
Validace metod je také jednim z pozadavki norem ISO 17025 a ISO 15189. Pravidla
pro provadéni validaci molekuldrné genetickych metod nejsou nyni jest€ pevné
stanovena, zatim byla vypracovana jen urcitd doporuceni. V soucasné dobé¢ je zakladnim
piedpokladem pro vSechny provadéné metody zavedeny systém vnitini kontroly kvality,
jehoz soucasti je systematické pouzivani kontrolnich pozitivnich 1 negativnich vzorkd.
Pro metody, které vyuzivaji PCR, je nezbytné pouzit NTC (no template control) kvili
vylouceni pfipadné kontaminace (do vzorku se neptidava DNA). Validace metody
by méla obsahovat vSechny kroky, které byly pouzity béhem piipravnych postupi
(izolace DNA/RNA) ataké validaci pouzitych pfistroji. Zavérem kazdé validace
je valida¢ni protokol, ve kterém jsou uvedeny tidaje o zptisobu provedeni a vyhodnoceni
metody. Aby byla validace platna, nesmi se pouzivany operacni postup lisit od postupu

pouzitého pti validaci (Brdicka et al., 2007).

Mimotadné silny dopad v praxi maji vysledky analytickych méteni. Mohou ovlivnit
rozhodnym a n¢kdy 1 fatalnim zplsobem zdravi, kvalitu Zivota a v nékterych ptipadech

samotny zivot pacienta. Realizovat méfeni o dostacujici kvalit€¢ je profesionalni
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povinnosti analytika. Validace je proces, kterym si laboratofe zajistuji kvalitu dat
ziskanych pfi rutinnim provozu a poskytuje také potiebna data pro odhad nejistoty
méieni. Pouzivani fadné validovanych metod vyzaduje akreditace neboli formalni

potvrzeni odborné zpusobilosti laboratote (Friedecky et al., 2011).

Mezi pozadované validani parametry patii stanoveni specifiénosti a citlivosti.
To znamena, ze se ur¢i vSechny varianty mutaci nebo polymorfismi testovaného znaku,
kterym muze byt gen ¢i nukleotidova sekvence, stanovené touto metodou a testovani
negativni kontroly, tedy DNA nebo RNA, ktera neobsahuje prokazovany znak
pro vylouceni faleSné pozitivity. Pokud je dostupny certifikovany referen¢ni material,
pouziva se k provadéni stanoveni specificnosti a citlivosti. Neni-li certifikovany
referen¢ni material dostupny, je nezbytné mit k dispozici vlastni referenéni material,
jehoz pozitivita i negativita byla potvrzena jinou nezavislou metodou. Vzorky z externi
kontroly kvality, kde jsou jiz potvrzené vysledky, 1ze pouzit také jako referenni material

(Brdicka et al., 2007).
2.6.1 Stanoveni citlivosti

Citlivost metody vypovida o pravdépodobnosti pozitivniho vysledku testu, pokud
je pfitomna hledana varianta testovaného znaku. Vyjadfuje se pomoci poméru mezi
spravnou pozitivitou (True Positivity TP) a souctem spravné pozitivity a faleSné

negativity (False Negativity FN) vzorcem TP/(TP+FN) (Brdi¢ka et al., 2007).
2.6.2  Stanoveni specificnosti

Specificnost je parametr, ktery udadva pravdépodobnost negativniho vysledku testu
Vv piipad¢ neptitomnosti hledané varianty testovaného znaku. Vyjadiuje se jako pomér
mezi spravnou negativitou (True Negativity TN) a souctem spravné negativity a falesné

pozitivity (False Positivity FP) vzorcem TN/(TN+FP) (Brdicka et al., 2007).
2.6.3  Dalsi parametry

Mezi dalsi validacni parametry patii opakovatelnost, reprodukovatelnost a robustnost

metody (Brdicka et al., 2007).
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Opakovatelnost

Opakovatelnost je vlastnost metody, ne vysledku. Timto validaénim parametrem
se prokazuje, ze je metoda pii opakovanych métenich presnd (Brdicka et al., 2007).
Znazoriuje tésnost souhlasu mezi vysledky na sob& nezavislych méfeni stejného analytu
vykonanych stejnou metodou, stejnym experimentatorem, na stejném piistroji,

na stejném misté, za stejnych podminek v kratkém ¢asovém intervalu (Barek et al., 2000).
Reprodukovatelnost

Parametr metody, ktery vyjadiuje tésnost souhlasu mezi vysledky meéteni stejného
analytu ve vzorcich stejného materidlu, jestlize jsou jednotlivda meétfeni provadéna
za ruznych podminek (experimentator, pfistroj, misto, podminky a cas), ale stejnou
metodou. Napft. riizni pracovnici ziskaji vysledky toutéz metodou, na téze polozce,

v riiznych laboratofich a s pouzitim riizného laboratorniho vybaveni (Barek et al., 2000)
Robustnost

Robustnost analytického postupu je mira jeho schopnosti chovat se netecné vi¢i malym
a zaroven promySlenym zméndm parametri metody. Pfi béZném pouzivani udava

spolehlivost metody (Barek et al., 2000).
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3 Cile prace
Cilem mé bakalaiské prace bylo:

e Vypracovani odborné reSerze na dané téma pomoci dostupnych odbornych
publikaci.

e Praktické zvladnuti zakladnich metod molekularni biologie (izolace DNA
Z bukélniho stéru a periferni krve, méfeni koncentrace DNA, ptiprava PCR reakce
a gelova elektroforéza).

¢ Validace metody PCR pro stanoveni izotopovych variant v genu APOE.
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4 Prakticka cCast

Praktickou c¢ast ke své bakalaiské praci jsem absolvovala v genetické laboratofi
GENLABS, s.r.o. v Ceskych Budgjovicich pod odbornym dohledem vedouci prace
Mgr. Dagmar Riegert Bysttické, Ph.D.

