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Klinicky vyznam polymorfismu rs4646994 v genu ACE

Abstrakt

Predlozena bakalarska prace se zabyva, jak je patrné znazvu, jednim konkrétnim
polymorfismem rs4646994 v genu ACE a jeho klinickym vyznamem. Gen ACE, slozen
z 26 exonu, je lokalizovan na chromozomu 1723 a jeho nazev ACE je zkratkou pro
angiotenzin konvertujici enzym. Tento enzym je schopen §tépit bilkoviny, pfiCemz je
soucasti systému renin-angiotenzin, ktery reguluje krevni tlak a rovnovahu tekutin a soli
v organismu. Principem je Stépeni bilkoviny zvané angiotenzin I na angiotenzin II. Ten
pak zpusobuje zizeni (konstrikci) cév, coz vede ke zvySeni krevniho tlaku. Tento protein
také stimuluje produkci hormonu aldosteronu, ktery spousti vstiebavani soli a vody
ledvinami. ZvySené mnozstvi tekutin v téle nasledné zvySuje krevni tlak. Kromé toho

muze angiotenzin II hrat také roli pii vyvoji ledvin.

Vybrany polymorfismus ACE rs4646994 je velmi zajimavy zhlediska riznych
onemocnéni (napt. COVID-19, nefropatie u diabetes mellitus, syndrom polycystickych
vajeCnikd atd.) Vyznamnou roli mize hrat také u Alzheimerovy choroby, na kterou je
zaméfena prakticka Cast této bakalarské prace. VySetfeni polymorfismu rs4646994
v genu ACE bylo v ramci praktické casti provedeno ve vybrané skupiné 61 seniorskych
pacienti prevazné s diagndozou demence metodou end-point PCR. Ziskana data byla
nasledné statisticky zpracovana a porovnana s kontrolni skupinou pacienti bez diagnozy

demence. Vysledky byly nasledn€ porovnany s dostupnymi odbornymi publikacemi.
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Clinical significance of the rs4646994 polymorphism in the ACE gene
Abstract

The present bachelor thesis deals, as it is obvious from the title, with one particular
polymorphism rs4646994 in the ACE gene and its clinical significance. The ACE gene,
consisting of 26 exons, is localized on chromosome 1723 and its name ACE stands for
angiotensin converting enzyme. This enzyme is capable of breaking down proteins and is
part of the renin-angiotensin system, which regulates blood pressure and fluid and salt
balance in the body. The principle is to split a protein called angiotensin I into angiotensin
IL. This then causes the blood vessels to narrow (constrict), leading to an increase in blood
pressure. This protein also stimulates the production of the hormone aldosterone, which
triggers the absorption of salts and water by the kidneys. The increased amount of fluid
in the body subsequently increases blood pressure. In addition, angiotensin II may also

play arole in kidney development.

The selected ACE 154646994 polymorphism is of great interest in terms of various
diseases (e.g. COVID-19, nephropathy in diabetes mellitus, polycystic ovary syndrome,
etc.) It may also play an important role in Alzheimer's disease, which is the focus of the
practical part of this bachelor thesis. The investigation of the rs4646994 polymorphism
in the ACE gene was carried out in a selected group of 61 patients with a diagnosis of
dementia by end-point PCR. The data obtained were then statistically processed and
compared with a control group of patients without a diagnosis of dementia. The results

were then compared with available scientific publications.
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1 Uvod

ACE je metalopeptidaza, ktera se podili na regulaci krevniho tlaku. (Kim et al., 2003;
Bernstein et al., 2011). Ma dvé katalytické domény, doménu N a doménu C, které mohou
Stépit angiotenzin a bradykinin. (Ceconi et al., 2007; Denti et al., 2014; Fernandez et al.,
2003) Bézné je exprimovan epitelidlnimi, endotelidlnimi a neurondlnimi burikami.

(Turner a Hooper, 2002)

Klasicky pohled na funkci ACE ji spojuje s drahou systému renin-angiotenzin (RAS), v
némz ACE katalyzuje tvorbu vazokonstrikéniho oktapeptidu angiotenzinu II z jeho
nevazoaktivniho prekurzoru angiotenzinu I, stejné jako Stépeni a inaktivaci

vazodilata¢niho bradykininu. (Sayed-Tabatabaei et al., 2006)

ACE ma mnoho polymorfismt, které maji rozdilny klinicky vyznam. Polymorfismus
154646994 hraje dulezitou roli u Alzheimerovy choroby, nefropatii u diabetes mellitus,
plicniho onemocnéni a dalSich. Velmi zajimavy je i ve spojitosti se sportovci a jejich

sportovnim vykonem. Jedna se o inzeréné-delecni polymorfismus.

Pro vySetieni polymorfismu rs4646994 v genu ACE byla pouzita metoda end point PCR
a gelova elektroforéza. Celkem bylo hodnoceno z hlediska genotypu 61 pacientd —
seniort s/nebo bez diagnézy demence a 157 pacientd z kontrolni skupiny. Vysledna data

byla statisticky zpracovana a porovnana s jinymi populacnimi studiemi.



2 Klinicky vyznam polymorfismu rs4646994 v genu ACE

2.1  Klinicky vyznam

V prvni fad€ bych se chtéla vénovat obecnym pojmum, které tizce souviseji s tématem
mé bakalarské prace. Klinicky vyznam jakéhokoli faktoru je stanoven na zakladé
predchazejici klinické studie. Napt. v roce 1747 James Lind provedl systematickou studii
na namotnicich trpicich nedostatkem vitaminu C. V roce pak 1750 John Haytgarth objevil
placebo efekt apod. K ¢emu slouzi klinické studie? Klinické studie slouzi predev§im pro
otestovani novych 1é€iv, kombinaci 1é¢iv, 1ékovych forem a generik. Déle pro testovani
novych 1éCebnych postupt a operaci, pro studium vlivu vybranych faktorti na zdravi, pro
testovani novych diagnostickych postupti. Pokud chce farmaceuticka spole¢nost vyvinout
nové 1é¢ivo, musi nejprve stanovit biologickou podstatu jeho funkce, naptiklad inhibici
klicového enzymu. Takovy enzym nebo receptor je pak cilem pro ucinnou latku. Hledani
novych cilt je hlavnim ukolem akademiki. Napft. v oblasti nizkomolekularnich 1€cCiv jsou
castymi cili pravé enzymy (ACE pro 1éky na hypertenzi, HMGCoAR pro statiny atd.),
receptory (beta-blokatory — beta-adrenergni GPCR, antihistaminika — histaminovy GPCR
atd.), iontové kanaly, transportni proteiny apod. (Lind, 2018; Svobodnik et al., 2014)

Mezi tyto enzymy patii i ACE. V ramci teoretické ¢asti bude vyhodnocen jeho celkovy
klinicky vyznam, a to na zaklad¢ informaci ziskanych studiem odborné literatury a

dostupnych genovych databazi.

2.2 Geny

Geny jsou specificky ulozené jednotky dédi¢né informace. Z molekularniho hlediska jde
o useky nukleové kyseliny se specifickym potradim nukleotida, které podminuji strukturu
a funkci genového produktu. Do této struktury patii i regulacni sekvence, jako je promotor
nebo terminator, které jsou rozeznavany enzymy polymerazami a umoziuji tak spravné
a presné zpracovani dédi¢né informace koddované konkrétnim genem. (Vychodilova et al.,

2019)

Tzv. mrtvy gen oznacujeme jako pseudogen, takovy gen jiz neni aktivni a jeho informace
neni realizovana — divodem této inaktivity jsou predev§im nefunkcni nebo chybéjici

regulacni sekvence. (Vychodilova et al., 2019)



Geny rozdélujeme podle jejich ucinnosti pii realizaci dédi¢ného znaku na monogenni a
polygenni. Monogennimi geny jsou geny velkého u¢inku. To znamend, ze na tvorbé
znaku se podili jen malo genu (Casto jen jeden) a vétSinou jde o znak kvalitativni. Tyto
geny jsou rozhodujici pro monogenni typ dédi¢nosti. Polygennimi geny oznacujeme geny
malého ucinku, kdy se na tvorbé znaku podili vice gend a nezanedbatelny je i vliv
vnéjsiho prostiedi. Jedna se vétSinou o kvantitativni znaky zodpovédné za polygenni typ
dédicnosti. Dale se geny deli podle jejich funkce na strukturni, regulacni a RNA geny.
Strukturni geny koduji strukturu bilkoviny. Regulacni geny koduji enzymy regulujici

expresi strukturnich genti a mohou ovliviiovat diferenciaci bunek. (Otova, 2013)

2.2.1 Umisténi genit a genovd vazba

Geny jsou ulozeny ve specifickém a neménném potadi na chromosomech linearné za
sebou. Kazdy gen tak ma své unikatni misto na urcitém chromosomu a v jeho urcité casti
— presnéji feceno v genovém lokusu. Geny ulozené na chromozomu 1 jsou spolu v genové
vazbé. Mendeltiv zakon o nezavislé kombinovatelnosti alel rtiznych alelovych para
pojednava o tom, ze se dva rizné geny dédi nezavisle na sobé. OvSem toto zcela plati
pouze o genech uloZenych na rtznych chromosomech. Geny, které jsou ulozeny na
jednom chromosomu, by se tedy mély dédit spole¢né. Toto tvrzeni nemusi byt pravdivé
diky procesu zvanému crossing-over. Crossing-over je proces vzajemné rekombinace
nékterych genli navziajem mezi parem homolognich chromosomt béhem meiozy.
Crossing-over umoziiuje vytvafeni novych kombinaci jiz existujicich alel genu

lokalizovanych na stejném chromozomu. (Finegold, 2021)

Touto problematikou se zacal zabyvat Thomas Hunt Morgan, ktery ziskal Nobelovu cenu
za lékafstvi a fyziologii v roce 1933. Cim je vzdalenost mezi geny na chromosomu vétsi,
tim je vetsi 1 pravdépodobnost rekombinace mezi nimi a sila genové vazby klesa. Ale
pokud jsou oba sledované geny na chromosomu velmi blizko sebe, stoupa sila genové
vazby a klesa pravdépodobnost rekombinace. Pomoci rekombinacniho zlomku pfi

znamych vysledcich kfizeni mizeme vypocitat silu vazby. (Ziegler, 2011)

2.2.2 Centralni dogma
Zakladni pohled na prenos a realizaci genetické informace predstavuje centralni dogma.
Zékladni schéma tohoto dogmatu muselo byt nékolikrat modifikovano, nize je uvedena

jednodussi forma zachycujici realizaci znaku. (Otova, 2019)
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DNA (Gen) -> transkripce -> mRNA -> translace -> protein -> uplatnéni proteinu ->

dédi¢ny znak

V piitomnosti mutace v genu, se syntetizuje pozméné€ny protein nebo vibec zadny
protein, pravé toto ma za nasledek odlisny projev dédi¢ného znaku, tudiz mutace muze

podminovat vznik urcitych genetickych chorob. (Otova, 2019)

2.2.3 Dédicné znaky

Vlastnosti organismu vzniklé expresi genli oznacujeme jako dédi¢né znaky. Fenotypem
oznacujeme jejich soubor v ramci jednoho organismu. Nékteré mohou byt pozorovatelné,
nekteré zjistujeme pouze za pomoci specialnich vySetieni. Délime je z hlediska uplatnéni
na anatomicko-morfologické, fyziologické a psychologické. Také se daji délit podle
jejich méfitelnosti na kvalitativni a kvantitativni. Kvalitativnimi znaky myslime znaky,
které jsou nemeéfitelné a tvori n€kolik odlisSnych variant. Naptiklad krevni skupiny v ABO

systému. (Doskar et al., 2009)

Kvantitativnimi znaky oznacCujeme znaky méfitelné, které tvoii plynulou fadu variant a

muzeme je vyjadiit Gaussovou kiivkou. Napriklad vyska jedince. (Doskar et al., 2009)

2.2.4 Genetické poruchy

Geneticka porucha je zptisobena abnormalnim genem. Abnormalni gen mazeme zdédit
nebo muze vzniknout spontanné jako vysledek nové mutace. Genové abnormality jsou
pomérné bézné. Kazdy clovek nese v prumeéru 100-400 abnormalnich genti. Odpovidajici
gen v paru je vSak vétSinou normalni a zabranuje skodlivym G¢inkiim abnormalniho genu.
V bézné populaci je velmi mala Sance, ze osoba bude mit dvé kopie stejného

abnormalniho genu. (Finegold, 2021)
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2.3 Gen ACE

2.3.1 Popis

ACE je zkratka pro angiotenzin konvertujici enzym. Jednd se o karboxy-terminalni
dipeptidyl-exopeptidazu obsahujici zinek, ktery hraje dilezitou roli v regulaci krevniho

tlaku jako soucast reninangiotenzinového systému angiotenzin II (ATII). (Acharya et
al.,2003)

Liver

Angiotensinogen
= § 0
enmn  Apof ACE (& L’_.’. )
Al )

Angll

\ 4
T

Vi /. Hypothalamus

é

ADH ’ .
Thist and drinking Vasoconrtaction Aldosteron

Na and Water retention
Obrazek 1: Renin-angiotenzin-aldosteronovy systém (Gelen et al., 2021)

ACE je lokalizovany na chromozomu 17q23. Obsahuje inzeréné(l)/delecni(D)
polymorfismus v intronu 16 charakterizovany pfitomnosti nebo absenci 287 bp dlouhé
Alu repetitivni sekvence. AvSak mechanismus ucinku inzeréné-dele¢niho polymorfismu

neni pfesn¢ znam. (Martinez-Rios et al., 2008)
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Obrazek 2: Umisténi lidského genu ACE na chromozomu 17q23 (Sobhi. Sager, 2016)

ACE je také oznacovan jako CD143, DCP1. (Metzger et al., 2011)

2.3.2 Funkce
ACE ma dvé hlavni funkce:

- Katalyzuje pfeménu angiotenzinu I na angiotenzin II. Odstratiuje z dekapeptidu
angiotensinu I dvé karboxy-terminalni aminokyseliny a tvofi oktapeptid AT II,
také oznaCovany jako prozanétlivy, protoze zvySuje hladinu prozanétlivych
cytokini. Angiotenzin II se podili na vazokonstrikci neboli stazeni cév.

