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Optimalizace metody PCR pro vysetieni polymorfismu v genu PAI-1

Abstrakt

Inhibitor aktivatoru plazminogenu-1 (PAI-1) je dtlezitym biomarkerem fibrinolyzy.
Tento glykoprotein ptisobi jako hlavni inhibitor aktivatord plazminogenu a jeho vysoka
hladina v plazmé je asociovana sriznymi typy onemocnéni, naptiklad
kardiovaskularnimi chorobami ¢i malignimi nddory. PAI-1 gen je lokalizovan
na chromozomu 7 v oblasti 7g22.1. V promotoru genu byl vroce 1993 objeven
polymorfismus 4G/5G. Alela 4G zvySuje expresi genu PAI-1 a to vede K vyssi
plazmatické hladin¢ tohoto inhibitoru. Pravé proto se tento polymorfismus stal

pfedmétem mnoha studii.

Hlavnim cilem mé bakalaiské prace byla optimalizace metody ARMS-PCR pro vysetieni
polymorfismu 4G/5G v genu PAI-1. Dalsimi cili bylo sepsani odborné reserSe na dané
téma a osvojeni postupl pouzivanych v genetické laboratofi (izolace DNA, méfeni

koncentrace DNA, Real-time PCR).

V teoretické ¢asti popisuji PAI-1 gen a jeho produkt. Zabyvam se piedevsim roli tohoto
inhibitoru v mechanismu fibrinolyzy a jeho vlivem na rtizna onemocnéni. Déle jsem
uvedla piehled metodickych pfistupti, pouzivanych pro genetickou analyzu

polymorfismu 4G/5G v genu PAI-1.

V ramci praktické ¢asti jsou uvedeny postupy optimalizace metody ARMS-PCR a vlastni
vysledky udavajici frekvenci genotypt vySetfovaného souboru ziskané metodou Real-
time PCR, kdy byl pouzit komer¢ni kit. Optimalizace metody ARMS-PCR nebyla

uspesna.

Klicova slova

inhibitor aktivatoru plazminogenu-1; trombofilni mutace; fibrinolyza; PCR;

kardiovaskularni onemocnéni; polymorfismus; optimalizace



The PCR method optimization for analysis of the gene PAI-1

polymorphism

Abstract

The plasminogen activator inhibitor (PAI-1) is an important biomarker of fibrinolysis.
This glycoprotein acts as a principal inhibitor of plasminogen activators and its high
plasma level is associated with various types of diseases, such as cardiovascular diseases
or malignant tumors. The PAI-1 gene is located on chromosome 7 in region 7922.1.
In 1993 4G/5G polymorphism was discovered in the gene promoter. The 4G allele
increases PAI-1 gene expression which results in a higher plasma level of this inhibitor.

That’s why this polymorphism has become the subject of many studies.

The main aim of my bachelor thesis was to optimize the ARMS-PCR method for analysis
of the gene PAI-1 4G/5G polymorphism. Other goals were to write a specialized research
on this subject and to learn the techniques used in the genetic laboratory (DNA isolation,
DNA concentration measurement, Real-time PCR).

In the theoretical part | describe the PAI-1 gene and its product. | deal mainly with the
role of this inhibitor in the mechanism of fibrinolysis and its influence on various diseases.
Furthermore, | showed an overview of methodological approaches used for genetic

analysis of 4G/5G polymorphism in PAI-1 gene.

In the practical part there are presented procedures of optimization of the ARMS PCR
method and the results of the genotypes of the examined group obtained by the Real-time
PCR method, when a commercial kit was used. The optimization of the ARMS-PCR

method was not successful.
Key words

plasminogen activator inhibitor-1; thrombophilic mutation; fibrinolysis; PCR;

cardiovascular diseases; polymorphism; optimization
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1 Uvod

Inhibitor aktivatoru plazminogenu-1 (PAI-1) patii do skupiny inhibitorti sérinovych
protedz a je dulezitym biomarkerem v procesu fibrinolyzy. V promotoru genu PAI-1,
ktery je lokalizovan na chromozomu ¢islo 7, byl vroce 1993 poprvé detekovan
polymorfismus 4G/5G. Jedna se o deleci ¢i inzerci jedné guaninové baze. Mutovana alela
4G zpusobuje zvySeni inhibitoru v plazmé o 25 % a tim zvySuje riziko pro vznik
trombozy. Je dilezité mit na paméti, ze tromboembolicka nemoc neni vyvolana pouze
genetickou predispozici, ale jedna se o kombinaci né€kolika rizikovych faktord. Témi

muze byt téhotenstvi, obezita, hormonalni 1écba, vék a dalsi.