Naplni praktického provedeni mé bakalaiské prace byla validace metody PCR ARMS
a analyza genotypu APOE touto metodou. Nezbytnou soucasti byla piedevsim izolace
DNA z bukélniho stéru i z periferni krve, po které nasledovalo stanoveni koncentrace
vyizolované DNA. Dale jsem Se vénovala pfipravé a provedeni PCR reakce a detekci

PCR produktt pomoci gelové elektroforézy.
4.1 Izolace DNA

Zakladnim prvkem pro molekularné biologicka a geneticka vySetieni je izolace DNA.
Pied vySetfenim v genetické laboratoti je dulezité, aby kazdy pacient podepsal
informovany souhlas, jimz se zavazuje kprovedeni odbéru materialu a vlastniho
vySetieni vzorku. Mezi vhodny biologicky materidl patii nesrazend periferni krev
nebo bukalni stér. Ze ziskané nesrazené periferni krve se izoluje DNA z leukocytu.
V ptipadé bukalniho stéru se DNA izoluje z epitelii, které jsou pfitomny v duting Ustni.
Vysledky genetického testovani z obou dvou materidlti by mély byt totozné. Periferni
krev odebird vyskoleny zdravotnicky persondl na specializovaném zdravotnickém
pracovisti, naproti tomu stér ustni sliznice si provadi pacient sim podle pfesného navodu,

ktery obdrzi spolecné s odb&rovou soupravou, jez je urena pro stér stni sliznice.
4.1.1 lzolace DNA z bukdlniho stéru

Izolaci DNA zbukalniho stéru jsem provedla pomoci komer¢niho  Kitu
GeneAll ExGene™ Clinic SV mini. MnoZstvi reagenci a jejich teploty skladovani
jsou uvedeny v tabulce 1. Pfistroje a spotiebni material, ktery jsem pfi izolaci z bukalniho

stéru pouzila, zahrnuje tabulka 2.
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Tabulka 1 - Reagencie pro izolaci DNA z bukalniho stéru, jejich objemy a teplota skladovani

Reagencie Objem (ul) | Teplota skladovani
PBS 400 Pokojova teplota
Proteinaza K 40 -20 °C
BL pufr 400
100% etanol 400
BW pufr 600 Pokojova teplota
TW pufr 700
AE pufr 50

Tabulka 2 - Pouzité pristroje a spotiebni materidl pri izolaci z bukdlniho stéru

Pristroje Spotiebni material
Termostat 1,5 ml zkumavky
Centrifuga 2 ml sbérné zkumavky, kolonky
Mini centrifuga Spicky
Sada automatickych pipet | Rukavice

Nejprve jsem vyhledala v mrazicim boxu Proteinazu K (PK), kterou jsem ptipravila
na pracovni stl k ostatnim reagenciim, kde jsem ji nechala rozmrazit. Zapnula jsem
termostat anastavila honateplotu 56 °C. Pted samotnym zahajenim izolace
jsem ptipravila jesté pro kazdy vzorek 1,5 ml mikrozkumavku, kterou jsem peclivé

popsala.

Do zkumavky s bukalnim stérem pacienta jsem napipetovala 400 ul PBS pufru,
40 pl proteinazy K a 400 pl BL pufru. Obsah zkumavky jsem dikladné promichala
pomoci vortexu a nechala jej inkubovat v jiz vySe zminéném pfipraveném termostatu
pii teploté 56 °C po dobu 10 minut. Po inkubaci jsem zkumavku kratce stocila, aby doslo
K odstranéni kapek z vnitini strany vicka zkumavky. Dale jsem do zkumavky
napipetovala 400 ul 100% etanolu. Zkumavku jsem zvortexovala Vv pulzech a opét
Ji kratce stocila. Ve dvou krocich jsem pienesla vSechnu smés na kolonku. V prvnim

kroku jsem mohla na kolonku pienést maximalné 700 pl smési, poté jsem kolonku
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centrifugovala po dobu 1 minuty pti 8000 rpm. Ve druhém kroku jsem na kolonku
prenesla zbytek smési atuto smés jsem také centrifugovala za stejnych podminek.
Puvodni sbérnou zkumavku jsem nahradila novou sbérnou zkumavkou a pridala jsem
na kolonku 600 pl BW pufru. Po minutové centrifugaci pii 8000 rpm jsem nahradila
sbérnou zkumavku za novou sbérnou zkumavku. Na kolonku jsem ptidala 700 ul TW
pufru, zkumavku jsem centrifugovala opét za stejnych podminek. Ze sbérné zkumavky
jsem odstranila supernatant akolonku jsem vratila zpét do sbémé zkumavky.
Tuto zkumavku jsem centrifugovala pfinejvysSich otackach 1 minutu, aby doslo
K odstranéni zbytkového promyvaciho pufru. Nasledné jsem umistila kolonku do nové
pifedem popsané mikrozkumavky, do které jsem ptidala 50 ul AE pufru pfimo na stied
filtru kolonky. Smés jsem nechala inkubovat 5 minut pfi pokojové teploté. Po inkubaci
jsem smés vlozila do centrifugy anechala ji centrifugovat piinejvyssich otackach
po dobu 1 minuty. Pfedchozi tfi kroky jsem zopakovala (ptfidani AE pufru na kolonku,
inkubaci a centrifugaci), odstranila jsem kolonku a zkumavku s vyslednym izolatem
jsem uzavtela. Po tomto celém procesu jsem provedla méfeni koncentrace izolatu pomoci

fluorometru.
4.1.2 lzolace DNA z piné krve

Izolaci DNA z plné krve jsem provedla také pomoci komeréniho kitu GeneAll ExGene™
Clinic SV mini. V tabulce 3 je uvedeno mnozstvi pouzitych reagencii a jejich teploty

skladovani. Pouzité pfistroje a spotiebni material jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 3 - Reagencie pro izolaci DNA z piné krve, jejich objemy a teplota skladovani

Reagencie Objem (ul) | Teplota skladovani
Proteindza K 20 -20°C
BL pufr 200
100% etanol 200
BW pufr 600 Pokojova teplota
TW pufr 700
AE pufr 50
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Tabulka 4 - Pouzité pristroje a spotiebni materidl pri izolaci z plné krve

Pristroje Spotiebni material
Termostat 1,5 ml zkumavky
Centrifuga 2 ml sbérné zkumavky, kolonky
Mini centrifuga Spicky
Sada automatickych pipet | Rukavice

Nejdiive jsem si vyndala z mraziciho boxu proteinazu K (PK) a nechala ji rozmrznout
pti pokojové teploté. Termostat jsem zapnula a nastavila na teplotu 56 °C. Pro kazdy

vzorek jsem si ptipravila dvé 1,5 ml mikrozkumavky, které jsem peclivé popsala.