(Gribouval et al., 2005)

- ACE je schopen inaktivovat bradykinin, ktery se povazuje za silny vazodilatator.
Bradykinin zpasobuje rozsifeni cév, coz snizuje krevni tlak. Inaktivace

bradykininu napomaha zvysovani krevniho tlaku. (Gribouval et al., 2005)

ACE se také podili pii vzniku a rozvoji aterosklerdzy, chronického srde¢niho selhani,
cévni mozkové piihody, schizofrenie, demence, Alzheimerovy choroby a dalSich
akutnich nebo chronickych zanétlivych onemocnéni. (Santos et al., 2017; Okwan-Duodu

et al., 2019)

2.3.3 Vyskytv organismu
ACE je pfitomny na endotelialnich bunikach tzn. na bunikach vystylajici vnitrek krevnich
1 lymfatickych cév v mnoha tkanich (naptiklad déloha, placenta, srdce, mozek, ledviny,

leukocyty, alveolarni makrofagy, periferni monocyty, neurony). (Bernstein et al., 2013)
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Harmer et al. (2002) zjistili pomoci kvantitativni RT-PCR expresi ACEI ve vSech 72
zkoumanych tkanich. Exprese byla zvlasté vysoka v ileu, jejunu, duodenu, varleti, plicich,

plicnich cévach a prostaté. (McKusick, 1989)

2.3.4 Patologie

Mutace genu ACE jsou nejCastéjsi piiCinou zavazné poruchy ledvin zvané renalni
tubularni dysgeneze. Toto onemocnéni se projevuje abnormalnim vyvojem ledvin pred
narozenim, neschopnosti vylu¢ovat moc¢ a vyrazné nizkym krevnim tlakem. (Cieszczyk

et al., 2009)

Patologicky polymorfismus rs4646994 ma dalsi klinické konsekvence, ovliviiuje
hypertrofii levé srde¢ni komory (D alela), zavaznost mikrovaskularniho onemocnéni
(diabetickou nefropatii) a vyvoj Alzheimerovy choroby (degradaci amyloidového
peptidu), muaze také ovlivnit etiopatogenezi mnohocetného myelomu. (Zmorzynski,

2019)

Etiopatogeneze znamena soubor pfi¢in a mechanizmu, které vedou ke vzniku a rozvoji
nemoci. Tady konkrétn€ vzniku mnohocetného myelomu, coz je velmi zavazné nadorové
onemocnéni zpusobeno proliferaci plazmatickych bunék a jejich akumulaci v kostni

dfeni. (Zmorzynski, 2019)

Polymorfismus rs4646994 muze také souviset s opakovanim hypertenzniho
intracerebralniho krvaceni (krvaceni do mozku), s vyskytem psoridzy neboli lupénky,

onemocnénim ledvin, a dokonce i mrtvice. (Ifiiguez et al., 2021)

2.3.5 Lécha

V souvislosti s jeho funkcemi je inhibice ACE hlavnim cilem lé¢by chorob, jako je
vysoky krevni tlak, srdecni selhani, diabeticka nefropatie a diabetes mellitus ILtypu.
Inhibice ACE (pouzitim inhibitoril) omezi tvorbu angiotenzinu II coz vede ke snizenému
vyluCovani aldosteronu, fizeného angiotenzinem II, z kiiry nadledvinek a tim dojde ke

snizené reabsorbci vody a sodiku. (Ahmetov II & Robozkin VA, 2009)

Pti pouziti inhibitord ACE a beta-blokatorti u probandi s 1é¢bou srdec¢niho selhani se
podle rozsahlych studii ukazalo zlepSeni vysledkt. Tyto vysledky vedly k doporuceni,

aby vSichni probandi, ktefi maji srdecni selhani doprovazené nizkou ejekcni frakci a ktefi
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mohou tolerovat inhibitory ACE a betablokatory, byli 1é¢eni obéma pfipravky. (Van der
Horst et al., 2007)

Exner et al. (2001) se zaméfili na skutecnost, ze probandi ¢erné pleti se srdeCnim selhanim
maji hor$i prognézu nez probandi bilé pleti, a provedli studii srovnavajici rasové skupiny.
Zjistili, ze zatimco l1éCba enalaprilem je u bélosskych probandi s funkci levé komory
spojena s vyznamnym snizenim rizika hospitalizace pro srde¢ni selhani, u podobnych
Cerno$skych probandu takovy ucinek nema. Vysvétleni mensi odezvy na inhibitor ACE u

cerno$skych probandi nebylo jasné. (McKusick, 1989)

Tento gen je obecné nejCastéji testovanym genem vzhledem ke kardiovaskarnimu
onemocnéni, navic také hraje roli v plodnosti diky své schopnosti Stépit a uvoliovat

membranové proteiny GPI ve spermiich. (Ifiiguez et al., 2021)

2.3.6 Alely
Ptitomnost alely D je spojovana se zvySenou aktivitou enzymu a vy$§imi hladinami ACE

v plazmé. (Rahimi, 2021)

Ptitomnost alely I je spojovana naopak s nizsi sérovou a tkafiovou urovni aktivity ACE.
Na zakladé€ védeckych studii bylo prokazano, Ze pfitomnost alely I v genu ACE zptsobuje
zvySenou mechanickou ucinnost trénovaného svalu tzn. zvySené mnozstvi pomalych
svalovych vlaken, vétsi odolnost proti unave, vys§i VOomax (maximalni mnozstvi kysliku,
které t€lo dokaze vyuzit behem fyzické aktivity), celkové zlepSeni mechanické svalové
ucinnosti a také vétsi syceni kyslikem perifernich tkani v prubéhu jakékoliv zatéze.

(Hyjanek, 2015)

2.4 Polymorfismy
Geneticky polymorfismus je oznaceni pro vyskyt téhoz znaku ve vice tvarech, formach,

pfi¢emz tato mnohotvarnost je geneticky podminéna. (Strachan and Read, 2011)

Jednonukleotidové polymorfismy (z angl. single nucleotide polymorphisms neboli SNP)
jsou nejcastéji zastoupenou genetickou zmeénou v lidském genomu. Kazdy
jednonukleotidovy polymorfismus predstavuje rozdil v jedné stavebni jednotce, tzn.
nukleotidu. Z tohoto diivodu se jednonukleotidové polymorfismy nejcastéji oznacuji

pismeny symbolizujicimi tyto stavebni jednotky A —adenin, C —cytosin, G — guanin nebo
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T — thymin a také Cislem odpovidajicim urcité poloze na DNA. Jelikoz se vyskytuje jeden
SNP na 300 po sobé nasledujicich nukleotidi, znamena to, ze v celém lidském genomu
se jich nachazi pfiblizné 10 miliond. Vétsina SNP nema na lidské zdravi piimy vliv, ale
mohou napf. pozménit u€inek 1éku nebo reakci organismu na zat€z chemickymi nebo
biologickymi Skodlivinami v zivotnim prostfedi. Pfitomnost SNP je mozné vyuzit pii
sledovani dédicnosti patologického znaku v rodinach s vysokym vyskytem zavaznych

chorob, napft.: diabetu, kardiovaskularnich ¢i nadorovych onemocnéni. (MaRu, 2010)

Uspésné dokonéeni projektt HUGO (Human Genome Project) vroce 2003 a
International HapMap Projekt v roce 2005 pfineslo obrovsky pokrok v oblasti poznani
lidského genomu. V ramci té€chto projektt byly vytvoreny genové banky a databaze, které
vedly ke zrychleni vyvoje riznych technologickych platforem. (MaRu, 2010)

V soucasnosti probiha intenzivni vyzkum vyuzivajici asocia¢ni genomové studie (z angl.
Genome-Wide Association Studies) v oblasti genomiky. Tyto studie mapuji vyskyt SNP
v lidském genomu a snazi se najit jejich asociaci s konkrétnimi onemocnénimi. Za pouziti
nejnovejSich metod jsou sledovany statisice SNP soucCasné a nasledné je statisticky
ohodnocen jejich vyskyt u postizenych dobrovolnikii a kontrolnich zdravych jedinct.
Vysledkem je odhaleni tzv. kandidatnich SNP. Jedna se o SNP, které se vyskytuji ve
skupin€ nemocnych vyznamné Castéji nez ve skupiné zdravych jedinct a ty jsou pak dale
studovany. Po ovéfeni vysledkd nezavislymi studiemi a zjisténi mechanismu ptsobeni
identifikovanych gent je mozné navrhnout panel kandidatnich gent pro identifikaci osob,
ktefi maji zvySené riziko vzniku onemocnéni a zaméfit se u nich na preventivni opatieni.

(MaRu, 2010)

V databazi Narodniho centra pro biotechnologické informace (NCBI) je uvedeno vice nez
160 polymorfismii genu ACE, pfiCemz veétSinou se jedna o jednonukleotidové

polymorfismy (SNP). (MaRu, 2010)
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Tabulka 1:Polymorfismy v genu ACE

Mutovana Mozné Vyskyt . Klinicky vyznam .
Polymorfismus alela enot v populaci v Zdroje
EENOLYPY | (Ensembl,2022)
Alzheimerova choroba,
nefropatie u diabetes (Hsieh et al., 2020),
mellitus syndrom (Kalita et al., 2011),
is‘l‘%ggg‘z‘ 1 21% polycystickych vaje¢niki, | (Cintra et al., 2018),
s 4340 I DD 28% fyzicka aktivita u (Shaikh et al.,2014),
;SI 447447 ID 51% sportovet, Covid-19, (Wang et al., 2015),
s riziko plicniho (Maron et al., 2006),
onemocnéni, spontanni (Qin et al., 2013)
intracerebralni krvdceni
GG 31% e S o
rs12449782 G AA 249 Zvysené riziko diabetick¢ | (Hadjadj et al.,
GA 45 %(j nefropatie 2007)
TT 13% Unipolarni deprese, . )
rs4291 T AA 43% hypertenze s glukdézou na ;i?ﬁlgaelt a21.6 12 (%06’
AT 44% lacno -
ce 9%
TT Asociace s velkou depresi | (Angunsri et al.,
154292 T cT g‘;z v thajské populaci 2009)
(Alzgene — Genovy
GG 33% p . piehled vSech
154293 A AA 28% leosrsolbmﬂ“’ Alzheimerovy | o v svanych
AG 39% y studii AD-asociace
pro ACE, 2011)
Asociace s hypoxii s
54309 C %’E gg? osteonckrdzou hlavice (Hong et al., 2010;
s CT 39 (70 femuru, Alzheimerova Deng et al., 2015)
? choroba
Diabetecka nefropatie,
riziko recidivy
intracerebralniho krvaceni
TT 13% u amyloidni angiopatie, (Hadjadj et al.,
rs4311 T CC 46% geneticke rizikové faktory | 2007; Roberts et al.,
CT 41% pro hepatopulmondlni 2010)
syndrom u pacientil s
pokrocilym onemocnénim
jater
GG 15% Diabeticka nefropatie,
0
Alzheimerova choroba,
154343 A AA 44% (MyHeritage, 2019)
AG 119 zenské reprodukéni
0
poruchy
2.5  Polymorfismus rs4646994

Polymorfismus rs4646994 je jednim ze ¢ty nejlépe prostudovanych SNP v genu ACE.

Tento polymorfismus ma i jinad oznaceni: rs1799752, rs4340, rs13447447. (Thorn et al.,

2010)
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Polymorfismus rs4646994 ma souvislost s rizikem onemocnéni koronarnich tepen u
probandu s diabetem II. typu, s rizikem primarniho intracerebralniho krvaceni, s rizikem
plicniho onemocnéni. Také ma Gc¢inek na hladiny proteind ACE2, vstupniho receptoru
SARS-CoV-2 v alveolarnim plicnim epitelu. Déle se spojuje se syndromem
polycystickych vajeCnikt, fyzickou aktivitou u sportovcti, se srdecnim selhanim,

vysokym krevnim tlakem a Alzheimerovou chorobou. (Van Geel, 2001)

2.6  Klinicky vyznam polymorfismu rs4646994

2.6.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je onemocnéni, které postihuje zejména starsi jedince. Jedna se o
nejrozsirenéjsi typ demence, ktera se obvykle rozviji po 60-65 letech véku. Jedna se o
neurodegenerativni onemocnéni, u néhoz se za hlavni pfi€inu progrese nemoci povazuji
plaky amyloidu beta. Pfedpoklada se, ze amyloidni plaky tvofici se v mozku, zptsobuji
zanét a v dusledku toho vyvolavaji imunologickou reakci, ktera vede k neurodegeneraci.