Dtivodem pro napsani bakalaifské prace zabyvajici se genem PAI-1 je ptfedevSim
aktudlnost daného tématu. Kardiovaskularni onemocnéni je nej€astéjsi piicinou
predasného umrti v evropské populaci. Tiebaze se v Ceské republice jedna o klesajici
trend, prevalence mortality na kardiovaskularni onemocnéni je u nas téméf trikrat vyssi
nez ve Francii, kde je tato prevalence nejnizsi ze vSech evropskych stati. VySetieni
trombofilnich mutaci by nemélo byt opomijeno pted nasazenim (dnes hojné a dlouhodobé
uzivané) hormonalni antikoncepce, ktera je jednim z vyznamnych rizikovych faktord
tromboembolického onemocnéni. Popisovana byva také souvislost mezi PAI-1 a dal§imi
Casto se vyskytujicimi chorobami jako je diabetes mellitus, rakovina a reprodukéni
problémy u zen. PAI-1 reprezentuje nadéjny biologicky marker, ktery méa ambice stat se
parametrem pro stanoveni progndézy a monitorovani lécby rakoviny a nékterych

onemocnénich spojovanych se stafim.

Jednotlivé genotypy PAI-1 4G/5G polymorfismu se urCuji na zakladé vySetieni
pacientské DNA pomoci genetickych metod. Pied zavedenim metody do laboratofe je
tieba metodu zoptimalizovat. Prakticka ¢ast této prace obsahuje optimalizaci metody pro
vySetieni polymorfismu v genu PAI-1. Cilem optimalizace je dosahnout spravnych a
zietelnych vysledkl vySetfeni, a to pomoci vybéru a testovani idealnich parametri reakce
— napf. annealingova teplota, slozeni reakéni smési apod. Pro porovnani jsem provedla
vySetieni polymorfismu v genu PAI-1 také komerénim kitem GeneProof — PAI-1
Genotyping PCR (CE IVD), ktery pro stanoveni genotypu vyuziva metodu Real-time
PCR.



2 Teoreticka Cast

V teoretické Casti se zabyvam nejen popisem genu PAI-1, ale i samotnym inhibitorem
aktivatoru plazminogenu -1 a jeho biologickou funkci v téle. V dalsich kapitolach se
vénuji i ostatnim trombofilnim mutacim a zpusobum detekce polymorfismu 4G/5G

v genu PAI-1.

2.1 PAI-1

Gen kodujici inhibitor aktivatoru plasminogenu — 1, ¢asto nazyvan také serpin E1 gen,
nese informaci pro tvorbu stejnojmenného proteinu. Nachazi se na dlouhém raménku (q)
chromozomu 7-v oblasti 7922.1. Velikost genu je pfiblizné 12 kb a sklada se z 8 intronti
a 9 exonu. (Vaughan, 2005)

Produktem tohoto genu je jednotfetézovy glykoprotein, ktery se fadi mezi serinové
proteazy. Tento protein s molekularni hmotnosti 48 kDa je slozen z 379 aminokyselin.
Jednd se o hlavni inhibitor aktivatori plazminogenu — tPA (tkanovy aktivator

plazminogenu) a urokinazy — uPA. (Blasi a Carmeliet, 2002; Penka et al., 2011)

PAI-1 protein je produkovan bunikami endotelu, megakaryocyty, buiikami hladkého
svalstva, fibroblasty, monocyty, tukovymi buiikami, endometriem, peritoneem, jaternimi
bunikami, mezotelovymi bunikami a srde¢nimi myocyty. (Zorio et al., 2008) Jiz vznikly
protein je uloZen hlavné trombocytech. Odtud miiZze byt uvoliovan do krevniho fecisté
nebo ukladan na subendotelidlni matrix. V krvi se nachézi v aktivni formé nebo castéji
v neaktivni formé jako komplex stPA ¢i vitronectinem, ktery je schopen PAI-1
stabilizovat a ptipadné aktivovat. (Cesari et al., 2010) V plasmé je snadno detekovatelny,
ale jeho hodnoty se mohou lisit na zdklad¢ cirkadialniho rytmu. Rano je koncentrace PAI-

1 nejvyssi, zatimco odpoledne jeho hladina pfirozené klesa. (Vaughan, 2005)

Obecné se jednad o molekulu, ktera je dnes spojovéna s patogenezi a progresi rozli¢nych
trombotickych vaskularnich piihod, ale i chorob metabolismu. Zvysena hladina PAI-1
V plazmé je asociovana s chorobami typickymi pro protrombické stavy jako je obezita,
diabetes nebo hypertenze. Viibec nejcastéji se o PAI-1 mluvi jako o rizikovém faktoru
pro aterosklerozu. (Grant, 2007; Cesari et al., 2010)
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2.1.1 Polymorfismus 4G/5G

V promotoru genu PAI-1 se nachazi polymorfismus 4G/5G, kdy se na pozici -675 bp
vyskytuje jednonukleotidova delece guaninu. Mutovana varianta tedy obsahuje pouze
Ctyfi guaninové baze jdouci za sebou v sekvenci misto péti. 4G alela zvySuje expresi genu
PAI-1, coz vede ke zvyseni hladiny PAI-1 v plazmé. (Penka et al., 2011) Ve srovnani
s homozygoty 5G/5G maji homozygoti 4G/4G zvysenou koncentraci PAI-1 v plazmé
0 25 %. (Eriksson et al., 1995) Piedpoklada se, ze varianta 4G brani vazbé represoru,

ktery u 5G inhibuje expresi genu — proto piepis genu muze snaze probihat, viz obr. 1.