Do ptedem ptipravené a popsané mikrozkumavky jsem napipetovala 20 pl proteinazy K,
200 pl vzorku plné krve a 200 pl BL pufru. Zkumavku jsem dikladné promichala pomoci
vortexu a vlozila ji do vyhtatého termostatu na 56 °C, kde jsem ji nechala inkubovat
10 minut. Po uplynuti 10 minut jsem zkumavku vyjmula z termostatu a kratce stocila,
aby se odstranily kapky z vnitini strany vicka zkumavky. Poté jsem do zkumavky piidala
200 ul 100% etanolu. Pomoci stolni centrifugy jsem smés v pulzech zvortexovala
a kratce stoCila. Dale jsem smés pienesla na kolonku a provedla jsem centrifugaci
po dobu 1 minuty pii 8000 rpm. Po vyndani zkumavky z centrifugy jsem odstranila
obsah sbérné zkumavky, vratila do ni kolonku a napipetovala do ni 600 ul BW pufru.
Poté jsem zkumavku centrifugovala pii 8000 rpm také 1 minutu. Tento krok
jsem opakovala, dokud nebyl supernatant prithledny. Sbérnou zkumavku jsem vyménila
za novou sbérnou zkumavku. Poté jsem pipetou ptidala 700 pl TW pufru, smés jsem opét
dala centrifugovat za samych podminek. Odstranila jsem supernatant ze sbérné
zkumavky a vratila do ni kolonku zpét. Znovu jsem zkumavku vlozila do centrifugy
atona 1 minutu piinejvysSich otdckach, aby se odstranil zbytkovy promyvaci pufr.
Kolonku jsem umistila do nové popsané 1,5 ml zkumavky s vickem, ptidala jsem
50 ul AE pufru piimo na stied filtru kolonky a smés jsem nechala inkubovat 5 minut
pii pokojové teploté. Po inkubaci jsem zkumavku se smési vlozila do centrifugy
a centrifugovala ji pfinejvysSich otackach 1 minutu. Pak jsem vyndala kolonku
ze zkumavky, obsah zkumavky jsem pirepipetovala zpét na kolonku, kterou jsem vratila
do zkumavky. Zkumavku jsem vlozila do centrifugy aznovu jsem ji centrifugovala

pii nejvyssich otackach 1 minutu. Nakonec jsem odstranila kolonku a zkumavku
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jsem uzavtela. Koncentraci ziskané nukleové kyseliny jsem nasledné zméfila pomoci

fluorometru.
4.2 Meéieni koncentrace DNA

Po ziskani izolované DNA jsem nasledné musela zjistit, jaka je jeji koncentrace. Méfeni
koncentrace nukleovych kyselin jsem provedla pomoci Qubit™ dsDNA BR Assay Kit
a pristroje Qubit® 2.0 Fluorometer. Soucasti soupravy byly také 0,5 ml mikrozkumavky
Qubit™ assay tubes skladované pfi pokojové teploté a pfisluiné reagencie, které

jsou uvedeny Vv tabulce 5. Pouzité pfistroje a spotfebni material se nachazi v tabulce 6.

Tabulka 5 - Reagencie pro méreni koncentrace izolatu DNA a jejich teplota skladovani

Reagencie Teplota skladovani
Qubit™ dsDNA BR reagent (Component A) Pokojova teplota
Qubit™ dsDNA BR buffer (Component B) Pokojova teplota

Qubit™ dsDNA BR Standard #1 (Component C) Lednice pii teploté < 4 °C

Qubit™ dsDNA BR Standard #2 (Component D) Lednice pii teploté < 4 °C

Tabulka 6 - Pouzité pristroje a spotiebni materidal pri méreni koncentrace izoldtu DNA

Pristroje Spotrebni material
Qubit® 2.0 Fluorometer 1,5 ml zkumavky
Centrifuga 0,5 ml mikrozkumavky Qubit™ assay tubes

Sada automatickych pipet Spicky

Rukavice

Pted vlastnim méfenim jsem nechala vytemperovat vsechny pufry na pokojovou teplotu.

Jelikoz kalibracni kiivka byla jiz vytvofena, nebylo nutné provadét kalibraci.

Ptipravila jsem si 0,5 ml zkumavku uréenou pro méfeni flurometrem a oznacila jsem ji
Cislem vzorku. Zaroven jsem si ptipravila 1,5 ml zkumavku pro pfipravu pracovniho
roztoku, ktery byl pfipraven pro méteni vice vzorkl. Pracovni roztok jsem piipravila
napipetovanim 199 ul Qubit™ dsDNA BR buffer a 1 ul Qubit™ dsDNA BR reagent

do pracovni 1,5 ml plastové zkumavky. Celkovy objem pracovniho roztoku ¢inil 200 pl.
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Roztok jsem zvortexovala po dobu asi 15 sekund a kratce jsem jej stocila na stolni
centrifuze. Do ptipravené 0,5 ml mikrozkumavky jsem odpipetovala 198 ul pracovniho
roztoku a 2 ul DNA izolatu. Nasledné jsem mikrozkumavku kratce zvortexovala a stocila
pomoci stolni minicentrifugy. Nakonec jsem ji nechala inkubovat pii pokojové teploté

dveé minuty.

Zapnula jsem pristroj Qubit® 2.0 Fluorometer anastavila méfeni dsDNA.
Mikrozkumavku jsem vlozila do pfistroje a nechala tak probéhnout samotné méieni.

Takto jsem ziskala vyslednou koncentraci DNA V izolatu.
4.3 PCR reakce genu APOE

Pro laboratorni diagnostiku genu APOE je vhodna metoda PCR ARMS, pro jejiz ptipravu
jsem vyuzila kit 2x PCRBIO Taq Mix Red od firmy PCR Biosystems. Tento kit
je navrzeny pro rychlou, vysoce specifickou a citlivou PCR. Kromé kitu jsem jesté
pouzila DMSO (dimethylsulfoxid), ktery se do PCR reakce ptidava pro jeji veétsi
vytéznost. Seznam pouzitych reagencii pro piipravu reakéniho mixu A i B ajejich
mnozstvi pro jednu reakci obsahuji tabulky 7 a 8. Pouzité pfistroje a spotfebni material
jsou shrnuté v tabulce 9. V tabulce 10 jsou uvedeny sekvence pouzitych primert, které

byly pievzaty z ¢lanku Zende et al. (2013).

Tabulka 7 - Reagencie pro pripravu master mixu A na 1 reakci

Reagencie - mix A MnozZstvi (ul)
Injekéni voda (H,0) 7,25
2x PCRBIO Tag Mix Red 12,5
DMSO 1,25
Primer Arg 112 (20 pmol) 0,4
Primer Arg 158 (20 pmol) 0,8
Common Primer (20 pmol) 0,8
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Tabulka 8 - Reagencie pro pripravu master mixu B na I reakci

Reagencie - mix B Mnozstvi (ul)
Injekéni voda (H,0) 7,25
2x PCRBIO Tag Mix Red 12,5
DMSO 1,25
Primer Cys 112 (20 pmol) 0,4
Primer Cys 158 (20 pmol) 0,8
Common Primer (20 pmol) 0,8

Tabulka 9 - Pouzité pristroje a spotiebni material

Pristroje Spotiebni material
Termocykler 1,5 ml mikrozkumavky
Laminarni box 0,2 ml mikrozkumavky
Mini centrifuga Spicky
Sada automatickych pipet | Rukavice

Tabulka 10 - Sekvence pouzitych primeri. Zdroj: (Zende, 2013)

Primer Sekvence primeru (5°-3") Délka P((:gpl)) roduktu
Cys 158 ATGCCGATGACCTGCAGAATT 588
Arg 158 ATGCCGATGACCTGCAGAATC 588
Cys 112 CGCGGACATGGAGGACGTTC 451
Arg 112 CGCGGACATGGAGGACGTTT 451
COMMON | GTTCAGTGATTGTCGCTGGGCA

PCR reakci jsem pfipravila ve vysviceném lamindrnim boxu UV svétlem,
aby se zabranilo pfipadné kontaminaci pouzitych reagencii. Nasledné jsem nechala

rozmrazit pti pokojové teploté reagencie, které byly nezbytné pro ptipravu master mixu.