(Yuet al., 2010)

Uvadi se, ze prevalence neurodegenerativnich onemocnéni s veékem stoupa.
Alzheimerova choroba predstavuje komplexni onemocnéni, v jehoz patogenezi jsou
dulezité dédicné faktory, ale i faktory prostiedi. Sporadicka forma Alzheimerovy choroby

predstavuje vice nez 90 % vsech pripadi. (Yu et al., 2010)

Na zaklad¢ studii dvoj¢at a rodinnych studii se dédicnost Alzheimerovy choroby
pohybuje v rozmezi od 49 % do 79 %. Piiblizné 0,1 % piipadi Alzheimerovy choroby
tvoti tzv. familiarni typ s autozomaln€ dominantni dédi¢nosti a s nastupem pied 65. rokem

veéku. (Gatz et al., 2006; Blennow et al., 2006; Wilson et al., 2011)

Tento typ Alzheimerovy choroby (AD) je znam jako ¢asna forma (presenilni) nebo také
familiarni AD. VétSina autozomalné dominantnich familiarnich forem Alzheimerovy
choroby (AD) je zplsobena mutacemi v jednom ze tfi geni: gen pro amyloidovy

prekurzor (APP), presenilin 1 a 2. (Waring a Rosenberg, 2008)

V roce 1999 byla poprvé zminéna mozna asociace mezi Alzheimerovou chorobou a
polymorfismem I/D v genu ACE (Kehoe et al., 1999) Alela D je spojena se zvySenou
hladinou enzymu ACE, coz souvisi s metabolickym syndromem (Kehoe et al.,

2018). Preklinické a klinické studie byly a jsou pro studium v patofyziologii
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Alzheimerovy choroby velmi vyznamné. Zvlastni pozornost byla vénovana potencialni

uloze genu ACE pii odbouravani amyloidnich plaka. (Hsieh et al., 2020)

Gen ACE je nyni povazovan za gen s vysokou nachylnosti k Alzheimerové chorobg.
(Kehoe et al., 1999; Lehmann et al., 2005) Alela I genu ACE je spojovana nejen se
zvySenym rizikem Alzheimerovy choroby, ale také sjejimi behavioralnimi a

psychologickymi pfiznaky u AD pacientd. (Hsieh et al., 2020)

Podle databaze metaanalyz Alzheimerovy choroby, kandidatnich geni uvedenych na
Alzgene (Bertram et al., 2007) maji ACE 1I/D a ptibuzné haplotypy spojené s rizikem AD
niz§i plazmatické hladiny ACE (I/1), zatimco protektivni genotypy maji vyssi plazmatické
hladiny ACE (D/D) (Meng et al., 2006), pficemz protein ACE ma amyloidni plaky
degradujici vlastnosti. (Wang et al., 2006) Tato zjisténi naznacuji, ze protein ACE muze
byt uzitecny v terapii Alzheimerovy choroby (Wang et al., 2006). S ohledem na vySe
uvedené skuteCnosti byla provedena genetickd analyza polymorfismu genu ACE za
ucelem zjistit, zda existuje n¢€jaka souvislost mezi variacemi genu ACE a Alzheimerovou
chorobou v etnické skupin€é Kasmir. Studie Nissar et al. (2021) zahrnovala 59 klinicky
prokazanych pacientd s Alzheimerovou chorobou z celkového poctu 300 osob odeslanych
na kliniku paméti v Ustavu duevniho zdravi a neurovéd v Kasmiru. Vysledky studie
Nissar et al. (2021) ukazaly, ze v kontrolni skupiné byly genotypové frekvence téchto
polymorfismit v Hardy-Weinbergové rovnovaze (HWE). Piipady a kontroly byly
upraveny podle véku a etnického ptivodu. V ramci této studie byla provedena analyza pro
distribuci genotypl u kontrol a pacientd s AD zaméfena na variantni genotypy a jejich
moznou souvislost s nachylnosti k AD. V pripadé ACE zjistili, Ze variac¢ni I/D genotyp
intronu 16 ACE byl Castéjsi u pacientd s AD nez u kontrol. Statisticka analyza prokazala,
ze genotyp I/D intronu 16 ACE D> 1 zvysil riziko AD ¢tyftikrat (OR- 4,87, p-0,004, 95%
CI-1,89-12,54). (Nissar et al., 2021)

Tabulka 2 ukazuje vztah mezi polymorfismem genu ACE a Alzheimerovou chorobou. U
ptipadii AD a kontrol byla distribuce alel 145,8 % vs 29,8 %, zatimco frekvence genotypu
I/D byla 44,07 % vs 17,3 %. Pti p-hodnot€ 0,05 jsou ob& hodnoty statisticky vyznamné.
(Nissar et al., 2021)
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Podobné studie genovych polymorfism v individualni nachylnosti k Alzheimerove
chorobé mohou vést k lepsimu pochopeni této choroby a k lepsim voditktim pro prevenci

a terapii onemocnéni, které bylo dosud povazovano za nevylécitelné. (Nissar et al., 2021)

Tabulka 2:Vztahy mezi polymorfismem genu ACE a Alzheimerovou chorobou (Nissar et al., 2021)

Varianty ACE Kontroly n | Pfipady n
(D) (%) (%) Hodnota P
DD 32 (61,5%) 19 (32%) neuvedeno
ID 9 (17%) 26 (44%) 0,004
I 11 (21%) 14 (24%) 0,14
ID+1I 20 (38,5%) 40 (68%) 0,002
Alela D 73 (70%) 64 (54%) neuvedeno
Alela | 31 (30%) 54 (46%) 0,01

2.6.2 Nefropatie u diabetes mellitus

Diagnosticka jednotka Diabetes mellitus (DM) neboli cukrovka muze byt povazovana za
celosvétovou rostouci epidemii a predstavuje velkou socioekonomickou vyzvu. Hlavni
pfi¢inou smrti v ptipadé onemocnéni DM je nefropatie zpisobena terminalnim

onemocnénim ledvin (ESRD). (Gheith et al., 2015)

Ve studii Kalita et al. (2011) bylo cilem identifikovat moznou asociaci I/D variant genu
ACE a M268T (rs699) genu AGT systému renin — angiotensin — aldosteron (RAAS).
Celkem bylo vySetieno 115 probandi s DM, 110 s diabetickou nefropatii a 110 kontrol.
Probandim byla nalacno odebrana krev, ktera byla dale urCena pro biochemické a

genetické analyzy.

Zaver této studie je velice zajimavy. Mezi diabetickymi pacienty s nefropatii a bez
nefropatie byly pozorovany rozdily ve wvyskytu genotypu D/D v genu ACE.
Angiotenzinogen a jeho polymorfismus M235T, konkrétné alela T, hraje dilezitou roli v
rozvoji diabetické nefropatie u IDDM. Soubézny vyskyt alely D v genu ACE i alely T
v genu AGT lze povazovat za geneticky rizikovy faktor pro rozvoj nefropatie u diabetu.

(Kalita et al.,2011; Rogus et al., 1998)
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2.6.3 Primarni spontdnni intracerebralni krvdceni

Intracerebralni krvaceni (ICH) neboli krvaceni do mozku se muze objevit v dasledku
hypertenze, cévnich malformaci — vrozenych vyvojovych vad, mozkové amyloidové
angiopatie (CAA), traumatu a koagulopatie. Nej€astejsi pfi¢inou primarniho spontanniho
intracerebralniho krvaceni (PSICH) u mladych lidi je hypertenze a u star§ich mozkova
amyloidova angiopatie. Hypertenze je dualeZitou pfi¢inou gangliového i cerebelarniho
krvaceni a muze byt také pfi¢inou lobarniho krvaceni (krvaceni postihyjici lalok).
Arterialni patofyziologie hypertenzni ICH je lipohyalin6za malych hluboko pronikajicich
mozkovych cév a ruptura mikroaneuryzmat. Lipohyalindza byla vzacnéji zaznamenana
také v mozku normotenznich pacienti s rekurentnim ICH. U starSich osob muze byt
lobralni krvaceni také zpusobeno hypertenzi, ackoliv je pii¢itano k mozkové amyloidové

angiopatii. (Qin et al., 2013)

S hypertenzi a onemocnénim cévni stény byla spojovana cela fada kandidatnich gent.
Mezi nimi se vyskytl také gen ACE a jeho produkt enzym ACE. Tento enzym, omezujici
rychlost reninového angiotensinového systému, se podili také na vaskularni remodelaci,
coz je patofyziologicky a fyziologicky proces probihajici v ramci dynamiky cévni stény

a pti vzniku aterosklerdzy. (Pontremoli et al., 2000)

V dostupné lékarské literatute je nedostatek genetickych studii spojovanych s ICH. Je
znamo, ze gen ACE a ADDI je spojen s hypertenzi, navic hypertenze je dilezitym

rizikovym faktorem ICH. (Qin et al., 2013)

Studie Misra et al. (2012) z indické neurologie hodnotila asociaci polymorfismi genu
ACE a ADDI u pacienti s PSICH a jejich mozné klinické dopady. V tomto piipadé D/D
genotyp ACE a jeho asociace s G/G genotypem ADD1 zvySovaly riziko PSICH. Ve studii
Qin et al. (2013) provedené na polské populaci, byl prokazan vyskyt genotypu ACE D/D
jako nezavisly rizikovy faktor pro PSICH a nikoli pro onemocnéni malych cév. Gen ACE
hraje dulezitou roli v endotelialnich funkcich a mize se také podilet na rozvoji
ateroskler6zy. Genotyp D/D je spojovan s infarktem myokardu a cévni mozkovou

ptihodou.

Existuje vSak mnoho publikaci s konfliktnimi vysledky popisujicich roli genotypu ACE
D/D jako rizikového faktoru pro spontanni ICH.
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Studie Qin et al. (2013) uvadéla negativni asociaci polymorfismu ACE se spontannim
intracerebralnim krvacenim. Diagnostikovali ICH na CT. MR angiografie byla provedena
u pacientd, ktefi byli mladi (<40 let), normotenzni nebo méli lobarni ICH. Ostatni pfiCiny
ICH, jako je arteriovendzni malformace, aneuryzma a krvaceni z nadoru, jsou proto

nepravdépodobné.

2.6.4 Riziko plicnitho onemocnéni

Mezi nejCastéjsi respiracni onemocnéni, ktera celosvétove zpusobuji velky pocet tmrti
patii pneumonie pochazejici z virovych ¢i bakterialnich infekci alveold. Dosud bylo
provedeno mnoho vyzkumt, zjistujicich etiologické faktory, pficemz zvlastni pozornost
byla vénovana systému renin-angiotenzin kvuli jeho moznému zapojeni do iniciace a

progrese pneumonie. (Sethi, 2020)

Ve studii Wang et al. (2015) zjistili, ze polymorfismus rs4340 v intronu 16 genu ACE
potlacuje reflex kasle snizenim hladin bradykininu a substance P, ¢imz se zvySuje
pravdépodobnost  rozvoje  pneumonie. Existuji  rizné zpravy tykajici  se

korelace genotypi ACE rs4340 s rizikem pneumonie.

Celkem bylo analyzovano 10 studii v této kvalitativni metaanalyze, kdy nalezli velmi
silnou souvislost mezi rs4340 jednonukleotidovym polymorfismem a rizikem pneumonie

pomoci recesivniho modelu (OR 1,33, 95% CI 1,13-1,57). (Wang et al., 2015)

Tato metaanalyza ukazuje, ze polymorfismus ACE rs4340 muze predstavovat rizikovy

faktor pro pneumonii. (Wang et al., 2015)

2.6.5 Syndrom polycystickych vajecnikii (PCOS)

Studie Cintra et al. (2018) dosla k zavéru, ze mezi zenami s diagnostikovanym PCOS a
kontrolni skupinou Zen nebyly pfilis velké rozdily pro genotypovou a alelickou frekvenci
v genu ACE. Ve vysledku je tedy pro Zeny s timto syndromem rizikovéj§im faktorem
anamnéza familiarniho PCOS. Ve studované populaci nebyla nalezena zadna souvislost

mezi I/D polymorfismem genu ACE a PCOS.