(Penka et al., 2011)
5
& Low plasma PAI-1
concentration
GGGGG

GGGG \
High plasma PAI-1

concentration

Regulatory
region
[] Promotor

Transcription
[C] Exons 1-9

Obrdazek 1: PAI-1 4G/5G polymorfismus (Zorio et al., 2008)

Tento polymorfismus byl poprvé detekovan v roce 1993 Sallym J. Dawsonem et al., kdy
cilem jejich studie byl vyzkum promotoru PAI-1 genu. Studie naznacila, Ze tento
polymorfismus ma funkéni vyznam v regulaci exprese PAI-1 genu. Dale dali
do souvislosti homozygoty 4G/4G s vyssi hladinou PAI-1 v plazmé a naznacili odlisnou
reakci PAI-1 béhem akutni faze. (Dawson et al., 1993)

Kvasnicka et al. stanovil prevalenci genotypi v souboru 1450 zdravych osob stfedniho
véku v regionu Praha a stfedni Cechy. Homozygotni varianta 4G/4G byla detekovana
u 30,69 % populace. Homozygoti 5G/5G tvotili mensinu — 18,97 %, zatimco heterozygoti
5G/4G vétsinu — 50,34 % ve sledované populaci. (Kvasnicka et al., 2012)

2.1.2 Indikace k vySetieni

Vysetiovani vrozenych trombofilnich dispozic je indikovano v pfipadé ptitomnosti
minimalné¢ dvou klinickych kritérii. N&které zdroje toto vySetieni zpochybiiuji.

(Matyskova et al.,, 2009) Testovani dédi¢nych trombofilnich polymorfismt totiz
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nepiinasi predikci dalsi tromboembolie a také se zpochybiiuje celkova efektivita rutinniho

vysetfovani zejména z hlediska finan¢nich nakladi. (Dalen, 2008)

Vysetieni je indikovano pouze v piipadech, kdy pacient (ptipadny nositel mutace) bude
z vySetfeni profitovat — bude zajiSténa lepSi prevence v zat€zovych situacich
(pt. téhotenstvi), pfi zvazovani uzivani hormondlni antikoncepce ¢i substitucni
hormonalni 1é¢by a zaroven u jedinct mladsich 45 let (ve vyssim véku je profylaxe bézné
podavana). Vysetieni vrozené trombofilie se tedy provadi u osob do 45 let véku
v ptipadech, kdy se jedna o idiopatickou trombozu, recidivujici stavy, arteridlni 1 zilni
trombozu bez jiné choroby v anamnéze. (Matyskova et al., 2009) Gravidni Zeny se
vySetiuji v pfipadech s pozitivni osobni nebo rodinou anamnézou, nebo pokud se
vyskytnou komplikace v gravidité — pii té€zkych formach preeklampsie, retardaci plodu
anebo abrupci placenty. VySetieni se také provadi u zen po 3 potratech v prvnim trimestru

téhotenstvi nebo po kazdé ztraté plodu po prvnim trimestru té¢hotenstvi. (Kvasnicka,

2010)

VysSetieni se neprovadi u bezptiznakovych rodinnych pftislusnikli vysSiho véku,
u zdravych jedinci do 15 let (pouze v rizikovych situacich). U trombdz vzniklych béhem
nadorového onemocnéni, autoimunitniho onemocnéni a ve vysokém véku se vysetieni

ukazuje jako zbyte¢né. (MatySkova et al., 2009)

Dle prof. Kvasnicky ma zasadni klinicky vyznam pouze urCeni Leidenské mutace
a mutace v genu pro protrombin. Vysetfeni dalSich trombofilnich mutaci jako je PAI-1,
je indikovano ve vybranych piipadech pouze trombotickymi centry nebo Ustavem

hematologie a krevni transfuze v Praze. (Kvasnicka, 2010)

2.2 Plasminogen aktivator systém a fibrinolyza

PAI-1 protein hraje dulezitou roli v Plasminogen aktivatorovém systému (PAS), ktery
kontroluje pfeménu inaktivniho enzymu plasminogenu (PLG) na aktivni plasmin. Pravé
tento enzym je hlavnim enzymem fibrinolyzy a zplsobuje degradaci fibrinu na jeho
produkty. (Halamkova et al., 2001; Fay et al., 2007) Krom¢ fibrinolyzy je PAS dalezitou
soucasti dalSich fyziologickych procest jako je koagulace, zanét, hojeni ran a vyskyt
malignity. (Cesari et al., 2010)

Aktivace PLG probiha tfemi riznymi zptsoby:
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e Vnitini aktivacni systém — sklada se z faktoru XII, faktoru XI, prekallikreinu,
kininogenu.

e Vng¢jsi aktivacni systém — hlavnimi aktivatory jsou tPA a uPA.

e Exogenni aktivaéni systém — aktivatory jsou trombotické Iéky ¢i nékteré
bakterialni proteiny (streptokindza, stafylokinaza) (Brummel-Ziedins et al.,
2009).

2.2.1 Slotky PAS

Spravna pfeména PLG na plasmin je zajiStovana diky souhie slozek celého systému.

Funkce jednotlivych slozek je uvedena nize.