39



Mezitim jsem si v laminarnim boxu pfichystala do chladiciho stojanku vzdy dveé 0,2 ml
mikrozkumavky s rovnym vickem pro kazdy vzorek a dvé mikrozkumavky pro negativni
kontrolu. Dale jsem pfipravila dvé 1,5 ml mikrozkumavky uréené pro dva rizné master

mixy (A a B). VSechny zkumavky jsem ¢itelné a fadné oznacila.

Po rozmrazeni jsem vSechny reagencie zvortexovala a zcentrifugovala. Podle mnozstvi
vzorkul a kontrol jsem si pfedem prepocitala objem reagencii uvedenych v tabulce 7 a 8,
ktery jsem pozdéji napipetovala do dvou 1,5ml zkumavek. Ovsem velky pozor
jsem si musela dat pii pipetovani primeri. Zatimco mix A obsahoval primer Arg 112
(20pmol), Arg 158 (20 pmol) a Common primer (20 pmol), mix B obsahoval primer
Cys 112 (20 pmol), Cys 158 (20 pmol) a Common primer (20 pmol).

Po napipetovani spravného objemu reagencii do 1,5 ml zkumavek jsem tyto zkumavky
nasledné zvortexovala a zcentrifugovala. Poté jsem master mix rozpipetovala do fadné
popsanych 0,2 ml mikrozkumavek po 23 pl. Pfipipetovala jsem do nich 2 ul DNA
kazdého analyzovaného vzorku, vyjimkou byla negativni kontrola, do které jsem misto
2 ul DNA napipetovala stejné mnozstvi vody. VSechny vzorky jsem zvortexovala, stocila
na minicentrifuze a vlozila do thermocykleru. Reakéni profil PCR reakce urceny
pro analyzu genu APOE je uveden v tabulce 11. Po ukonc¢eni programu v thermocykleru

pfisla na fadu elektroforetickd separace PCR produktii na 4% agarézovém gelu.

Tabulka 11 - Reakcni profil PCR reakce

Teplota Cas
Pocate¢ni denaturace 95 °C 2 min

Denaturace 95 °C 15s

35cykld | Anealing 62 °C 15s
Extenze 72 °C 45s
Terminalni extenze 72 °C 5 min

4.4 Gelova elektroforéza

Zda amplifikaéni reakce skuteéné probéhla, bylo zjisténo kontrolou PCR produkti

pomoci gelové elektroforézy na 4% agar6zovém gelu. Seznam reagencii a jejich teplota
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skladovani se nachazi v tabulce 12. Pfistroje, spotiebni material a ostatni pomticky, které

jsem potiebovala pii piipravé gelové elektroforézy, jsou uvedeny v tabulce 13.

Tabulka 12 - Reagencie a jejich teplota skladovani

Reagencie Teplota skladovani
Deionizovana a destilovana voda Pokojova teplota
Agardzové tablety obsahuyjici 0,5 g agardzy Pokojova teplota
1x TBE pufr Pokojova teplota
EIIDNA™ PS GREEN Lednice (<4 °C), ve tme
Marker 100 bp DNA Ladder H3RTU Pokojova teplota

Tabulka 13 - Seznam pristrojii, spotiebniho materidlu a pomiicek

Pristroje Spoti‘ebni material a pomiicky
Mikrovlnna trouba Plastova kadinka
Sada automatickych pipet Spicky
Gel-dokumentaéni systém .
(Mupid LED Tluminétor) Rukavice
Elektroforeticky systém Spachtlicka

Elektroforetickd deska a hiebeny

Jako prvni jsem si pfipravila gel. Pfislusny pocet agarézovych tablet jsem vlozila
do plastové kadinky, k tabletam jsem ptidala 1x TBE pufr anechala je rozpustit.
Pro piipravu 4% agardzového gelu byly potieba 4 tabletky obsahujici 0,5 g agarozy
a 50 ml 1x TBE pufru. Nasledn¢ jsem kadinku umistila do mikrovinné trouby, kde jsem
smés zahfivala pfiblizn€ 3 minuty. Béhem ohievu jsem kontrolovala kadinku, aby gel
nevytekl a zaroven se agaréza zcela rozvafila. Do hotového gelu jsem pfipipetovala
15 pl barvicky EIIDNAT™ PS GREEN a smés jsem promichala. Pfipravila jsem si
elektroforetickou formu, do které jsem umistila hiebeny, nalila do ni tekuty gel a pomoci
Spachtlicky jsem odstranila vzduchové bubliny. Na 15 minut jsem gel dala do lednicky,

aby lépe ztuhnul.
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Ze ztuhlého gelu jsem opatrné vyndala hiebeny asamotny gel jsem vlozila
do elektroforetické vany obsahujici 1x TBE pufr, stejny pufr, ktery byl pouzit
pro ptipravu gelu. Ovéfila jsem si, zda je gel v elektroforetické vané dostate¢né ponoieny.
Pokud by byl gel malo ponotfeny, musela bych dolit jest¢ 1x TBE pufr. Do prvni jamky
gelu jsem napipetovala 5 pl markeru 100 bp DNA Ladder H3RTU (obrazek 5), abych
mohla bez problémti odecist délku produktd amplifikace. Do dalSich jamek
jsem napipetovala 15 ul PCR produktu, po napipetovani vSech vzorka a kontrol

jsem spustila elektroforézu na 135 V po dobu pfiblizné 15 minut.

Po ukonceni elektroforézy jsem gel pienesla na dokumenta¢ni systém, kde doslo k jeho
vyfoceni. Obrazek jsem ulozila na pamétovou kartu, kterou jsem poté vlozila do pocitace.

Na pocita¢i jsem mohla fotografii gelu upravit a analyzovat ziskané vysledky.

Vysledkem amplifikacni reakce mohly byt pouze PCR produkty o velikosti 451
a/nebo 588 bp. V tabulce 14 jsou uvedeny vSechny mozné kombinace PCR produkti
a odpovidajici genotypy APOE genu.