2.6.6 Fyzicka aktivita u sportovcu
Britska studie Ferec (2018) prokazala nasledujici frekvence genotypt ACE: 1/1 (24%),
I/D (50%) a D/D (26%) ve skupiné sportovcu. Na zakladé té€chto vysledkt poté zhodnotili

vyznam jednotlivych genotypt pro sportovni vykon.
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Genotyp ACE /1 je spojovan se zvySenou ucinnosti deltového svalu u aerobnich cviceni.
Deltovy sval je povrchové ulozeny kosterni sval, ktery objimé ramenni kloub. Za aerobni
cviceni se povazuje jakékoliv cviceni o stfedni intenzité provadéné delsi ¢as se zvySenou
tepovou frekvenci. Déle je spojovan s vyssi vykonnosti u posilovani, s vys§im poctem
opakovani a ma vytrvalostni profil. U tohoto profilu se nepiedpoklada vyrazny nartst
svalové hmoty. Na vytrvalostni kapacitu ma vliv pfitomnost dvou alel, a to alely [ACE a
alely -9 u genu BDRKB2. V exonu 1 tohoto genu je pfitomen polymorfismus +9/-9, jehoz
genetické varianty jsou vyjadieny absenci (alela -9) nebo pfitomnosti (alela +9) repetice

o délce 9 bp. (Lung et al., 1997; Ferec, 2018)

Genotyp I/D ACE je spojovan s vysSsim srdeCnym vykonem a vyS$§im maximalnim
vykonem, vyraznéjsi aerobni reakci na trénink, lepsi odolnosti vici Gnave, zvySenym
podilem pomalych fazickych vlaken typu I, vy$§i VOamax a také vEtsi ucinnosti aerobniho

vykonu. (Ferec, 2018; Winniski et al., 2004)

U genotypu D/D muazeme oCekavat vys$si narist svalové hmoty v pribéhu tréninku se
zatézi a s lepsim vykonem v silovych sportech. Vyssi koncentrace ACE v krevnim ob&hu
souvisi s izometrickou a kinetickou silou kvadricepsu, a to velmi vyrazn€. U nositeld
tohoto genotypu je velmi dilezité sledovat intenzitu zatéze, protoze je u nich mozna
hypertrofie srdecni komory v dusledku fyzického tréninku. Jelikoz se u téchto nositelt
objevuje pii absenci fyzické aktivity vyssi sklon k tvorbé tukovych zasob, je dulezité
hlidat si stravu a upravit ji tak, aby odpovidala vys§imu riziku hypertenze a Spatné

regulaci glukozy. (Ferec, 2018)

Jina studie Cieszczyk et al. (2010) provedena na 55 polskych veslatich muzského pohlavi
zahrnovala 1 olympijské vitéze a svétové Sampiony. Tato studie prokézala, ze se v této
skupin€ Castéji vyskytuje alela I ve srovnani s kontrolnimi subjekty. Williams et al. (2004)
zjistili, ze nositelé ACE I/l a genu pro bradykininovy receptor Bz s alelou -9 (BDRKB2-
9-9) maji vétsi ucinnost svalové kontrakce u pfi¢né€ pruhované svaloviny, pficemz prave
tyto genotypy jsou spojovany se Spickovymi vytrvalostnimi sportovci.

Alela I ma ale také své negativni aspekty. Jedinci s nizkym pfijmem vapniku, ktefi jsou
nositeli genotypu ACE 1/1 ¢i 1/D, trpi po tréninku hypertenzi, pokud se hodnota VO2zmax
dostane na 60%. Také u téchto jedincti dochazi po fyzické zatézi k vyS§imu nartstu

kreatinkindzy nez u genotypu D/D. Ke zvySeni koncentrace kreatinkindzy obvykle
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dochazi pfi poskozeni bun€k, ve kterych je enzym pritomny. V dasledku toho se pak
enzym vyplavuje ve vyS$si mife do krve. Projevuje se svalovou bolesti nebo slabosti svalt.

(Ferec, 2018)

Mezi nositeli alely D se nachéazeji sportovei se SpiCkovymi plaveckymi vykony na
kratkych tratich. Vyskyt alely D je spojovan s vy§sim podilem Cisté svalové hmoty a vyssi
hmotnosti téla. (Ferec, 2018)

Autori studie se domnivaji, ze genotyp I/l zvySuje riziko poskozeni svall, zatimco
genotyp D/D ma potencialné ochranny ucinek, coz miiZze pramenit z role systému renin-

angiotenzin pii regulaci svalového zranéni v zatézi. (Ferec, 2018)

2.6.7 Kardiomyopatie

Kardiomyopatie patii mezi heterogenni onemocnéni myokardu, které vznika v dusledku
jeho patologickych zmén rizné etiologie a projevuje se jako hypertrofie nebo dilatace
komor. Mezi kardiomyopatie nepatii dysfunkce myokardu, ktera je zpiisobena jinymi
kardiovaskularnimi onemocnénimi, jedna se napt. o chlopenni, hypertenzni, vrozené

srdecni vady a ischemickou chorobu srdecni. (Sugrue, 1988)

Kardiomyopatie muze nakonec vést k progresivnimu srdeCnimu selhani, arytmii,
tromboembolii a nahlé smrti a ma celkové §patnou prognoézu. Kardiomyopatie 1ze obecné
rozdélit na hypertrofickou kardiomyopatii (HCM), dilatacni kardiomyopatii (DCM),
restriktivni kardiomyopatii (RCM), arytmogenni kardiomyopatii pravé komory (ARVC)
a izolovana non-kompaktni kardiomyopatie (LVNC). Nejcastéjsimi typy kardiomyopatii
jsou hypertroficka kardiomyopatie (HCM) a dilata¢ni kardiomyopatie (DCM). (Maron et
al., 2006)

Mnoho predchozich klinickych studii uznalo, ze kardiomyopatie mize mit familiarni
puvod, coz naznacuje, Ze v patogenezi onemocnéni mohou hrat zasadni roli genetické

faktory. (Michels et al., 1992)

Hypertrofickou kardiomyopatii (HCM) a dilata¢ni kardiomyopatii (DCM) zptsobuji
mutantni kardiomyopatie sarkomerickych gend. Mutace v genech pro sarkomerické
proteiny mohou zplisobit zmény v myofilamentech, které urcuji hypertrofii a dilataci
srdce. Nedavné studie prokézaly, ze polymorfismy zahrnujici geny kodujici slozky renin-

angiotenzinového systému (RAS), jako je ACE, jsou spojeny s rizikem vzniku hypertrofie
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levé komory (LVH) a mohou tak ovliviiovat klinicky fenotyp HCM/DCM. (Lim, 2016;
Bleumink et al., 2004; Keren et al., 2008)

Drivéjsi studie ukazaly, ze u pacienti s HCM a DCM je vyznamné zvySena LVH.
(Kaufman et al., 2007; Marian a Roberts, 1995; Van Spaendonck-Zwarts et al., 2013).

ACE D/D genotyp muze tak byt vyznamnym genetickym faktorem v patogenezi
HCM/DCM. (Perkins et al., 2005; Rai et al., 2008)

V poslednich 20 letech vznikly ¢etné studie uvadéjici souvislost mezi I/D polymorfismem
genu ACE (rs4646994) a HCM i DCM. Jejich vysledky jsou vS§ak rozporuplné, zejména

asociace s DCM, ktera je v soucasné dob¢ kontroverzni. (Yang et al., 2013)

2.6.8 COVID-19

Koronavirové onemocnéni (COVID-19) zptsobené zavaznym akutnim respiracnim
syndromem, se nadale rozsifuje a ohrozuje lidské zdravi a vefejnou bezpecnost. Je
nezbytné identifikovat rizikové faktory, které vedou ke Spatné progndze onemocnéni.
Predisponujici genetické pozadi hostitele by mohlo byt jednim z téchto faktort, které
vysvétluji inter individualni variabilitu zavaznosti COVID-19. Spanélska pilotni studie
zjiStovala, zda polymorfismy rs4341 a rs4343 genu ACE, kli¢ového regulatoru systému
renin-aldosteron-angiotensinovy systém (RAAS), mohou vysvétlit rizné vysledky u 128
pacientti s COVID-19 s riznym stupném zavaznosti (33 asymptomatickych nebo mirné
symptomatickych jedincta, 66 pacient hospitalizovanych na v§eobecném oddéleni a 29
pacientt prijato na JIP). Tato studie zjistila, ze alela G rs4341 a G rs4343 byla spojena
s tézkym pribéhem COVID-19 u hypertonikii, nezavisle na pohlavi. Genotypy s alelou
G u obou polymorfismi byly také spojeny s vyssi umrtnosti a vyssi zavaznosti COVID-
19 u dyslipidemickych a diabetickych pacienti s DM typu 2. Asociace G alely se
zavaznosti onemocnéni byla vztazena k veéku, pohlavi, BMI a poctu soubéznych

onemocnéni.
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Prestoze nebyla nalezena pfima souvislost mezi sérovymi hladinami ACE a zavaznosti
COVID-19, byly detekovany vyssi hladiny ACE v séru pacientd s genotypem GG rs4341
a G/G rs4343, coz by mohlo vysvétlit vyssi nachylnost k rozvoji zdvazné formy
onemocnéni u pacientl s timto genotypem (G/G). Mezi zavazné formy onemocnéni neni
zahrnuta hypertenze a dyslipidémie — metabolické onemocnéni zpisobené zvysSenou
koncentraci lipida. Tato studie naznacuje, Zze genotypy s alelou G pro rs4341 i rs4343
vytvareji dalsi rizikovy faktor pro nepfiznivou prognéozu COVID-19. Zminéné
polymorfismy by tedy mohly slouzit jako markery zavaznosti COVID-19 u probandu s
hypertenzi, dyslipidémii nebo diabetem. Znalost téchto genetickych faktori by mohla
prispét k individualizované péci o pacienty infikované SARS-CoV-2 pfti pfijeti do

nemocnice. (Iiiiguez et al., 2021)
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3 Laboratorni vySetireni polymorfismu rs4646994 v genu ACE

3.1  Odbér materialu pro analyzu DNA
Pro provedeni genetického vysetieni je potfebné odebrat vzorek tkané od pacienta, ze
kterého mizeme nasledné izolovat DNA. Pro tyto tGcely lze vyuzit jakykoliv material,

ktery obsahuje buriky s neposkozenym jadrem. (Kocarek, 2007)

Nejcasteji odebiranym materialem jsou leukocyty z venozni krve pacienta. Zpravidla se
odebira 5-10 ml krve. Vzorek se odebird do pfedem pfipravenych zkumavek
s chelatatnim ¢inidlem, aby se zabranilo ptfipadnému srazeni krve. Nejvice se pouziva
kyselina etylendiaminotetraoctova neboli EDTA. Odebrany vzorek lze transportovat pri
pokojové teploté a uchovavat nékolik dni pfii teploté 4°C. Krev je také mozné zamrazit

pii -20°C a izolaci nukleovych kyselin provést pozdéji. (Kocarek, 2007)

Mezi dalsi vyznamné metody patii stér epitelialnich bunek z Gstni sliznice neboli tzv.
bukalni stér. Odbér se provadi vatovym tamponem z vnitini strany tvafe. Vyhoda této

metody je jeji neinvazivnost. (Kocarek, 2007)

3.2  Izolace DNA

Extrakci z bunécného jadra nebo mitochondrii se ziskavaji Cisté molekuly DNA a tomuto
procesu se fika izolace DNA. (Beranek, 2016; Kuciel a Urban, 2016) Podle charakteru
daného materialu si volime, jaky postup bude nejvhodnéjsi. Pokud se jedna o tkané ¢i
bunééné kultury, vzorek se pied vlastni izolaci musi homogenizovat. V piipadé volnych

bunék se homogenizace neprovadi. (Kocarek, 2007)

Prvnim krokem u izolace DNA je lyza bunék tzn. ze rozru§ime bunééné membrany.
K tomuto rozruSeni se pouziva detergent, ktery je obsazen v lyzacnim pufru. Lyzacni
pufry obsahuji i EDTA, ktera zpsobuje vyvazani Ca®* iont{i a tim inaktivuje enzymy
nukleazy, které se bézné nachazeji v bunécné cytoplazmé a §tepi nukleové kyseliny. Aby
mohlo dojit k dalsi genetické analyze, k nasStépeni DNA nukledzami nesmi doyjit.

(Kocarek, 2007)

V dalSim kroku dochazi k uvolnéni DNA do lyza¢niho pufru, a tak dochazi k jeji
precipitaci v polarnim prostfedi. DNA se poté vysusi a rozpusti ve vodé. Vodny roztok je
prepraven pro vlastni analyzu a muaze byt skladovan pii 4 °C. Pii dlouhodobgjsim

skladovani pfi -20°C & -80°C. (Slaby, 2015)
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Mezi bézné pouzivané metody patfi vysolovaci metoda, ktera vyuziva pasobeni vysoce
koncentrovanych roztoka soli. A dalsi metodou je fenol-chloroformova metoda jejiz
princip je zalozen na denaturacnich a inhibi¢nich ucincich organickych rozpoustédel.
Vysolovaci metoda je bez pouziti organickych rozpoustédel, coz se povazuje za vyhodu
oproti metode fenol-chloroformové, kde jsou vétsi zdravotni a bezpecnostni rizika.