2.2.1.1 Tkaiiovy aktivator plazminogenu (tPA)

tPA se fadi mezi sérinové proteazy, které vytvaii endotelialni buiiky. (Zorio et al., 2008)
Prave tento aktivator (spolecné s uPA) je hlavnim aktivatorem plasminogenu u savcu.
(Fay et al., 2007) Do krve je tento aktivator uvoliiovan jako jednofetézcovy prekurzor,
jehoz pfeménu na aktivni dvoutezecovou formu zajistuje plasmin a to St€épenim peptidové

vazby. (Zorio et al., 2008)

2.2.1.2 Urokinaza (UPA)

Tato serinova proteaza je predevsim soucasti proteolyzy. (Zorio et al., 2008) uPA se vaze
na specificky bunéény receptor (u-PAR), ¢imZ dochazi k aktivaci signdlni transdukce,
ktera vede ke stimulaci bunééné proliferace, modulace adheze a zvySené bunécné
migraci. Na rozdil od tPA, ktery ma zésadni vyznam pro fibrinolyzu, je tento aktivator
dulezity béhem degradace tkani pii fyziologickych a patologickych procesech. (Duffy,
2004) Protein uPA se syntetizuje jako jednotfetézcovy polypeptid zvany pro-urokinaza
(pro-uPA). (Zorio, at al., 2008) Proenzym pro-uPA muze byt aktivovan na uPA pomoci
plazminu, ale i dal$imi proteazami se specifitou podobnou trypsinu. Mezi plazminem
(aktivovanym plasminogenem) a pro-uPA tedy dochazi k mechanismu pozitivni zpétné
reakce. Tato vzajemna proenzymova aktivace je dulezitou soucasti aktivacniho systému

PLG. (Behrendt et al., 2003)

2.2.1.3 Plasminogen (PLG)

Lidsky PLG je polypeptid o velikosti 810 aminokyselin. Zrala forma tohoto proteinu

obsahuje pouze 791 aminokyselin, coz je vysledkem odstépeni 19 aminokyselin béhem
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sekrece. Syntéza plasminogenu primarné probiha v jatrech. Plasminogen se muze tvofit i
v dal$ich tkanich — naptiklad v nadledvinkach, ledvinach, mozku, srdci, déloze, thymu a

ve varlatech, stiev¢ ¢i sleziné. (Castelino a Ploplis, 2003)

2.2.1.4 Fibrinogen

Fibrinogen je glykoprotein, ktery se za normalnich okolnosti nachazi v plazmé, a to
v koncentraci odpovidajici pfiblizn€ 2,5 g/1. Jedna se o rozpustnou makromolekulu, ktera
se diky ptsobeni proteolytického serinového enzymu trombinu pfeméni na fibrin
a vytvoii tak srazeninu ¢i nerozpustny gel. Fibrinogen je dulezity pii hemostaze (hraje
vyznamnou roli pii agregaci krevnich desti¢ek), hojeni ran, zanétu, angiogenezi a dalSich

biologickych funkcich. (Weisel, 2005)

2.2.1.5 [Inhibitor aktivdtoru plazminogenu-2

Inhibitor aktivatoru plazminogenu-2 (PAI-2) se sklada z 393 aminokyselin a ptivodné byl
izolovan z lidské placenty. (Ye et al., 1987) PAI-2 gen je lokalizovan na chromosomu
1821 a obsahuje 5 exond. (Ye et al., 1989) PAI-2 inhibuje dvoutetézcové formy tPA a
uPA, ale je méné ucinny pfi inhibici jednofetézcové tPA. Vyznamné hodnoty PAI-2 se

nachazeji v plasmé pouze v dobé té¢hotenstvi. (Cesarman-Maus a Hajjar, 2005)

2.2.1.6 Inhibitor aktivdtoru plazminogenu-3

Tento inhibitor, inhibitor aktivatoru plasminogenu-3 (PAI-3), je identicky s inhibitorem
proteinu C. (Halamkova et al., 2011) Jedna se o glykoprotein, patfici mezi serpiny, ktery
je zavisly na heparinu. Je syntetizovan v jatrech a n¢kterych dalSich organech. Také miize
byt nalezen vsemennych a folikularnich tekutinach. PAI-3 inhibuje uPA, tPA,
aktivovany protein C, trombin, kallikrein a specificky antigen prostaty. Ackoliv hladiny
PAI-3 v plasmé jsou vyssi nez PAI-1, fibrinolyticka aktivita v plasmé je nizsi. (Zorio et
al., 2008)

2.2.1.7 az-plasmin inhibitor (a2-PI)

az-Pl, jednofetézcovy glykoprotein, cirkuluje vplazmé ve vysoké koncentraci —
0,9 nmol/1. Sklada se z 452 aminokyselin s dvéma disulfidickymi mistky. Gen se nachazi
na chromozomu 18921-22 a je slozen z 10 exond. Promotorova oblast genu fidi tkanove
specifickou expresi v jatrech. (Holmes et al., 1987) Tento inhibitor je také slozkou a-
granuli krevnich desticek. Plazmin, uvolnény do krve nebo v blizkosti trombu bohatého

na desticky, je ptisobenim az-PI okamzité neutralizovan. (Cesarman-Maus a Hajjar, 2005)
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2.2.2 Fibrinolyza