DA Mass Base Palrs

(ng/Spl)
40 — 3,000
20 — 1,800
50 — 1,000
40 — D00
A0 = 800
a0 — 0
30 — 0N
a0 — SO0
40 —_— A 00
30 — 300
40 — 200
A0 — 100

1.5 % TAE agarose gel

Obrazek 5 - 100 bp DNA Ladder H3RTU (Molecular Weight Marker). Marker se pouZiva pro kontrolu velikosti PCR
fragmentii na agarézovém gelu. Zdroj: (100 bp DNA Ladder (Molecular Weight Marker), 2020).
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Tabulka 14 - Tabulka pro vyhodnoceni genotypu APOE

APOE | E3/E2 | E4/E2 | E4/E4 | E3/E3 | E2/E2 | E4/E3
Mix A | 451bp | 451 bp | 451 bp | 451 bp - 451 bp
Mix A - 588 bp | 588 bp - - 588 bp
Mix B | 451 bp | 451 bp - - 451 bp -

Mix B | 588 bp | 588 bp - 588 bp- | 588 bp | 588 bp
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5 Vysledky

Tato kapitola obsahuje vysledky vSech valida¢nich reakci, které jsem provedla v rdmci

validace metody PCR ARMS. Dale popisuje analyzu genotypu APOE.
5.1 Validace metody PCR

Validace se konala ve tfech dnech a provadély ji dvé osoby nezavisle na sobé. Celkem

bylo provedeno pét validacnich reakci. Byly testovany nésledujici parametry: parametr

opakovatelnosti, reprodukovatelnosti a robustnosti.

5.1.1 Validaéni reakce ¢.1
Datum: 13. 11. 2019

Béhem prvni valida¢ni reakce bylo provedeno pracovnikem laboratofe celkem devét
reakci obsahujicich DNA stejného vzorku a 10. vzorkem byla negativni kontrola, do niz
se misto DNA pridala voda. Pivodni koncentrace pouzitého vzorku DNA byla 206 ng/ul,
ta byla fedénim upravena na 50 ng/pl. Vstupni mnozstvi DNA do reakce pak bylo
100 ng/pul.

Marker 7A

Obrazek 6 - Fotografie elektroforetického gelu (validacni reakce ¢. 1). Kontrola PCR produktu na 4% agarézovém
gelu. Prvni jamka obsahuje hmotnostni marker (100 bp DNA LADDER H3RTU). Dalsi jamky obsahuji PCR produkty
o velikosti 451 bp a 588 bp odpovidajici genotypu APOE E3/E3. V posledni jamce je napipetovdana negativni kontrola
reakce.
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Tabulka 15 - Vysledky validacni reakce ¢.1

Cislo vzorku Biologicky material Koncer(lltlrgz;lcj)izolétu Genotyp
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3

Negativni kontrola - - -

5.1.2 Validaéni reakce ¢.2
Datum: 13. 11. 2019

Tuto reakci jsem provedla osobné ja. Na obrazku 7 lze vidét, Ze jsem piipravila devét
reakci a negativni kontrolu. Pro 2. valida¢ni reakci byl pouzit stejny vzorek o koncentraci
206 ng/ul jako pro 1. validaéni reakci, opét byl natedén na koncentraci 50 ng/ul. Vstupni
mnozstvi DNA do reakce odpovidalo 100 ng/ul.

45



Marker - 74" 7B “sA sB 9A
s, e

451

— oy D g —

E3/E3 E3/E3

Obrazek 7 - Fotografie elektroforetického gelu (validacni reakce ¢. 2). Kontrola PCR produktu na 4% agarézovém
gelu. Prvni jamka obsahuje hmotnostni marker (100 bp DNA LADDER H3RTU). Dalsi jamky obsahuji PCR produkty
o velikosti 451 bp a 588 bp odpovidajici genotypu APOE E3/E3. V posledni jamce oznacené NK je napipetovina
negativni kontrola reakce.

Tabulka 16 - Vysledky validacni reakce ¢.2

Koncentrace izolatu

Cislo vzorku Biologicky material (ng/ul) Genotyp
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3

Negativni kontrola - - -
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5.1.3  Validacni reakce &3
Datum: 15. 11. 2019

Vse jsem pfipravila stejnym zpusobem jako pii predchozich valida¢nich reakcich.
Pro tuto valida¢ni reakci byl pouzit stejny vzorek DNA (ptivodni koncentrace 206 ng/ul),
natfedény na koncentraci 50 ng/ul, jako v obou ptedchozich valida¢nich reakcich. Vstupni

koncentrace DNA do reakce byla opét 100 ng/pl.

T, GiTBe.  BAL , U8B 94 9B NK ' _
i Wi B By e | e vy el s I M

-

- sivtp
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E3/E3 E3/E3 |, E3/E3

Obrazek 8 - Fotografie elektroforetického gelu (validacni reakce ¢. 3). Kontrola PCR produktu na 4% agarozovém
gelu. Prvni jamka obsahuje hmotnostni marker (100 bp DNA LADDER H3RTU). Dalsi jamky obsahuji PCR produkty
o velikosti 451 bp a 588 bp, coz odpovida genotypu APOE E3/E3. V posledni jamce je napipetovana negativni kontrola
reakce.

Tabulka 17 - Vysledky validacni reakce ¢.3

Cislo vzorku Biologicky material Koncel(lltll;::)iz‘)létu Genotyp
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3

Negativni kontrola - - -
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5.1.4 Validacéni reakce ¢.4
Datum: 15. 11. 2019

Ptedposledni valida¢ni reakce zahrnovala pfipravu péti reakci obsahujicich rozdilné
vstupni mnozstvi DNA a negativni kontrolu. Pro 4. valida¢ni reakci byl pouzit opét stejny
vzorek DNA o koncentraci 206 ng/ul, ziskany izolaci z periferni krve, jako v ptfedchozich
validac¢nich reakcich. V tomto ptipad¢ je vstupni mnozstvi DNA pro jednotlivé reakce

uvedeno v tabulce 18.

Marker 1A

Obrazek 9 - Fotografie elektroforetického gelu (validacni reakce ¢. 4). Kontrola PCR produktu na 4% agarozovém
gelu. Prvni jamka obsahuje hmotnostni marker (100 bp DNA LADDER H3RTU). Dalsi jamky obsahuji PCR produkty
S rozdilnymi koncentracemi vstupniho mnozstvi DNA uvedenymi v tabulce 18. Produkty maji velikost 451 bp a 588 bp
a odpovidaji genotypu APOE E3/E3. Posledni jamka NK predstavuje negativni kontrolu reakce.