(Slaby, 2015)

V soucasnosti se nejvice pouzivaji komercni kity vyuzivajici adhezivni schopnosti
molekul DNA k pevnym ¢asticim silikatu v roztoku soli, zajist'ujici vhodné pH a iontové

sily. (Slaby, 2015)

3.3  Méieni koncentrace DNA

Po izolaci DNA nasleduje zméfeni jeji koncentrace a Cistoty izolatu nukleovych kyselin.
Jako nejjednodussi metoda se pouziva méteni absorbance v ultrafialové oblasti. Nukleové
kyseliny absorbuji maximum zafeni pfi vinové délce 260 nm a mira absorbance pfi této

vlnové délce odpovida koncentraci DNA v méfeném vzorku. (Barbas et al., 2007)

Tato metoda se da také vyuzit pro stanoveni miry kontaminace izolatu DNA proteiny,
které maji absorpCni maximum pii vinové délce 280 nm. Mira zneci§téni vzorku se zjisti
stanovenim pomeéru obou absorbanci (pomér A260/A280). V idealnim pifipadé€ by se méla
hodnota poméru pohybovat v rozmezi 1,8-2,0. Niz§i hodnoty nez 1,75 poukazuji na

vysoké znecisténi vzorku. (Barbas et al., 2007)

V laboratorni praxi se bézn€ pouzivaji 2 metody, a to metoda spektrofotometricka a

metoda fluorimetricka. (Barbas et al., 2007)

V soucasnosti nejmodernéjsi pristroje umoziuji nanaSet velmi malé mnozstvi vzorku
pfimo do mista k vyuasténi optického vldkna analyzatoru. Diky povrchovému napéti se

vzorek dokaze udrzet na spravném mist€ i v pribéhu analyzy. (Barbas et al., 2007)

3.4  Polymerazova vetézova reakce (PCR)

Polymerazova tetézova reakce (z anglického Polymerase Chain Reaction) je metoda,
ktera se pouziva k amplifikaci vybraného useku DNA. Amplifikovany tsek DNA je
ohrani¢en fragmenty DNA o 20-25 nukleotidech, které na zakladé komplementarity bazi
specificky pfisedaji k vybranym usekim DNA a vymezuji tak rozsah amplifikace, jsou to

tzv. primery. Od téchto primert probiha syntéza DNA. (Bartarikova a Paulik, 2005)
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Samotna syntéza probihd diky termostabilni DNA polymeraze, kterd je izolovana
nejCasteji z bakterie Thermus aquaticus, zkracené Taq polymeraza. Tento enzym je velmi
termostabilni, proto si uchovava svou aktivitu i pfes opakované pusobeni teploty blizké
teploté varu pii probihajici reakci. Pfi reakci je vyuzivano cyklickych zmén teplot, které
umoznuji denaturaci DNA, pfisedani primert a samotnou syntézu DNA. (Tellier et al.,

2003)

Princip metody PCR je podobny jako pfi syntéze DNA béhem replikace DNA v burice.
DNA polymeraza priseda k templatovému useku DNA. Podle templatového useku DNA
polymeraza syntetizuje druhy komplementarni fetézec. DNA polymeréza zacina syntézu
od primeru, ktery je navazan na templatovy, jednofetézovy usek. Syntéza probiha od
mista navazaného primeru, pfiCemz vznikd zjednofetézové dvouretézova molekula
DNA. Nasledné probéhne denaturace (rozpojeni) dvouretézové molekuly na dvé
jednotetézové molekuly, které jsou v dal§im kole syntézy DNA polymerazou opét
doplnény na dvouretézové. Tyto kroky se pii PCR cyklicky opakuji. (Kuciel a Urban,
2016) Uplny popis pribéhu PCR je uveden v nasledujicim odstavci.

Tato metoda se vyuziva pro amplifikaci konkrétni sekvence DNA ve vzorku.

PCR reakce ma tfi faze: denaturace, annealing a extenze. Pti denaturaci se dvouvlaknova
DNA po dobu 20-30 sekund zahfiva na teplotu 94-98 °C. Dochazi k rozru§eni vodikovych
mustka ve dvouvlaknové molekule DNA, a tedy k rozvolnéni dvousroubovice. Vznikaji
tak dvé jednovlaknové molekuly DNA. Annealing neboli nasednuti primerd probiha pii
teploté 50-65 °C. Primery nasedaji na specifickd mista DNA. Pfi syntéze DNA teplota
zavisi na pouzité DNA polymeraze, napt. Taqg polymeraza ma optimum aktivity pii 72-
80 °C. V tomto kroku dochazi k samotné syntéze DNA. Ve sméru od 5 konce ke 3’ konci
vznika vlakno DNA komplementarni k ptivodni molekule DNA. (Kuciel a Urban, 2016)

Tyto 3 kroky se cyklicky opakuji a pro dostate¢nou amplifikaci pivodni molekuly DNA
obvykle staci 30 cykla. PCR probiha v tzv. termocycleru. Termocycler je schopen béhem
nékolika sekund zvysit ¢i snizit teplotu o né€kolik desitek stupna Celsia. (Kuciel a Urban,

2016)
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3.5  Gelova elektroforéza
Gelova elektroforéza patfi mezi nejpouzivanési separacni techniky slouzici k analyze

nukleovych kyselin a proteint (Bartova, 2011).

Princip metody je zalozen na pohybu zaporné nabitych molekul DNA v elektrickém poli
smérem k anod€. Pomoci gelové elektroforézy 1ze separovat molekuly DNA na zakladé
rozdilnych rychlosti pohybu molekul DNA v gelu, které jsou nepfimo tmérmné velikosti

molekul DNA (Bartova, 2011).

Elektroforéza se provadi na vhodném nosiCi, nejCastéji na agar6zovém nebo
polyakrylamidovém gelu. Gel je tvofen slozitou siti polymernich molekul s pory, kterou

se molekuly DNA pohybuji rizné rychle v zavislosti na jejich velikosti (Bartova, 2011).

Agardzovy gel se pripravuje rozpusténim agardzy v prislusném pufru, povarenim
vzniklého roztoku, ktery je prenesen do elektroforetické formy s hiebeny, ve které ztuhne.
Vysledkem je fada jamek na jedné strané gelu, které nasledn€ slouzi ke vkladani vzorku

DNA (Kuciel a Urban, 2016)

Pro odhad velikosti DNA fragmenti se do jedné jamky (nejcCastéji do prvni jamky) gelu
nanasi tzv. velikostni marker o definované velikosti jednotlivych fragmentt (napt. 100bp

ladder, 50bp ladder). (Bartova, 2011)

Pro vizualizaci fragmenti DNA se pii gelové elektroforéze vyuziva fluorescencniho
barveni agar6zovych gelt a jejich nasledného zviditelnéni UV svétlem. (Kuciel a Urban,

2016)
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4 Cil prace

Cilem bakalatské prace je:

Vypracovani odborné reserse na zadané téma.

Praktické zvladnuti zakladnich laboratornich metod v genetické laboratofi: izolace
DNA, méfeni koncentrace DNA, pfiprava PCR reakce a gelova elektroforéza,

metoda reverzni hybridizace na stripu. Analyza ziskanych vysledku.

Optimalizace metody PCR pro vySetieni genotypu I/D polymorfismu rs4646994
v genu ACE.

Zjisténi vyskytu jednotlivych genotypt I/D polymorfismu rs4646994 v genu ACE
v riznych skupinach pacientli. Zpracovani vlastnich i pfevzatych dat a jejich

porovnani s daty, které uvadi jiné zdroje.
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S Prakticka cast

Praktickd ¢ast mé bakalarské prace probihala pod vedenim Mgr. Dagmar Riegert
Bystiické, Ph.D. v genetické laboratofi GENLABS s.r.o. v Ceskych Bud&ovicich. V
ramci praktické ¢asti bylo nutné izolovat DNA z bukalniho stéru nebo z periferni krve,
provést amplifikaci vybraného useku genu pomoci PCR a vizualizovat PCR produkt
pomoci gelové elektroforézy, analyzovat ziskana data. Veskerd prace probihala pod

odbornym dohledem.

V laboratofi jsem pro mou praci vyuzila nasledujici  pfistroje:  stolni
minicentrifuga/vortex, sada pipet, laminarni box, elektroforeticky systém, mikrovinna
trouba, chladnicka pro laboratorni pouziti, iluminator pro pozorovani elektroforézy UV

svétlem, detekCni systém pro foceni gelu, teplotni cycler, termostat, chlazena centrifuga.

V praktické Casti jsem analyzovala 61 pacientli. Kontrolni skupinu tvoril soubor 157
jedinca dfive vySetfenych v genetické laboratoii GENLABS. Primarnimi vzorky pro

izolaci DNA byly vzorky periferni krve nebo bukalni stéry.

5.1 Izolace DNA

Izolace DNA se provadi pred kazdou molekularné biologickou metodou. DNA je
izolovana nejcCastéji z bukalniho stéru nebo periferni krve pacienta. Odbér periferni krve
provadi proskoleni pracovnik ve zdravotnickém zatfizeni. Bukalni stér si provadi pacient
vétSinou sam dle presné danych pokynu, které obdrzi spolu s odbérovou sadou pro
provedeni bukalniho stéru. V obalce také najde zadanky pro uvedeni identifika¢nich
udaju, Stitek s adresou a Stitky na popsani odbérové zkumavky. Pro spravné provedeni
bukalniho stéru je nutné dodrzet nasledujici pokyny: nejméné 60 minut pied odbérem
nejist, odbérovym tamponem fadné otirat sliznice obou tvaii po dobu 3 minut a

maximalné do 48 hodin dorucit vzorek do laboratote pro dalsi zpracovani.

5.1.1 Izolace DNA z bukdlniho stéru
Pro izolaci DNA z bukalniho stéru jsem pouZila komeréni kit GeneAll ExGene™ Clinic
SV mini. Pouzité reagencie: proteinaza K, BL pufr, BW pufr, TW pufr AE puftr, 100%

ethanol.

Z mraziciho boxu jsem vyndala proteinazu K a nechala ji rozmrazit pfi pokojové teploté.
Nechala jsem si nahtat suchou lazeii na 56 °C a pro kazdy vzorek jsem si popsala 1,5 ml

mikrozkumavku.
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Ke vzorku jsem napipetovala 25 pl proteinazy K (20mg/ml) a 300 pl BL pufru. Vzorek
s BL pufrem jsem dikladné promichala pomoci vortexu, kratce stocila a nechala
inkubovat 10 minut pii 56° C. Poté jsem zkumavku kratce stocila pro odstranéni kapek
z vnitini strany vicka zkumavky a piidala 300 pl 100% etanolu. V dal§im kroku jsem
provedla vortex v pulzech a kratké stoCeni. VSechnu smés jsem postupné nanesla na
kolonku a zcentrifugovala 1 minutu pii 8000 rpm. Nahradila jsem sbémou zkumavku
novou sbérnou zkumavkou a ptidala 600 ul BW pufru po 1 minuté centrifugace pii 8000
rpm. Poté jsem opét nahradila sbémou zkumavku €istou zkumavkou. Piidala jsem 700 pl
TW pufru a opét jsem stocCila jako v predchozim kroku. Po stoCeni jsem odstranila
supernatant ze sbérné zkumavky a kolonku jsem vratila zpét do té samé sbérné zkumavky.
Poté jsem provedla tzv. centrifugaci na sucho — pfi nejvyssich otackach 1 minutu, aby
doslo k odstranéni zbytkového promyvaciho pufru. Kolonku jsem umistila do nové
popsané 1,5 ml mikrozkumavky s vickem, pfidala jsem 50 ul AE pufru piidava se presné
do stredu filtru kolonky, aby se udélala kapka. Nasledné jsem dala inkubovat na 1-5 minut
pii 56° C a zcentrifugovala pii nejvysSich otaCkach po dobu 1 minuty. Dale jsem
napipetovala ziskany objem z pfedchozi centrifugace znovu na kolonku a opét jsem

provedla centrifugaci ve stejné zkumavce pii nejvyssich otackach po dobu 1 minuty.

5.1.2 Izolace DNA z periferni krve
Pro izolaci DNA z periferni krve jsem pouZila komeréni kit GeneAll ExGene™ Clinic
SV mini. Pouzité reagencie: proteinaza K, BL pufr, BW pufr, TW pufr AE pufr,100%

ethanol.

Z mraziciho boxu jsem vyndala proteinazu K a nechala ji rozmrazit pfi pokojové teploté.
Nechala jsem nahtat suchou lazen na 56 °C a pro kazdy vzorek jsem si popsala 1,5 ml
mikrozkumavku. Do Cisté a popsané 1,5 ml mikrozkumavky jsem si napipetovala 20 pl
proteinazy K (20mg/ml) a ptidala 200 pl vzorku. Do zkumavky se vzorkem a PK jsem
ptidala 200 pl BL pufru. Vzorek s BL pufrem jsem diikladné promichala pomoci vortexu
a nechala inkubovat 10 minut pii 56° C. Poté jsem nechala kratce stoCit pro odstranéni
kapek z vnitini strany vi¢ka zkumavky a pridala 200 ul 100% etanolu. V dalSim kroku
jsem provedla vortexovani v pulzech a kratké stoCeni. VSechnu smés jsem postupné
nanesla na kolonku a zcentrifugovala 1 minutu pfi 8000 rpm. Nahradila jsem sbérnou

zkumavku novou sbérnou zkumavkou a ptidala 600 ul BW pufru.
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Po probéhnuti 1 minuty centrifugace pti 8000 rpm jsem tento krok provedla jesté jednou
pro odstranéni necistot ze vzorku. Po probéhnuti 1 minuty centrifugace jsem opét
nahradila sbérnou zkumavku ¢istou zkumavkou. Pridala jsem 700 ul TW pufru a opét
jsem stocila jako v prfedchozim kroku. Po stoceni jsem odstranila supernatant ze sbérné
zkumavky a kolonku jsem vratila zpét do té samé sbérné zkumavky. Poté jsem provedla
tzv. centrifugaci na sucho — pfi nejvyssich otackach 1 minutu, aby doslo k odstranéni
zbytkového promyvaciho pufru. Kolonku jsem umistila do nové popsané 1,5 ml
mikrozkumavky s vickem, pfidala jsem 50 pl AE pufru pfesné do stfedu filtru kolonky,
aby se udélala kapka. Nasledné jsem dala inkubovat 1-5 minut pii 56 °C a zcentrifugovala
pii nejvyssich otackach po dobu 1 minuty. Poté jsem opét piidala 50 ul AE pufru na
kolonku a inkubovala 1-5 minut pii 56°C. Jako posledni krok jsem provedla centrifugaci
pfi nejvysSich otackach po dobu 1 minuty, vSechny oteviena vicka mi smétovala po sméru

toceni centrifugy.