Fibrinolyticky systém je diilezitou soucasti hemostazy. Jedna se o proces, pii kterém
dochazi k degradaci fibrinu na jeho monomery. Reguluje tedy vznik fibrinovych formaci
a jejich rozvolnéni (pokud nejsou potiebné). (Certik, 2003; Halamkova et al., 2011)
Fibrinova sit’ je hlavni proteinovou slozkou trombu. Fybrinolyza tak zabraiiuje vytvoteni
ptili§ velkého trombu, ktery by mohl omezit priatok krve. (Cesarman-Maus a Hajjar,
2005) Hlavnim enzymem fibrinolyzy je plazmin, jehoZ polo¢as rozpadu je cca 2 dny, ale
mize byt i krat$i vzhledem k aktivaci fibrinolytického systému. (Brummel-Ziedins et al.,

2009) Cely systém je regulovan pomoci interakce aktivatori a inhibitori. (Certik, 2003)

Plasminogen mize byt pfeménén na plazmin pisobenim tPA, stejné tak jako ptisobenim
UPA. (Cesarman-Maus a Hajjar, 2005) Tyto aktivatory §tépi specifickou peptidovou
vazbu Arg-Val a tim dochazi k aktivaci PLG. (Fay et al., 2007) Vznika tak plasmin, ktery
je schopen stépit tPA a uPA. Z téchto jednotetézcovych aktivatorii plasminogenu tak
vznikaji dvoufetézcové polypeptidy, které jsou vice aktivni. Fibrin reguluje vlastni
rozklad vazbou PLG a tPA na sviij povrch, ¢imz lokalizuje a posiluje vznik plazminu.
Afinita mezi tPA a PLG se vyrazné zvySuje v piitomnosti fibrinu, jinak je tPA pouze
slabym aktivatorem plasminogenu. Katalyticka u¢innost aktivace PLG se tak s fibrinem

zvySuje minimalné o dva fady. (Cesarman-Maus a Hajjar, 2005)

Vznikly plazmin $tépi fibrin, vytvati rozpustné degrada¢ni produkty a odhaluje tak
karboxylové konce lysinu. Autonomni proteinové domény, zvané ,kringles”, tPA
(doména 2) a PLG (doména 1 a 4) obsahuji mista vazajici lysin. Tyto mista umoznuji
dalsi vazbu na fibrin, coz vede ke zvySeni tvorby plazminu a odstranéni fibrinu. Vazba
plazminu na fibrin mize byt blokovana analogy lysinu — kyselinou aminokapronovou,
kyselinou tranexamovou a trombinem aktivovanym inhibitorem fibrinolyzy (TAFI).

(Cesarman-Maus a Hajjar, 2005)

TAFI je bazicka karboxypeptidaza, ktera cirkuluje v plazmé jako proenzym a je
aktivovana trombinem proteolyticky. Tento inhibitor §tépi lysinové zbytky fibrinu.
(Wang et al., 1998) V dusledku toho inhibuje fibrinolyzu inhibici vazby PLG na povrch
castetné degradovaného fibrinu. Protoze se TAFI aktivuje trombinem, predstavuje

propojeni mezi koagulaci krve a fibrinolyzou. (Nesheim et al., 1997)
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Rozpousténi fibrinu je dale regulovano pomoci PAI-1 a inhibitory plazminu samotného
— naptiklad az-plasmin inhibitorem a az-makroglobulinem. (Cesarman-Maus a Hajjar,
2005) PAI-1 inhibuje aktivaci plazminogenu vazbou na jeho aktivatory. Jedna se
0 nejucinnéjsi inhibitor tPA i uPA. Tvorba komplexu uPA-PAI-1 urychluje odstranovani
uPA jaternimi nebo monocytoidnimi bunikami. Nadmérna exprese inhibitoru PAI-1 tak

muze ohrozit mechanismy odbouravani fibrinu a v samotném dusledku podporovat

patologické ukladani fibrinu a trombotické piihody. (Zorio et al., 2008)

tPA / uPA
PAI-1 au-plasmin inhibitor
PAI-2 —| oz-makroglobulin
PAI-3 o
DEGRADACNI
PLASMINOGEN » PLAZMIN PRODUKTY FIBRINU
T FIBRIN

TAFI _| inhibitor
ﬁ aktivator

Obrazek 2: Schéma fibrinolyzy (prevzato a prepracovano dle Cesarman-Maus a Hajjar, 2005)

2.3 Trombofilie

Trombofilie je ziskana ¢i vrozend porucha homeostatického mechanismu, ktera je
pii¢inou zvySeného rizika vzniku trombodz. (Penka et al., 2009) Jedna se o zvySenou
nachylnost ke tvorbé trombu (krevnich srazenin) v zilach ¢i arteriich. (Kvasnicka, 2003a)
Nejcastéjsi a zaroven nejvyznamnéj$im projevem onemocnéni je tromboembolismus,

typicky pro hlubokou zilni trombodzou, jez mize vést az k plicni embolii. (Kessler, 2006)

Ke klinické manifestaci trombozy je nezbytna piitomnost vice rizikovych faktort
soucasng, proto byva v rodinach s vysokym vyskytem tromboembolické nemoci (TEN)
identifikovano nekolik vrozenych i ziskanych faktorti. Mezi ziskané faktory patii vék nad
45 let, obezita, TEN v anamnéze, hormonalni 1écba, poranéni, operace, t€hotenstvi a
Sestined¢li, imobilizace, varixy a nadorova onemocnéni. U tromb6z tepen je rizikovym

faktorem i koufeni, hypertenze a poruchy lipidového metabolismu. (Penka et al., 2009)

Mezi vrozené rizikové faktory asociované s trombofilii patii mutace FV Leiden, mutace

protrombinového genu, polymorfismy genu MTHFR, mutace genu pro antitrombin,
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mutace spojené s proteinem C a S a prave polymorfismus genu PAI-1, jemuz se vénuji

v kapitole 2.1.1.