Tabulka 18 - Vysledky validacni reakce ¢.4

Cislovaorka | Biologiek [ Koneentrace islitu [ gy
166/19 Periferni krev 100 E3/E3
166/19 Periferni krev 50 E3/E3
166/19 Periferni krev 28,5 E3/E3
166/19 Periferni krev 14 E3/E3
166/19 Periferni krev 7 E3/E3

Negativni kontrola - - -

5.1.5 Validaéni reakce ¢.5
Datum: 27. 11. 2019

V paté validaéni reakci jsem pouzila DNA izolovanou z bukalniho stéru, abych
se presvédcila, ze metoda chodi spravné s rlznymi primarnimi vzorky (matricich).
Puvodni koncentrace, kterou jsem ziskala izolaci DNA z bukalniho stéru, byla 185 ng/ul.

Vstupni mnozstvi DNA pouzité pro jednotlivé reakce uvadi tabulka 19.
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’ p —— R ) Ees e—a e e ey )

— 588 bp
451bp

E3/E3

Obrazek 10 - Fotografie elektroforetického gelu (validacni reakce ¢. 5). Kontrola PCR produktu na 4% agarozovém
gelu. Prvni jamka obsahuje hmotnostni marker (100 bp DNA LADDER H3RTU). V dalsich deseti jamkach
jsou napipetovany PCR produkty se snizujicim se mnozstvim vstupni DNA do reakce 0 velikosti 451 bp a 588 bp, coz
odpovida genotypu APOE E3/E3. Posledni jamka NK obsahuje negativni kontrolu reakce.

Tabulka 19 - Vysledky validacni reakce ¢.5

Koncentrace izolatu

Cislo vzorku Biologicky material (ng/ul) Genotyp
169/19 Bukalni stér 100 E3/E3
169/19 Bukalni stér 100 E3/E3
169/19 Bukalni stér 100 E3/E3
169/19 Bukalni stér 50 E3/E3
169/19 Bukalni stér 25 E3/E3

Negativni kontrola - - -

5.2 Analyza rozdilnych genotypit APOE metodou PCR ARMS

Jak vidime v tabulce 20, pfi této reakci byly pouzity vzorky se znamymi genotypy genu
APOE E3/E2, E3/E3, E4/E3 a E4/E4. Tyto vzorky pochazely bud’ z periferni krve,
nebo bukalniho stéru ruznych pacienti. Reakéni mix obsahujici primery Arginin 112
a Cystein 112 umozni amplifikaci PCR produktim o velikosti 451 bp. V ptipadé
reakéniho mixu obsahujiciho primery Arginin 158 a Cystein 158 jsou vysledkem
amplifikace produkty o velikosti 588 bp. Genotypy vySetienych vzorkd jsou uvedeny

pfimo na fotografii gelu, na obrazku 11 a odecteny pomoci tabulky 14.
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Obrdzek 11 - Produkty PCR reakce na elektroforetickém gelu. Kontrola PCR produktu na 4% agardzovém gelu. Prvni
Jjamka obsahuje hmotnostni marker (100 bp DNA LADDER H3RTU). Dalsi jamky obsahuji PCR produkty o velikosti
451 bp a/nebo 588 bp odpovidajici jednotlivym uvedenym genotypiim. Posledni jamka NK predstavuje negativni
kontrolu.

Tabulka 20 - Vysledky analyzy rozdilnych genotypi APOE

Cislo vzorku Biologicky material Konce?;g;i)hOIétu Genotyp
1 (131719 A) Periferni krev 42,4 E3/E2
2 (131/19 B) Bukalni stér 11,2 E3/E2
3(33/19) Bukalni stér 101 E3/E3
4 (45/19) Periferni krev 70,4 E4/E3
5 (170/17) Bukalni stér 12,3 E4/E4
6 (202/17) Bukalni stér 58 E3/E2
7 (129/17) Bukalni stér 115 E4/E3
Negativni kontrola - - -
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6 Diskuze

Nejbéznéji se vyskytujici izoformou genu APOE v populaci je APOE3, nasleduje APOE4
a nakonec APOE2. Procentualni zastoupeni jednotlivych izoforem se vSak v jednotlivych
populacich 1isi. Dle Abondio et al. se vyskytuje izoforma APOE3 s nejvyssi frekvenci
U kanadskych Hutterith 94 %, mexickych Mayi 90 %, v Evropé u baskickych
a sardinskych populaci 88 % a Chanli 80 %. Izoforma APOE4 vykazuje nejvyssi
frekvenci vyskytu v domorodych populacich ve stfedni Africe, kde se jedna o 29-40 %
populace, dale v Oceanii 26-49 % a v Mexiku 27 %. Napfi¢ Evropou lze pozorovat
zietelny zemépisny gradient pro zastoupeni izoformy APOE4, které ¢ini ve Spanélsku,
Portugalsku, TItalii aRecku 5-10 %, ve Francii, Belgii aNémecku az 16 %
a jeho maximalni vyskyt je popisovan na Skandinavském poloostrove, kde se jedna
031 %. Ztéto studie také vyplyva, ze APOE3 se Vv Evropé vyskytuje hojnéji spise
V oblastech nizsi zeméepisné $itky a Ze ma vyssi strukturdlni stabilitu a funkéni flexibilitu,
kterd muze byt spojovana s odolnosti vii¢i oxidaénimu stresu, absorpci mikronutrientt,
zvySenou opravou posSkozenych neuronii ¢i vazbou kovl (Abondio et al., 2019).
V dostupné literatute se uvadi, ze izoforma APOE4 je vyvojove nejstarsi, vznik izoformy
APOE3 se datuje pied 220 000 lety, a zni se pozd&ji vyvinula izoforma APOE2
(Eisenberg et al., 2010).