5.2  Méieni koncentrace DNA

Meéieni koncentrace DNA jsem provedla u vSech vzorkt ihned po izolaci. K méfeni
koncentrace DNA jsem pouzila AccuGreen™ Broad Range dsDNA Quantitation
Solution a pfistoroj Qubit 2.0 Fluorometer. Soucasti této sady jsou 0,5 ml PCR
mikrozkumavky a ptislusné reagencie. Reagencie: AccuGreen™ Broad Range dsDNA
Quantitation Solution (skladovan ve tmé), AccuGreen™ Standard 1 AccuGreen™

Standard 2.

Pred vlastnim méfenim koncentrace jsem nechala vSechny reagencie vytemperovat na
laboratorni teplotu. Mezitim jsem si pfipravila mikrozkumavky pro kazdy vzorek a oba

standardy a fadné je popsala.

Dale jsem do pripravenych mikrozkumavek pro vzorky napipetovala 198 ul pfipraveného
pracovniho roztoku a 2 pl izolatu DNA tak, aby byl vysledny objem 200 ul. Nakonec
jsem mikrozkumavky zvortexovala a kratce centrifugovala na stolni minicentrifuze a
nechala inkubovat po dobu 2 minut pfi pokojové teploté. Nasledné€ jsem provedla vlastni
meéfeni na fluorometru Qubit 2.0. Méfeni jsem provadéla po 1 vzorku a vyslednou
koncentraci jsem nechala pomoci funkce na pfistroji prepocitat na 2 pl meéreného izolatu

DNA.
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5.3  Polymerazova vetézovd reakce
Pro metodu PCR jsem pouzila komer¢ni kit 2xPCRBIO Taq Mix Red dle doporuceni
vyrobce BioSystems. Pouzité PCR primery a PCR profil byly pfevzaty z odborné prace

Nissar et al. (2021). Sekvence pouzitych primerd jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3:Sekvence pouzitych primeru (Nissar et al., 2021)

Primer Sekvence
Forward 5' CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT3'
Reverse 5' GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT3'

Pripravila jsem si 1 PCR zkumavku pro kazdy vzorek a fadné ji popsala, aby nedoslo
k zaméné vzorku. Pripravila jsem si roztok primert na vyslednou koncentraci 20

pmol/ul a to smichanim 80 pl H>O a 20 pl primeru.

Dale jsem si piipravila 1 vétsi zkumavku pro namichani PCR mixu. PCR mix pro jednu
reakci obsahoval 8,25 ul vody, 12,5 ul 2x PCRBIO Taq Mix Red, 1,25 ul 100% DMSO,
0,5 wl primer reverse (20 pmol), 0,5 ul primer forward (20 pmol). PCR mix jsem
zvortexovala a stocila. K takto namichanému PCR mixu jsem ptidala 2 ul DNA. Veskera
piiprava probihala v lamindrnim boxu, aby nedo§lo ke kontaminaci vzorkd. Radng
popsané a namichané vzorky jsem vlozila do termocycleru (Fast Gene® Gelfie LED Box

Gl 02) kde jsem spustila nasledujici program (viz tabulka ¢.4).

Tabulka 4: Prub¢h PCR programu

PCR PROTOKOL ACE
Pocatecni denaturace 1 cyklus 5 min 95 °C
Denaturace 30s 95 °C
Anealing 30 cykla 30s 63 °C
Extenze 59s 72 °C
Terminalni Extenze 1 cyklus 9 min 72 °C
Chlazeni 0 4°C

Po ukonceni PCR programu jsem provedla kontrolu PCR produkti pomoci gelové
elektroforézy na 3% gelu.
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5.4  Gelova elektroforéza

Nejprve jsem si pripravila pracovni roztok 1x TBE. Do sklenéné lahve o objemu 0,5 |
jsem odmeéiila 50 ml 10x TBE pufru a pridala jsem 450 ml destilované vody. Dale jsem
si ptipravila 3% gel. Do plastové kadinky jsem vlozila 3 agar6zové tablety a k nim jsem
pfidala 50 ml 1x TBE pufru. Tablety jsem nechala rozpustit a poté jsem smé&s nechala
kratce povatit v mikrovinné troub€. Pfi této praci jsem musela smés v mikrovinné troubé
hlidat, jelikoz dochazi k pénéni a vzlinani smési. Po provateni vznikl prihledny gelovy
roztok. Tento roztok jsem nechala kratce zchladnout a po zchladnuti jsem pridala barvu
na gel znacky Eli DNA. Cely objem jsem nalila do pfipravené elektroforetické podlozky,
ve které jsem meéla pfipravené hiebeny. Po naliti roztoku, jsem opatrné Spachtlickou
odstranila zbylé vzduchové bubliny. Takto pfipraveny gel jsem vlozila do chladnicky a
nechala 15 minut ztuhnout. Po ztuhnuti gelu jsem odstranila hiebeny a vlozila do
elektroforetické vany, ktera obsahovala 1x TBE pufr. Hladina TBE pufru byla 3 mm nad
gelem. Do prvni jamky jsem napipetovala 5 ul hmotnostniho markeru 50 bp DNA Ladder
H3 RTU pro urceni velikosti PCR produkta. Do dalSich jamek jsem napipetovala 20 pl
PCR produktt. Spustila jsem elektroforézu na 10 minut pii 135V. Po spusténi jsem jeji
pribéh mohla sledovat pomoci iluminatoru (Mupid™ LED Illuminator). Po skongeni
elektroforézy jsem gel prenesla na detek¢ni systém (FastGene® GelPic LED Box),
pomoci néhoz jsem gel vyfotila na pamétovou kartu a foto gelu prenesla do pocitace pro

dalsi mozné zpracovani vysledki. Po vyfoceni gelu jsem ovéfila vysledek velikosti PCR produktt.

Obrazek 3: Vysledky gelové elektroforézy, analyza genu ACE zobrazené pomoci detekéniho systému
FastGene® GelPic LED Box, (A — hmotnostni marker 50 bp DNA Ladder H3 RTU pro urceni velikosti
PCR produkti, B — homozygotni genoty I/T 490bp, C — heterozygotni genotyp I/D 190 bp a 490 bp, D —

homozygotni genotyp D/D 190bp
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5.5  VySetieni predispozic pro kardiovaskuldrni onemocnéni pomoci metody
reverzni hybridizace na stripu
V ramci vySetfeni predispozic pro kardiovaskularni onemocnéni se vySetfuje vice gend

soucasng, jejich prehled je uveden v tabulce 5.

Tabulka 5: Piehled genti vySetfovanych pro predispozice kardiovaskularniho onemocnéni

Gen Mutace
F5 1691 G>A (Leiden)
His1299Arg (HR2 haplotyp)
F2 20210 G>A
MTHFR 677 C>T
1298 A>C
FI3A1 Val34Leu
Serpine 1 4G/5G
ECPR 4600 A>G
4678 G>C
Enos -786 T>C
894 G>T (Glu298Asp)
LTA 804 C>A (Thr26Asn)
ACE I/D (Inzerce/delece)
ITGB3 la/b (Leu33Pro)
FGB -445 G>A
ApoB Arg3500GIn
ApoE Cysl12Arg
Arg158Cys

Pro toto vySetfeni jsem pouzila komeréni CE IVD kit CVD StripAssay (ViennaLab).

Vysetieni predispozic pro kardiovaskularni onemocnéni je rozdéleno do 3 kroku:

1) Izolace DNA probihala stejnym zptsobem jako u predchoziho vySetieni a je

popsana v kapitole 5.1.
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2) Multiplex PCR amplifikace s biotinylovanymi primery

PCR reakci jsem pripravovala na ledu. VSechny PCR reagencie i DNA templat byly
chlazené. Pripravila jsem si Cerstvy pracovni roztok (0,2 U/ul) Taq polymerazy v Taq
Dulituon Buffer. Ptipravila jsem si dvé PCR zkumavky pro kazdy vzorek. Jednu pro mix
A a druhou pro mix B. Slozeni PCR mixu obsahovalo 15 pul Amplification Mix A nebo
Amplification Mix B, 5 pl diluted Dream Taq polymerazy (tzn. 0,2 ul Taq DNA
polymerazy + 4,8 ul Taq Dilution Buffer) pro 1 reakci, 5 ul DNA templatu. Zaviela jsem
zkumavky. Nechala jsem predehrat cycler na 94 °C a po zahfati jsem vlozila zkumavky

do cycleru a spustila PCR program uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: PCR profil

PCR PROTOKOL CVD
Pocatecni denaturace 1 cyklus 2 min 94 °C
Denaturace 15s 94 °C
Anealing 35 cykla 30s 58 °C
Extenze 30s 72 °C
Terminalni Extenze 1 cyklus 3 min 72 °C
Chlazeni 0 4°C

Po provedeni PCR jsem zkontrolovala PCR produkty na 4% agar6zovém gelu. Metodicky

postup pro gelovou elektroforézu je uveden v kapitole 5.4.

Velikosti PCR jednotlivych produktu ziskané amplifikaci pomoci multiplex PCR:

Amplifikacni mix A: 134 pb, 156 pb, 173 pb, 202 pb, 223 pb, 254 pb, 297 pb a 324 pb.
Amplifikacni mix B: 225 bp, 248 bp, 283 bp, 346 bp.

3) Reverzni hybridizace na stripu — hybridizace amplifikovaného PCR produktu
k testovacim stripim s navazanymi oligonukleotidovymi probami imobilizovanymi

paraleln¢ za sebou jako array.
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a) Reverzni hybridizace

Zkontrolovala jsem hladinu vodni lazn€, aby dosahovala miniméln€ do poloviny vysky
hybridiza¢niho korytka. Zahtéla jsem vodni lazen v pfedstihu na 45 °C a po zahtati teplotu
zkontrolovala kalibrovanym teplomérem. Dale jsem dala do vodni lazné predehrat
Hybridization Buffer a Wash Solution A na 45 °C ve vodni lazni. Pufry jsem vlozila jesté
do studené lazné a nechala jsem je predehiat spolecné s lazni na 45 °C. Zkontrolovala
jsem, zda jsou rozpustény vSechny precipitaty. Do kazdého zlabku jsem napipetovala 20 pl
DNAT. Pifimo do modré kapky jsem napipetovala 10 ul PCR produktu Mix A a 10 ul
PCR produktu Mix B, opatrné jsem promichala pipetou. Inkubovala jsem 5 minut pii RT.
Ke kazdému vzorku jsem ptidala 1 ml Hybridization Buffer (pfedehraty na 45 °C), mirné
jsem zatfepala vanickou a modra barva zmizela. Vlozila jsem testovaci stripy znacenou
stranou vzhuiru tak, aby byly zcela ponofeny. Inkubovala jsem 30 minut v tfepané vodni
lazni pfi teplote 45 °C pfi cca 50 rpm. Odsala jsem roztok ze zlabku a ihned jsem zacala

promyvat, jelikoz stripy nesmi vyschnout.
b) Promyvani

Ke kazdému stripu jsem pridala 1 ml Wash Solution A, ktery byl opét predehraty na 45 °C.
Stripy jsem kratce oplachla cca 10 sekund a odsala pufr. Znovu jsem pfidala 1 ml Wash
Solution a nechala inkubovat 15 minut ve tfepané vodni 14zni pii teploté 45 °C pii cca 50 rpm.
Tento krok jsem opakovala jesté jednou. Odsala jsem roztok, znovu ptidala 1 ml Wash
Solution a nechala inkubovat 15 minut ve tfepané vodni lazni pii teploté 45°C pii cca S0 rpm.
Odsala jsem roztok a ihned jsem pokracovala s barevnou reakci, aby nedoslo k vysuSeni

stripu.
c¢) Barevna reakce (probiha pii RT)

Ke kazdému stripu jsem piidala 1 ml Conjugate solution. Inkubovala jsem stripy 15 minut
pfi RT za stalého tiepani pii cca 50 rpm. Odsala jsem roztok a ptidala 1 ml Wash Solution
B. Stripy jsem kratce proplachla a odsala puftr. Pfidala jsem znovu 1 ml Wash Solution
B, inkubovala jsem stripy 15 minut pfi RT ve tmé za stalého tfepani pii cca 50 rpm.
Odséla jsem pufr a ptidala 1 ml Color Developer. Inkubovala jsem stripy 15 minut pii RT
ve tme za stalého tfepani pfi cca 50 rpm. Pozitivni reakce se obarvila fialove. Nékolikrat

jsem oplachla stripy destilovanou vodou a nechala je ve tmé vyschnout na buniciné.
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Obrazek 4: Sablona, pomoci které 1ze odegist ziskané
vysledky, je soucasti formulafe prilozeného ke kitu.
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l I Red marker line

e Kontrola
J =z Faktor V- Leiden (wild type)
= .+ = Faktor V — R2 (wild type)
ey
i) Protrombin (wild type)
Faktor VIII (wild type) Faktor VIII (mutant)
[ — fibrinogen (wild type) PALI (4G)
HPAT1 (1b)
HPA 1 (a)
MTHEFR (mutant) )
MTHEFR (wild type)
ACE (inserce)
ACE (delece)
Apo B (wild type)
Apo E (E3/E4)
Apo E (E3/E4)
Apo E (E3/E4)

Green marker line

Obrazek 5: Priklad vysledné hybridizace, foto stripu.
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6 Vysledky

Metodou end-point PCR jsem vysSetfila celkem 61 vzorkd. V tabulce 7 a grafu 1 jsou
uvedeny vysledky pacientti s AD ¢i jinou demenci. V tabulce 8 a grafu 2 jsou uvedeny
vysledky pacientl z kontrolni skupiny. Jako kontrolni skupinu pro srovnani a porovnani
genotypu v genu ACE jsem pouzila vysledky vySetfeni 156 jedincd, u kterych nebyla
diagnostikovana AD, demence ani jiné psychiatrické onemocnéni a ktefi byli vySetteni
v laboratoii GENLABS od

kardiovaskularnim onemocnénim. V pfiilohach 1-4 bakalaiské prace jsou uvedeny

roku 2013 dosud zejména pro predispozice ke

tabulky s konkrétnimi vysledky analyz a diagndzami vySetfenych pacientd.