2.3.1 Leidenska mutace

Mutace FV Leiden byla poprvé popsana v roce 1993 Dahlbackem a kolektivem. Jedna se
0 vrozenou rezistenci faktoru V (FV) k aktivovanému proteinu C (APC-R) (Penka et al.,
2009) Gen pro hemokoagula¢ni faktor V se nachazi na chromozomu cislo 1 v oblasti
1g24.2. Ptic¢inou rezistence je jednobodova mutace, kdy zaménou nukleotidu guaninu za
adenin, dochazi k substituci aminokyseliny argininu za glutamin v peptidickém fetézci.
Protein C je potiebny pro degradaci nemutovaného faktoru V a VIII, proto tato mutace

ovliviiuje hemokoagulaci — protein C ztraci funkei pfirozeného inhibitoru koagula¢ni
kaskady. (Widimsky et al., 2011)

Tato semidominantni dédi¢na mutace vznikla asi pfed 20-30 tisici lety a je zodpoveédna
za 90-95 % pripadi APC-R. (Widimsky et al., 2011) Nasledné byly popsany dal$i mutace
zapficinujici APC-R, naptiklad Cambridge a Hong Kong, ale jejich vyskyt je minimalni.
Prevalence Leidenské mutace V Evropé a Severni Americe je 3—15 % u zdravé populace,
u pacientd s trombofilii je to 20 — 60 %. Pfitomnost mutace V heterozygotnim stavu
zvysuje riziko TEN 5-10krat, u homozygotl se jedna az 0 50-100krat zvysené riziko.
(Penka et al., 2009) Zeny uzivajici hormonalni antikoncepci maji zvysené riziko az
35krat. K trombozdm u heterozygotd dochdzi pouze V pfitomnosti dal§iho
protrombotického rizika — napt. imobilizace, t€hotenstvi, obezita apod. Z literatury
vyplyva, Ze Leidenska mutace se téméf nevyskytuje u africké a asijské populace.

(Widimsky et al., 2011)

2.3.2 Mutace v genu pro protrombin G20210A

Mutace v genu pro protrombin byla popsana koncem roku 1996. VVyskytuje se asi u 6,3 %
nemocnych s trombdzou, u osob srodinnou anamnézou dokonce v 18 % pftipada.
Pfitomnost této mutace zvySuje riziko trombozy 2,8krat. (Penka et al, 2009) Jedna se
0 jednobodovou mutaci v genu pro faktor Il. Gen pro tento faktor se nachazi
na jedenactém chromozomu v oblasti 11p11.2 a obsahuje 14 exont.. Na pozici 20210
dochazi k zaméné guaninu za adenin, coz je pfi¢inou zvySeni hladiny protrombinu

v plazmé. (Penka et al., 2011; Widimsky et al., 2011)
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Tato autozomalné¢ dominantné¢ dédi¢na mutace se fadi mezi gain-of-function mutace
(mutace zisku funkce). Disledkem téchto mutaci je zvySena efektivita stépeni m-RNA,
coz vede k akumulaci m-RNA a jeji translaci do podoby koagula¢niho proteinu, ¢imz se

zvySuje produkce protrombinu. (Gehring et al., 2001)

2.3.3 Polymorfismy genu pro methylentetrahydrofolatreduktazu

Methylentetrahydrofolatreduktaza (MTHFR) je enzym poskytujici metylové skupiny
pottebné ke zpétné remetylaci homocysteinu na metionin — proto je velice dilezity
V biochemickém cyklu homocysteinu. (Penka et al., 2011) Remethyla¢ni draha, ktera
slouzi k degradaci hemocysteinu, se sklada ze dvou navzajem propojenych cykla —
z methioninového a folatového cyklu. Druhym zplisobem degradace homocysteinu je
transsulfurace. (Erben, 2015)

Metylace DNA je epigeneticky mechanismus regulujici transkripci mnoha genti. Tento
mechanismus zabranuje vazbé¢ transkripéniho faktoru nebo naopak podnécuje vazbu
proteind vazajici methylové skupiny, coz zptsobuje inhibici ¢i zvySenou expresi urcitého

genu. (dos Santos Nunes, et al., 2017)

Homocystein je typicky svou vysokou chemickou aktivitou, kterd mize vygradovat az
Vv toxicitu pii jeho hromadéni v krvi. Tato aminokyselina podporuje protrombickou
aktivitu ve sténé cév, coZ vede k ateroskleroze a tromboze. Na endotelialni bunky plsobi
cytotoxicky, inhibuje bunénou proliferaci a na endotelu inhibuje expresi

trombomodulinu — tak snizuje aktivaci proteinu C. (Kvasnicka et al, 2003b)