V dnesni dob¢ se genotypizace apolipoproteinu E objevuje stale Castéji na seznamu bézné
poskytovanych vySetieni genetickymi laboratofemi. Klinicky vyznam tohoto vySetieni
je zatim vestadiu vyzkumu. APOE hraje podstatnou roli pfi posouzeni
kardiovaskularniho rizika, pfipotvrzeni diagnostiky hyperlipoproteinémie III. typu
nebo pti diagnostice Alzheimerovy choroby s klinickymi pfiznaky. Mezi vySetiované
izoformy genu APOE patii pravé izoforma APOE2, APOE3 a APOE4. Jednotlivé
izoformy se od sebe odlisuji dvéma aminokyselinami v pozicich 112 a 158 a koduji je tii
kodominantni alely €2, €3 a e4. Pfitomnost urCité alely muize plsobit na nckterd
onemocnéni bud’ protektivné, nebo naopak miize zvySovat riziko spojené s danym
onemocnénim. Pokud je urCitd alela pfitomna, neznamend to, ze u jedince dané
onemocnéni propukne. V teoretické Casti prace je popsand spojitost alely &4
s Alzheimerovou chorobou a kardiovaskularnimi onemocnénimi a také vliv alely €2
K hyperlipoproteinémii II1. typu. V nékterych studiich je zminén mozny vztah alel APOE
I k dalsim chorobam, jako je Parkinsonova choroba, vaskularni demence, diabetes

mellitus ¢i roztousena skler6za. Tato problematika neni zatim dostatecné prozkoumana
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anazory nckterych studii se dokonce rozchazeji. Napiiklad Parkinsonova choroba
ma podobné klinické a neuropatologické vlastnosti jako AD. Je prokazéano, ze izoformy
APOE mohou ovlivnit degenerativni procesy zménou lipidového metabolismu. Nékteré
studie neprokazaly zadnou asociaci mezi alelou €4 a Parkinsonovou chorobou, jiné studie
se zamé&fily na alelu €4 jako na rizikovy faktor souvisejici s vékem, ve kterém propukne
onemocnéni a dojde ke snizeni kognitivnich funkci. Dal$i studie naznacila, ze alela €2
by mohla byt spojend s vy$§im rizikem PD, zatimco jind studie tvrdi Gplny opak

(Van Giau et al., 2015).

Alela €4 je asociovana piredev§im s Alzheimerovou chorobou. Zdédéni této alely
predstavuje vyznamné zvysené riziko vzniku AD v mlad$im véku, 1idé s dvéma kopiemi
této alely maji az 8krat vyssi riziko AD v mlad$im véku nez 1idé, ktefi tuto alelu nemaji.
U pacientii s mirnymi kognitivnimi poruchami a genotypem &4/e4 dochazi k vétSimu
poskozeni paméti, snizeni schopnosti vykonavat bézné denni Cinnosti a vyraznéjsi atrofii
hippokampu. U lidi bez APOEA4, ale s pozitivni rodinnou anamnézou nebylo prokazano
zvySené riziko k AD, coz ukazuje na vztah rodinné anamnézy pouze pii pritomnosti
APOEA4. Alela €2 ma naopak protektivni vliv na rozvoj AD a stejné tak kombinace alel
€2 a €3. (Cibickova a Palicka, 2005).

Alela €4 je také rizikovym faktorem pro kardiovaskuldrni onemocnéni.
V heterozygotnich genotypech €2/e3 a €2/e4 je alela €2 povazovana za protektivni.
Pro aterosklerdzu, jednu z pfi€in kardiovaskularniho onemocnéni, je rizikovym faktorem
genotyp €3/ 4. Byly prokazany vyssi plazmatické koncentrace APOE u nositeld alely €2
oproti jedincim s genotypem €3/e3. U nositeld alel €4 a €3/e3 nebyl prokazany rozdil
v plazmatickych koncentracich APOE. Kombinace alel €2/¢3 ma vyssi hladiny celkového
cholesterolu a LDL cholesterolu a nizsi hladiny HDL cholesterolu v porovnani s alelami
€3/e4 (Machal etal., 2012). U alel &4 je prokazana vyrazné niz$i hladina hs-CRP
nez U alel €3 a €2. Vztah mezi APOE a hs-CRP neni zatim védcim zcela jasny. CRP
je sérovy protein akutni faze zanétu produkovany jatry, vyuziva se jako celkovy marker
piizanétu a uvadi se, Zze se muze podilet i na rozvoji, progresy a destabilizaci
aterosklerotické 1éze. U pacienti s kardiovaskularnim onemocnénim jsou nalezeny
zvySené hladiny plazmatického CRP. Uvadi se, ze apolipoprotein E, ktery je vazany
v HDL, ma spojitost s rekurenci kardiovaskularnich ptithod. APOE ve VLDL a LDL
Casticich je spjat s vyrazné niz§im rizikem ICHS (Pleva et al., 2017).
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Kombinace alel €2/62 je rozhodujici piivyvoji onemocnéni zvaného
hyperlipoproteinémie III. typu. Je to viibec prvni onemocnéni spjaté s polymorfismem
APOE. Onemocnéni se rozviji za pfitomnosti urCitych podminek naptiklad
hyperinzulinémie, nadmérného kalorického piijmu nebo u muzského pohlavi
(Machal et al., 2012). Ve srovnani s APOE3 vykazuje APOE2 jen 2% afinitu k LDL
receptoriim, coz je pti¢inou nizsi clearance APOE2, vyssi plazmatické koncentraci APOE

a snizeni triglycerida (Pleva et al., 2017).

Cholesterol je latka steroidni povahy, ktera je v lidském organismu nezbytna pro tvorbu
hormonii a vitaminu D. Pomaha lidskému télu zpracovavat tuky. Vyssi hladiny
cholesterolu maji osoby s alelou €4. Piili§ vysoké koncentrace Vv krvi zptsobuji v téle
fadu zdravotnich rizik a je tfeba nastolit dietu. Doporuceny denni piijem cholesterolu
ve stravé ¢ini maximalné 300 mg cholesterolu a pii zvySenych hladinach cholesterolu
maximalné 200 mg denné. Soucasti diety je zafadit do stravy kvalitni rostlinné tuky
a oleje obsahujici velky podil omega 3 a 6 nenasycenych mastnych kyselin, které maji
vliv na snizovani hladiny LDL cholesterolu v krvi. Do stravy je tieba zaclenit dostatecny
ptijem ovoce, zeleniny a potravin bohatych na vlakninu, snizit pfijem soli, preference

driibeze a ryb nebo dostate¢ny pitny rezim (Otova a Mihalova. 2012).

Hlavnim cilem této bakalatské prace byla validace metody PCR ARMS, ktera je vhodna
pro laboratorni diagnostiku genu APOE. Jedna se 0 tzv. in house metodu. To znamena,
ze si laboratof nekupuje komer¢ni diagnostické kity, ale navrhne si svou metodu
a prislusny protokol pro danou analyzu. Pokud se laboratof rozhodne pro in house
metodu, musi provadét rozsadhlé¢ validace. Velkym pozitivem jsou nizSi ndaklady
na samotné vySetfeni, ve srovnani S pouzitim komerénich diagnostik, ovsem né&kdy

za cenu vysokych nepiimych naklada.