Tabulka 7: Statistické vyhodnoceni variant genu ACE u pacientii s AD Ci jinou demenci

VARIANTY ACE (1/D) POCET PROCENTA
In 15 26%
D/D 15 26%
I/'D 27 48%

Statistické vyhodnoceni variant genu ACE

1/D
48%

Graf 1: Statistické vyhodnoceni variant genu ACE u pacienti s AD ¢i jinou demenci
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Tabulka 8: Statistické vyhodnoceni kontrolni skupiny variant genu ACE u pacientii bez demence

VARIANTY ACE (1/D) POCET PROCENTA
In 23 15%
D/D 47 30%
I/'D 85 55%

Statistické vyhodnoceni kontrolni skupiny variant genu ACE

]
15%

1/D
55% D/D
30%

Graf 2: Statistické vyhodnoceni kontrolni skupiny variant genu ACE v kontrolni skuping.
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7 Diskuze

Byla provedena tada studii s cilem zjistit pfipadnou asociaci polymorfismu v genu ACE
s onemocnénimi, jako je infarkt myokardu, hypertenze, Covid-19, nefropatie u diabetes
mellitus, riziko plicniho onemocnéni, syndrom polycystickych vajecniki, Alzheimerovy

choroby a dalsich.

Nejzajimave)§i Casti této bakalarské prace je ovSem souvislost genu ACE rs4646994
s Alzheimerovou chorobou, na kterou je zameétena 1 prakticka ¢ast prace. Bylo vySetieno
celkem 62 pacientt z Alzheimer a Senior centra, pficemz se jeden ze vzorkl nepodafilo
vysetiit. Kontrolni skupinu tvofilo 157 pacientu, ktefi byli v laboratofi vySetfovani jiz
dfive metodou reverzni hybridizace na stripu a nebylo u nich dolozeno zadné onemocnéni
podobné demenci ¢i Alzheimerové chorobé. Zda se u nich onemocnéni prokazalo pozdéji
nedokazeme dolozit. Alzheimerova choroba je neurodegenerativni onemocnéni, u néhoz
jsou hlavni pfi¢inou progrese nemoci plaky amyloidu beta vyskytujici se v mozku. Tyto
amyloidni plaky zplsobi zanét a v duisledku toho vyvolavaji imunologickou reakci, ktera
vede k neurodegeneraci. Uvadi se, ze vyskyt neurodegenerativnich onemocnéni s vékem
stoupa, coz muzeme potvrdit. Jiz z vysledki vyplyva, ze u vySetfovanych pacientd
s prumérmym vekem 79 let vyslo, ze Alzheimerovou chorobou trpi 21 jedincd, jinou
demenci 31 a bez demence je pouze 9 jedinct. Primérmy vék u seniort bez demence byl
60 let, tedy podstatné nizsi nez u pacientti s demenci. Pravdépodobnost dédi¢nosti tohoto
onemocnéni se pohybuje mezi 49-79%. (Gatz et al., 2006; Wilson et al., 2011) V roce
1999 byla poprvé zminéna souvislost mezi Alzheimerovou chorobou a polymorfismem
I/D v intronu 16 genu ACE. (Kehoe et al., 1999) Na zaklad¢ této studie bylo potvrzeno,
Ze tento gen ma vysokou nachylnost k AD. Mé vysledky ukazuji, ze genotyp I/I a genotyp
D/D u pacient s AD ¢i jinou demenci byl shodny, jednalo se v obou pfipadech o 26%,
genotyp I/D se vyskytoval ve 48% ptipadu. Kontrolni skupina vykazovala rozdilné
zastoupeni jednotlivych genotypt: I/I v 15%, D/D ve 30% a /D v 55%. Ziskana data
ukazuji, ze genotyp I/ se ve vétsi mife vyskytoval u pacientd s demenci ¢i AD, tudiz alela
I muze byt povazovana za patologickou a je opravnéné spojovana s AD. Vzhledem
k nizkému primémému veku pacientd (48 let) v kontrolni skupiné mohou mit jedinci I/

zvySenou nachylnost k onemocnéni typu demence ve stafi.

Pro porovnani vysledk genotypovych frekvenci zjisténych v Ceské populaci jsem
pouzila studii Nissar et al. (2021), ve které bylo hodnoceno zastoupeni jednotlivych
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genotypt v kasmirské populaci. Vysledky genotypu ziskané na zakladé této studie
prokazaly vyskyt genotypu I/l u 24%, genotypu D/D u 32% a genotypu I/D u 44%
pacienti s AD. V kontrolni skupiné zdravych jedinct byl nejcastéji zastoupen genotyp
D/D (61,5%), dale I/T (21%) a nejmén¢ zastoupeny byl genotyp I/D (17%). Libanonska
populace (Saab et al., 2007) je v pfipadé heterozygotniho genotypu vice podobna Ceské,
ackoli se v ni objevuje vyznamné vysSi procento genotypu I/I (37% versus 18%).
Vysledky nasi 1 kasmirské studie jsou velmi rozdilné zejména z hlediska zastoupeni
genotypu D/D v obou populacich, coz muze byt vysvétleno odliSnym pavodem
testovanych jedinci. Shoda byla nalezena u pacienti s AD, ktefi v obou pripadech
vykazovali nejCast€ji genotyp I/D. Zastoupeni jednotlivych genotypa ACE I/D
v neselektované Ceské populaci ve srovnani s neselektovanou kasmirskou a libanonskou

populaci je uvedeno v tabulce 9.

Tabulka 9: Zastoupeni genotypti ACE v Ceské, kasmirské a libanonské populaci (Nissar et al., 2021; Saab

et al., 2007)
Ceska populace Kasmirskd populace Libanonska populace
(218 jedincu) (352 jedincu) (570 jedinct)
vlastni vysledky
11 18% 23% 37%
I/D 53% 35% 42%
D/D 29% 51% 21%

Dalsim zajimavym, a pfedevsim aktualné feSenym tématem je COVID-19. Jelikoz je u
kazdého onemocnéni nezbytné identifikovat rizikové faktory, které vedou ke Spatné
progndze onemocnéni, zaméfila jsem se i u tohoto onemocnéni k mozné asociaci s genem
ACE. Bylo zjisténo, ze alela G u obou polymorfismi rs4311 a rs4343 byla spojena
s t€zkym COVID-19 u hypertonikil a také s vy$si umrtnosti u dyslipidemickych a
diabetickych pacienti 2. typu. COVID -19 sice neni spojovan s rs4646994, ale vzhledem
k nedavné situaci po celém svété, stoji za zminku, ze polymorfismy ACE rs4341, rs4343
by tedy mohly byt rizikovymi markery pro zavaznost COVID-19 u probandi
s hypertenzi, dyslipidémii ¢i diabetem.

Je velice zajimavé, Ze gen ACE je spojovan s fyzickou aktivitou u sportovcd. Pro nékteré

vrcholové sportovce by vySetfeni genu ACE mohlo byt zajimavym ptedpokladem pro

jejich sportovni rozvoj. Muzeme fici, ze po prokazani alel ACE u sportovce by bylo

mozné se zaméfit na urCity druh sportu, ktery u né€j bude dle genetickych vysledkt nejvice

efektivni. Napfiklad genotyp I/I mé vytrvalostni profil, coz znamena, Ze sportovci s timto
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genotypem maji lepsi pfedpoklady u aerobnich cviceni s vykonnosti u posilovani, vhodné
jsou pro né i vytrvalostni béhy na dlouhé vzdalenosti. Dale vykazuji lepsi odolnost vici
unaveé a také vyssi VOomax. U genotypu D/D lze oCekavat vyssi narast svalové hmoty
v prub¢hu silového tréninku se zatézi. U tohoto genotypu je tedy lepsi silovy trénink,
crossfit nebo kulturistika. U nositelt tohoto genotypu je dulezité sledovat intenzitu
zatéze, protoze maji vétsi sklony k hypertrofii srdecni komory v dasledku fyzického
tréninku. Z tohoto divodu mivaji vétsi prestavky mezi jednotlivymi tréninky ¢i klidovy
rezim a dochézi u nich k tvorbé vyssich tukovych zasob. Alela I ov§em nema jen pozitivni
ucinky, ale také své negativni aspekty. Alela I zvySuje riziko poSkozenych svald. Jedinci
s genotypem I/I ¢i I/D, ktefi maji nizky pfijem vapniku maji vétsi komplikace s hypertenzi

v moment€, kdy jejich VOamax dosdhne 60%.

Zaveérem lze Tici, ze genetické testovani genu ACE muZe mit vyznamny piinos nejen pro
klinickou diagnostiku zaméfenou na prevenci kardiovaskularnich onemocnéni, virovych
infekci nebo psychiatrickych onemocnéni, ale také napiiklad pro sportovni medicinu a

doporuceni vhodnych tréninkovych opatteni.
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8 Zavér
V mé bakalarské praci jsem se zabyvala nejprve obecnymi genetickymi pojmy, dale
teoretickym popisem struktury a funkce genu ACE, jeho moznymi genovymi

polymorfismy vcetné populac¢niho vyskytu a také jeho klinickym vyznamem.

V genu ACE bylo dosud popsano mnoho ruznych polymorfismt, avSak ja jsem se
zabyvala jednim z klinicky nejvice vyznamnych, kterym byl rs4646994. Mym cilem bylo
stanoveni frekvence genotypu tohoto polymorfismu ve vybranych skupinach pacientt a

kontrolni skupiné a odvozeni mozného predispozi¢niho vyznamu pro vznik demence.

Polymorfismus ACE 1I/D byl detekovan metodou end-point PCR nebo metodou reverzni
hybridizace na stripu, kterym pfedchazela izolace DNA z bukalniho stéru anebo periferni

krve u 61 seniorskych pacientl a 157 pacientt z kontrolni skupiny.

Heterozygotni genotyp ACE I/D se vyskytoval v obou testovanych skupinach nejcastéji a
to v 48% (seniorsti pacienti) a 55% (kontrolni skupina). Druhym nejvice zastoupenym
genotypem byl v kontrolni skupiné genotyp DD (30%). Tento genotyp se vyskytoval u
26% jedincu ze skupiny seniorskych pacientd s demenci, kde byl stejné zastoupen (26%)

také genotyp I/L
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10 Ptilohy

Ptiloha 1: Piehled pacientti s demenci.