V disledku vyskytu polymorfismi v genu pro MTHFR vznika enzym, ktery se vyznacuje
Vyssi termolabilitou a snizenou aktivitou. SniZzené aktivita enzymu ma za disledek nizsi
schopnost odbouravani homocysteinu na méné toxické metabolity a mize zpisobit
zvySeni jeho koncentrace v Krvi. Pti hyperhomocysteinémii se také v plazmé objevuje
zvySena aktivita FV a FXII. (Kvasnicka et al., 2003b) Zvysena hladina homocysteinu
Vv plazmé muze byt zplsobena i nedostatkem kyseliny listové — pokud neni kyselina
listova pfitomna, pfeména homocysteinu na methionin nemize fddné& prob¢hnout. Tuto
reakci ovliviluji dalsi kofaktory enzymi pyridoxin a vitamin B12, bez kterych enzym
postrada funkcnost. Proto je pro spravny metabolismus homocysteinu velmi diilezity

jejich dostatek v potrave. (Erben, 2015)
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Gen pro MTHFR se nachazi na chromozomu 1 v pozici 1p36.3 (Goyette et al., 1994)
Dosud bylo vtomto genu objeveno 34 mutaci a 9 polymorfismt. Nejvice studované
polymorfismy jsou MTHFR C677T a MTHFR A1298C. (Leclerc et al., 2000)

Polymorfismus MTHFR C677T

Nejvyznamnéj$im polymorfismen v genu pro MTHFR je polymorfismus C677T.
Na pozici 677 se vyskytuje misto cytosinu thymin. Nasledné dochazi k zaméné alaninu
na valin na pozici 222 (Ala???>—Val). Homozygotni genotyp (TT) je jednim z ddleZitych
determinantt ovliviiujici hladinu homocysteinu v krevni plazmé, zvlasté v piipadé nizké
plazmatické hladiny folati. Homozygotni varianta MTHFR 677TT se vyskytuje
ve frekvenci az 30 % Vv Severni Americe, Evropé a v mnohych asijskych populacich.
V subsaharské Africe a u Afroameri¢anti se homozygoti 677TT témét nevyskytuji, jejich
maximalni vyskyt je 1 % v populaci. (Schwahn a Rozen, 2001) Homozygotni forma
677TT zvySuje hladinu homocysteinu o 20 % v porovnani s genotypem 677CC. (Bozok
Cetintas et al., 2014)

Polymorfismus MTHFR A1298C

Druhym nejbéznéjsim polymofismem v genu pro MTHFR je zaména adeninu za cytosin
v pozici 1298.Vysledkem je substituce kyseliny glutamové za alanin na pozici 429
v aminokyselinovém fetézci (Glu**—Ala). (Schwahn a Rozen, 2001) Tento
polymorfismus také redukuje aktivitu enzymu MTHFR, ale v mnohem mensi mife. (Van
der Put et al., 1998) U dvojité heterozygotnich jedinci: MTHFR 677CT/1298AC se
pfedpokladd vyssi riziko vyskytu hyperhemocysteinémie a niZsi plazmatickd hladina
folatt. (Schwahn a Rozen, 2001) Frekvence vyskytu homozygotni mutace MTHFR
1298CC v bélosské populaci je 10-12 %. (Leclerc et al., 2000)

2.3.4 Antitrombin

Antitrombin je hlavnim inhibitorem proteindz krevni koagulace, naptiklad trombinu ¢i
faktoru Xa. V roce 1965 Egeberg poprvé popsal nedostatek antitrombinu jako jednu
z pricin trombofilie. (Egeberg, 1965) Prvni mutace byla detekovana v roce 1984, dnes je
identifikovano jiz vice nez 200 mutaci v genu pro antitrombin. Jedinci s dédi¢nym
nedostatkem antitrombinu maji riziko tromboembolie zvySené 20 — 50krat. V obecné
zdravé populaci se vyskyt zdédéné nedostate¢nosti antitrombinu pohybuje od 0,02 az

po 0,2 %. (Fischer et al., 2013)
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Nedostatek antitrombinu se déli na typ 1 a 2. Typ 1 vykazuje snizenou aktivitu
antitrombinu i hladiny antigenu. Typ 2 se vyznacuje normalni plazmatickou hladinou

antitrombinového antigenu a sniZzenou aktivitou antitrombinu. (Fischer et al., 2013)

235 ProteinCas$s

Nedostatek proteinu C a S zvysuje riziko trombdzy 8 — 10krat. (Penka et al., 2009) Jedna
se 0 K-dependentni faktory, které jsou dulezitymi pfirozenymi inhibitory krevniho
srazeni. Jejich defekt se projevuje jiz v détstvi nejcastéji jako zilni trombozy dolnich
koncetin. V nékterych ptipadech byly popsany trombozy hornich koncetin, trombozy
povrchovych Zil ¢i tepenné trombozy. (Brdicka a Didden, 2018) U homozygotnich
jedincti miize v ranném détstvi nastat stav ,,purpura fulminanans®, ktery ma casto fatalni

nasledky. (Penka et al., 2009)