Pouziti metody PCR ARMS je vhodné pro mensi genetické laboratofe. Je finan¢né
I Casové dostupnéjsi v porovnani s jinymi molekularné genetickymi ptistupy. Napiiklad
metoda real-time PCR vyzaduje oproti PCR ARMS drahé reagencie a pfistrojové
vybaveni. Ztohoto divodu jsou ndklady pro malé laboratoie nebo populacni
screeningové programy neumérné vysoké. Studie You et al. (2015) porovnava na souboru
708 pacientt dvé rizné metody genotypizace APOE, kterymi jsou PCR ARMS a PCR
RFLP. Piesnost obou metod se posuzovala na zéklad¢ Paersonova (chi-kvadrat) testu,

kdy bylo zjisténo, ze piesnost metody PCR ARMS je 94 % a ptesnost metody PCR RFLP
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je jen 82 %. Kromé toho ma metoda PCR ARMS oproti PCR RFLP zfetelné vyhody,
pokud jde o naklady na reagencie a ptistrojové vybaveni laboratofe, Casovou naro¢nost

a jednoduchost experimentalniho zpracovani (You et al., 2015).

Validace metody byla provedena ve tiech dnech, celkem bylo pfipraveno pét valida¢nich
reakci. Na validaci se podilely dvé osoby nezavisle na sob&. Béhem valida¢nich reakci
setestovaly  parametry  opakovatelnosti,  reprodukovatelnosti  a robustnosti.
Opakovatelnost znazoriuje vysledky ziskané stejnou metodou, stejnym pracovnikem,
na stejném pfiistroji i ve stejném prostoru a za stejnych podminek v kratkém casovém
intervalu. Reprodukovatelnost se lisi od opakovatelnosti tim, ze vysledky jsou ziskany
druhym pracovnikem, ale stejnou metodou i pfi pouziti stejného materialu. Testovani
robustnosti se provadi proto, aby se zjistilo, zda je metoda pfesna i pii malych
odchylkach, kterymi byla v této praci zména koncentrace DNA vzorku. Vysledky testd
se shodovaly i pfi velmi nizkych koncentracich DNA (az 7 ng/ul).

Podle mého nazoru je takto provedena validace dostacujici. Pii testovani vSech tii
validaénich parametrt byla ziskana spolehliva data. Bylo také prokazano, Ze je metoda
vhodnd pro laboratorni diagnostiku izolatu DNA pochazejiciho z periferni krve
I bukalniho stéru. DalSim tukolem praktické ¢asti byla analyza genotypu APOE,
diky ni Ize vidét, Ze metoda PCR ARMS detekuje kromé alely €3 spolehlivé také alely €2

aed.
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7 Zavér

Jednim zcill této bakalarské prace na téma Validace PCR metody po stanoveni
izotopovych variant v genu APOE bylo sepsani odborné reSerze na dané téma pomoci
dostupnych literarnich zdrojti a odbornych publikaci. V teoretické Casti jsem nejprve
shrnula zékladni informace o lipoproteinech, lipoproteinovém metabolismu
a apolipoproteinech. Déle jsem se zabyvala problematikou samotného genu APOE,
jeho produktu a asociaci s riznymi onemocnénimi. Nakonec jsem uvedla n¢kolik riznych
molekularn¢ — genetickych piistupt, které lze vyuzit pro laboratorni diagnostiku genu

APOE.

Soucasti praktické ¢asti bylo sezndmeni se s laboratornimi postupy a ptistroji v genetické
laboratofi. Osvojila jsem si zakladni metody molekularni biologie, mezi které patii
izolace DNA z bukalniho stéru i periferni krve, méfeni koncentrace ziskané DNA,

ptiprava PCR reakce, provedeni gelové elektroforézy a analyza ziskanych vysledk.

Hlavnim cilem praktické casti byla validace metody PCR ARMS pro stanoveni
jednotlivych izotypt genu APOE, kterd probéhla uspésné, a proto mize byt tato metoda
Vv genetické laboratofi pouzivana pro rutinni vysetfeni. Vystupem kazdé validace by m¢l
byt valida¢ni protokol, ktery dokumentuje provedeni a vyhodnoceni celého valida¢niho

procesu.
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10 Seznam zkratek

ABCA1l ATP-binding casette transporter (ATP vazajici kazetovy transportér)
AD Alzheimer’s disease (Alzheimerova choroba)

APOA apolipoprotein A

APOC apolipoprotein C

APOD apolipoprotein D

APOE apolipoprotein E

APP amyloid precursor protein (amyloidovy prekurzorovy protein)

ARMS-PCR amplification refractory mutation system (amplifikaci nedostupny muta¢ni
systém PCR)

AS-PCR allele specific PCR (alelové specificka PCR)

ATP adenosine triphosphate (adenosintrifosfat)
bp base pair (par bazi)

CETP cholesterol ester transfer protein (cholesterylester transferovy protein)
CM chylomikrony

CNS centralni nervova soustava

CRP C-reaktivni protein

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxynukleositrifosfat

ddNTP dideoxynukleosidtrifosfat

DM Diabetes mellitus

dNTP deoxyribonukleotidtrifosfat

dsDNA double stranded DNA (dvouvlaknova DNA)
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FN false negativity (falesna negativita)

FP false positivity (falesna pozitivita)

HDL high density lipoproteins (lipoproteiny s vysokou hustotou)

HLP hyperlipoproteinémie

hsCRP vysoce senzitivni PCR

HSPG heparan sulfate proteoglykans (proteoglykany heparan sulfatu)

IDL intermediate density lipoproteins (lipoproteiny o stiedni hustot¢)

ICHS ischemicka choroba srde¢ni

kDa kilodalton

KVO kardiovaskularni onemocnéni

LCAT lecithin-cholesterol acyltransferase (lecitin cholesterol acyltransferaza)
LDL low density lipoproteins (lipoproteiny s nizkou hustotou)

LDLR LDL receptor

LPL lipoproteinova lipaza

LRP1 protein 1 piibuzny LDL receptoru

MTP mikrosomal triglycerid tranfer protein (mikrozomalni triglyceridovy

transferovy protein)
nm nanometr
NTC no template control
OH skupina hydroxylova skupina
PCR polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
PCR-SSP sequence specific primer PCR (PCR se sekvencné specifickymi primery)

PD Parkinson’s disease (Parkinsonova choroba)
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RFLP

RNA
SR-B1
TAG

Taq

THl
N
TP
uv
VLDL

VLDLR

restriction fragment length polymorphism (polymorfismus délky

restrikénich fragmenti)

ribonukleova kyselina

scavenger receptor class B type 1 — uklizejici receptor B typ 1
triacyglycerol

polymeraza (enzym ziskany izolaci termolabilni bakterie Thermus

aquaticus)

polymeraza (enzym ziskany izolaci termostabilni bakterie Thermus flavus)
true negativity (spravna negativita)

true positivity (spravna pozitivita)

ultraviolet (ultrafialové zareni)

very low density lipoprotein (lipoproteiny o velmi nizké hustot¢)

VLDL receptor
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