Potadi | Pacient V}z’:lcegek Vek | Pohlavi Diagnéza SZ 1J1 ﬁiﬁlavcfilzgr?éyzlz‘?
(/D)
1 S1 I/D 73 Z Vaskularni demence 70-79
2 S2 I/D 97 V4 Demence s Lewyho télisky 70-79
3 S3 I/D 74 M Vaskularni demence 70-79
4 S4 I/D 74 Z Vaskularni demence 70-79
5 S5 D/D 89 Z Vaskularni demence 70-79
o s [ow [ 2 | St os
Alzheimerova choroba,
T s [ om ||z | eeemdnes o
demence, demence s Lewyho télisky
Alzheimerova choroba,
8 S8 I 71 M nespecifikovand demence, 60-69
Vaskuldrni demence
o[ w [w [w] 2 | et os
10 S10 I/D 71 M Vaskularni demence 70-79
11 St1 1)1 76 z Vaskuldrni demence 70-79
12 S12 /D 76 z Vaskuldrni demence 70-79
13 S13 I/D 90 Z Vaskularni demence vice nez 79
14 S14 I 84 M Vaskularni demence 70-79
15 S15 I/D 74 M Demence s Lewyho télisky 60-69
16 S16 D/D 87 z Vaskularni demence 60-69
17 S17 I/D 69 Z Vaskularni demence 70-79
18 S18 1 76 Z Vaskularni demence 70-79
19 S19 D/D 86 Z Vaskularni demence 60-69
20 S20 D/D 87 V4 Bez diagn6zy demence --
21 S21 I/D 94 M Bez diagn6zy demence -
22 S22 I/D 78 M Bez diagn6zy demence -
23 S23 11 81 V4 Bez diagn6zy demence -
24 S24 I/D 67 V4 Bez diagn6zy demence -
25 Al I/D 75 V4 Alzheimerova choroba 60-69
26 A2 I/D 92 V4 Alzheimerova choroba 70-79
27 A3 D 30 7 SmiSend kortikalni a subkortikalni 70-79
demence

28 A4 I/D 87 M Vaskularni demence 70-79
29 A5 I/D 92 V4 Nespecificka demence 70-79
30 A6 I/D 88 V4 Alzheimerova choroba 60-69
31 A7 11 84 V4 Alzheimerova choroba 60-69
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32 A8 I/D 81 V4 Alzheimerova choroba 70-79

33 A9 I/D 63 V4 Neurodegenerativni demence 50-59

34 Al0 D/D 85 V4 Alzheimerova choroba 60-69

35 All 11 88 V4 Alzheimerova choroba vice nez 79
36 Al2 D/D 71 M SmiSend demence 60-69

37 Al3 D/D 76 V4 Nespecifikovana demence 70-79

38 Al4 D/D 83 V4 Nespecifikovana demence 70-79

39 AlS I/D 78 M Nespecifikovana demence 60-69

40 Al6 I/D 91 Z Vaskularni demence vice nez 79
41 Al7 D/D 85 V4 Alzheimerova choroba 70-79

42 Al8 I 88 V4 Nespecifikovana demence 70-79

43 A19 D 70 7 Alzhelmerovljloifllg}rl(;ba, uzkostna 60-69

44 A20 I/D 95 M Nespecifikovana demence vice nez 79
45 A21 11 80 V4 Alzheimerova choroba 70-79

46 A22 I/D 88 V4 Alzheimerova choroba vice nez 79
v | om || 2 especitiovan domence | %

48 A24 D/D 76 Z Nespecifikovana demence 60-69

49 A25 I 85 M Nespecifikovana demence 70-79

50 A26 I/D 72 M Alzheimerova choroba 60-69

51 A27 11 77 V4 Alzheimerova choroba 60-69

52 A28 D/D 67 M Neurodegenerativni demence 50-59

53 A29 D/D 82 M Alzheimerova choroba 60-69

54 A30 11 84 V4 Alzheimerova choroba vice nez 79
55 A3l D/D 83 V4 Alzheimerova choroba 70-79

56 A32 I 95 V4 Nespecifikovana demence 70-79

57 A33 D 79 7 Alzheimerova zﬂgigiz, Parkinsonova 70-79

58 642/20 I/D 51 V4 Bez diagnézy demence -

59 |1008/21| D/D 65 M Bez diagnozy demence -

60 | 70221 I 57 7 Bez diagndzy demence -

61 966/21 1/D 43 V4 Bez diagnozy demence -
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Piiloha 2: Prehled pacientu v kontrolni skupiné.

LIC DATUM POHLAVI VEK ACE I/D
18/14 23.5.2014 V4 55 /1
44/14 5.11.2014 V4 47 /D
45/14 5.11.2014 M 34 /D
3/15 22.3.2016 V4 23 /1
715 22.3.2016 M 53 /1
8/15 22.3.2016 Z 50 /D
9/15 22.3.2016 M 15 /D
26/15 14.8.2015 V4 73 I/D
52/15 15.12.2015 Z 56 /1
2/16 13.1.2016 M 44 /D
5/16 13.1.2016 Z 59 D/D
6/16 13.1.2016 M 64 D/D
22/16 3.5.2016 V4 57 I/D
26/16 11.5.2016 V4 29 I/D
29/16 31.5.2016 M 30 /D
28/16 2.6.2016 V4 57 I/D
31/16 30.6.2016 V4 51 D/D
37/16 20.7.2016 V4 17 /1
48/16 16.8.2016 M 51 /D
96/16 16.12.2016 M 34 /D
101/16 3.1.2017 V4 49 D/D
2117 20.1.2017 V4 54 /D
31/17 27.2.2017 V4 44 /D
32/17 30.6.2017 V4 77 /1
36/17 3.3.2017 V4 45 /1
37/17 30.5.2017 M 35 D/D
42/17 23.3.2017 M 57 D/D
43/17 23.3.2017 V4 57 D/D
63/17 23.3.2017 V4 49 I/D
64/17 23.3.2017 M 52 /D
65/17 23.3.2017 M 45 /D
66/17 29.3.2017 V4 41 I/D
67/17 29.3.2017 M 32 /D
68/17 13.6.2017 M 55 /1
70/17 29.3.2017 V4 45 /1
72/17 29.3.2017 V4 63 I/D
73/17 29.3.2017 V4 55 /D
74/17 29.3.2017 V4 58 I/D
75117 29.3.2017 V4 39 /D




76/17 29.3.2017 V4 54 /D
7717 29.3.2017 V4 69 I/D
78/17 25.5.2017 M 57 D/D
79/17 6.4.2017 M 29 /D
80/17 6.4.2017 V4 41 I/D
81/17 30.5.2017 V4 64 I/D
82/17 15.5.2017 V4 49 /D
83/17 6.4.2017 M 42 D/D
84/17 6.4.2017 M 77 /D
85/17 6.4.2017 M 63 /D
86/17 6.4.2017 V4 44 I/D
87/17 11.4.2017 V4 35 /D
88/17 11.4.2017 M 30 D/D
89/17 15.5.2017 V4 56 D/D
90/17 11.4.2017 M 28 D/D
91/17 11.4.2017 V4 49 D/D
92/17 30.5.2017 V4 14 I/D
93/17 11.4.2017 V4 55 D/D
94/17 12.4.2017 V4 51 /D
95/17 12.4.2017 M 69 D/D
96/17 15.5.2017 V4 51 I/D
97/17 12.4.2017 V4 64 D/D
98/17 13.6.2017 M 68 /D
99/17 12.4.2017 V4 52 /D
100/17 12.4.2017 M 50 /D
101/17 30.5.2017 V4 45 I/D
102/17 13.6.2017 V4 42 /1

103/17 30.5.2017 Z 53 /D
104/17 30.5.2017 V4 52 /1

107/17 23.3.2017 V4 29 D/D
108/17 20.3.2017 M 62 -

109/17 15.5.2017 V4 61 D/D
110/17 21.3.2017 V4 29 /D
111/17 16.5.2017 V4 61 D/D
114/17 30.5.2017 V4 11 D/D
115/17 16.5.2017 M 22 /1

117/17 16.5.2017 V4 49 /1

118/17 16.5.2017 M 12 /1

119/17 16.5.2017 M 50 /D
120/17 16.5.2017 M 47 /D
121/17 16.5.2017 V4 59 D/D
122/17 13.6.2017 M 18 /D
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123/17 30.5.2017 M 57 /1
124/17 16.5.2017 V4 64 D/D
125/17 25.5.2017 V4 73 /D
127/17 13.6.2017 M 72 /D
133/17 7.6.2017 V4 9 I/D
134/17 7.6.2017 V4 39 D/D
135/17 7.6.2017 M 61 /1

151/17 20.6.2017 V4 5 /D
152/17 27.6.2017 V4 48 /D
153/17 20.6.2017 V4 5 /D
159/17 7.6.2017 M 41 D/D
160/17 7.6.2017 V4 50 D/D
161/17 7.6.2017 V4 61 /D
162/17 13.6.2017 M 41 /D
168/17 27.6.2017 M 35 /D
169/17 20.6.2017 M 34 /D
175/17 20.6.2017 V4 43 D/D
176/17 27.6.2017 V4 71 D/D
199/17 15.8.2017 M 46 /D
201/17 22.8.2017 V4 34 D/D
212/17 24.8.2017 V4 56 /D
213/17 24.8.2017 M 58 /D
215/17 24.8.2017 M 40 /1

216/17 24.8.2017 V4 43 /D
221/17 2.11.2017 M 30 D/D
222/17 23.11.2017 M 60 /1

223/17 2.11.2017 V4 35 /D
224/17 2.11.2017 V4 54 /D
225/17 23.11.2017 M 54 /D
226/17 23.11.2017 V4 63 /1

227117 11.1.2017 M 42 /D
228/17 2.11.2017 V4 67 /D
229/17 9.11.2017 M 70 D/D
230/17 2.11.2017 V4 63 D/D
233/17 9.11.2017 M 50 D/D
235/17 2.11.2017 V4 56 /D
236/17 9.11.2017 V4 55 /D
237/17 9.11.2017 V4 56 /D
238/17 9.11.2017 V4 62 /D
239/17 9.11.2017 V4 50 /D
243/17 23.11.2017 V4 24 /D
244/17 23.11.2017 V4 68 D/D

N
(@)}




245/17 23.11.2017 V4 27 /D
8/18 6.2.2018 V4 46 D/D
14/18 27.2.2018 V4 42 D/D
70/18 12.9.2018 V4 61 I/D
71/18 12.9.2018 M 56 /1
77/18 1.11.2018 V4 61 /D
99/18 20.12.2018 Z 58 /1
5/19 29.1.2019 Z 38 /D
25/19 14.8.2019 V4 34 D/D
49/19 7.4.2019 V4 47 D/D
56/19 26.6.2019 M 32 /D
68/19 14.8.2019 M 65 D/D

169/19 20.11.2019 V4 57 /D
31/20 7.4.2020 M 44 /D
98/20 3.6.2020 M 62 D/D

175/20 9.7.2020 M 55 D/D

218/20 9.7.2020 Z 55 /D

332/20 7.8.2020 M 10 D/D

468/20 24.9.2020 M 42 /D

603/20 18.11.2020 M 7 /D

625/20 4.12.2020 Z 36 D/D

642/20 8.12.2020 V4 49 I/D

648/20 4.12.2020 V4 42 I/D

658/20 21.12.2020 M 55 /D

686/20 21.12.2020 M 12 D/D
7121 13.1.2021 V4 70 /1
33/21 20.1.2021 M 6 D/D

367/21 25.4.2021 V4 56 /D

381/21 13.5.2021 V4 48 D/D

499/21 10.6.2021 Z 50 /D

702/21 30.6.2021 Z 56 /1

939/21 1.10.2021 M 10 D/D

966/21 20.9.2021 V4 42 I/D

1008/21 11.10.2021 M 64 D/D
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Ptiloha 3:Podrobngjsi statistické vyhodnoceni pacientli s demenci

Primérny vék pacientu
79
Zeny/muii
M 16
VA 45
STATISTIKA ACE I/D
/1 16
I/D 29
D/D 16
STATISTIKA ONEMOCNENI
Alzheimerova choroba 21
Jind demence 31
Bez demence 9
ACE 1/D ZENY
I/l 13
D/D 12
/D 20
ACE 1/D MUZI
I/l
D/D
/D
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Ptiloha 4:Podrobngjsi statistické vyhodnoceni pacientii bez demence

Primérny vék pacientu

48
Zeny/muii
M 60
Z 97

STATISTIKA ACE I/D

/1 23
I/D 86
D/D 47
ACE 1/D ZENY
1/l 14
D/D 27
/D 55
ACE 1/D MUZI
1/l 9
D/D 20
/D 30
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11 Seznam pouzitych zkratek

A — adenin

ACE - angiotenzin konvertujici enzym
ACE2 - angiotenzin konvertujici enzym 2
AD — Alzheimerova choroba

ADDI - adducin

AGT - angiotenzin

ATII — Angiotenzin II

ATP — adenosintrifosfat

BMI - boddy mass index

C — cytosin

CAA — mozkova amyloidova angiopatie

CI — interval spolehlivosti

COVID-19 - Koronavirové onemocnéni
CT - pocitacova tomografie

DD — delece/delece

DM - diabetes mellitus

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova
ESRD - end-stage renal disease — skute¢né onemocnéni v kone¢ném stadiu
G — guanin

GPI — Genuine Progress Indicator

HUGO — Human Genom Project

I/D — inzerce/delece

IDDM - inzulin-dependentni diabetes mellitus
ICH - ischemicka choroba

IT — inzerce/inzerce

JIP — jednotka intenzivni péce

MR - magneticka rezonance

mRNA — mediatorova ribonukleova kyselina
OR — pomér Sanci

PCOS — syndrom polycystickych vajecnikt

PCR - polymerazova fetézova reakce
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PSICH — Primarniho spontanni intracerebralni krvaceni
RAAS - renin-angiotenzin-aldosteronovy systém

RNA - ribonukleova kyselina

rpm — otacky za minutu

RT — pokojova teplota

RT-PCR - real time polymerase chain reaction

T — thymin

UFTM - Universidade Federal do Triangulo Minero
VO2max — maximalni objem kysliku v plicich

Zn — zinek
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