V ptipad¢ mutace protein C se bézné v populaci vyskytuji 2 mutantni jedinci na 1000

obyvatel. Prevalence defektu proteinu S neni znama. (Penka et al., 2009)

2.4 PAI-1 a choroby

Jak jiz bylo zminéno, alela 4G v ptipadé polymorfismu 4G/5G PAI-1 genu vede
ke zvySené hladin¢ PAI-1 vplazmé. To mize byt pfi¢inou ¢i jednim z faktort
ovlivilyjicich vznik ¢i pribéh rozdilnych chorob. V této kapitole se podrobnéji zabyvam
neplodnosti, rakovinou, obezitou, diabetem a kardiovaskularnim onemocnénim. Ale vliv
PAI-1 byl prokazan i u jinych onemocnéni, napi. u Alzheimerovy choroby (Fekih-Mrissa
et al., 2017) a metabolického syndromu. (Vague et al., 2003)

2.4.1 Obezita, inzulinova rezistence a kardiovaskuldrni onemocnéni

PAI-1 hraje dulezitou roli v pfipadé vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni, a to
piedevsim prostiednictvim inhibice t-PA. (Gils a Declerck, 2004) Prvni diikaz 0 spojitosti
mezi snizenou kapacitou fibrinolyzy, zvySenou plazmatickou hladinou PAI-1 a
kardiovaskularnim onemocnénim byl poskytnut diky studii zabyvajici se mladymi lidmi
po infarktu myokardu, a to jiz v roce 1987. (Hamsten et al., 1987) Nicmén¢ Juhan-Vague
et al. poukazali na vliv inzulinové rezistence. Asociace mezi hladinou PAI-1 a rizikem
koronarnich ptfihod zmizela po upravé vysledki na zakladé faktorG charakterizujici
inzulinovou rezistenci. (Juhan-Vague et al.,, 1996) Ukazalo se, ze metabolické
determinanty mohou mit vétsi vliv nez genetické determinanty. (Henry et al., 1998)

Rozsahlé experimentalni a klinické dtikazni studie demonstruji, Ze PAI-1 spojuje obezitu,
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inzulinovou rezistenci a kardiovaskularni onemocnéni (viz obr. 3). Proto pfimy
antagonista PAI-1 reprezentuje terapeutickou mozZnost pro snizeni rizika
kardiovaskularnich onemocnéni spojenych s obezitou a metabolickym syndromem,

stejné tak jako 1éEbu obezity samotné. (Taeye et al., 2005)

Obesity <":> Diabetes

7

PAI-1

!

Cardiovascular
disease

Obrazek 3: Souvislost PAI-1 s obezitou, diabetem a kardiovaskuldarnim onemocnénim (Taeye et al., 2005)

Vysledky nékterych studii tykajicich se souvislosti PAI-1 4G/5G polymorfismu
a kardiovaskularnich onemocnénich nejsou jednoznacné. AvSak napi. Akhter et al.
zaznamenal vyssi prevalenci 4G alely u mladych pacientli po mrtvici v indické populaci.
(Akhter et al., 2017) Naproti tomu americka studie zaznamenala vys$si vyskyt alely 4G u
pacientek s infarktem myokardu, ale u pacientek s mrtvici tato asociace prokazana
nebyla. (Hindorff et al., 2002) N¢které studie dosli k zavéru, ze relativni riziko vzniku

infarktu myokardu je az dvojnasobné u osob, které maji 4G alelu. (Moatti et al., 2000)

2.4.2 Neplodnost

Normaélni téhotenstvi je asociovano se zménou hemostdzy. ZvySuje se koncentrace
vétSiny srazecich faktorli, koncentrace pfirozenych antikoagulantli se naopak sniZuje
a klesa také fibrinolyticka aktivita. Tyto zmény pomahaji udrzovat funkci placenty béhem
téhotenstvi a také maji svou hemostatickou tlohu béhem porodu. Zména hemostizy
béhem gravidity muze vést ke zvysené predispozici ke vzniku trombt a dal§im cévnim

komplikacim. (Brenner, 2004)

Fibrinolyticka aktivita plasmy je obecné¢ b&hem tchotenstvi snizend, zlstava nizka i
pted porodem a béhem porodu. Kratce po porodu se ale vraci do normalnich hodnot.

(Stirling et al., 1984) Aktivita t-PA béhem téhotenstvi klesa. Pfi¢inou je nejen postupné
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zvySeni PAI-1 v plazmé, ale pravdépodobné i vyznamné zvySeni hladiny PAI-2.
(Brenner, 2004) Hladina PAI-1 je ve 35. tydnu t€hotenstvi pétinasobné vyssi nez v tydnu
dvanactém. Po poporodnim obdobi se hodnoty tohoto inhibitoru normalizuji. (Bremme et

al., 1992)

Vrozena trombofilie je rizikovym faktorem reprodukénich onemocnéni, a to vcetné
neplodnosti, opakovanych potrati a porodnich komplikaci. (Goodman et al., 2006) PAI-
1 4G/5G polymorfismus spolu s Leidenskou mutaci piispivaji k casné ztraté¢ plodu.
Dtvodem muze byt vliv PAI-1 na regulaci fibrinové sité. Dale vliv na invazi trofoblasti
do endometria, coZ je nezbytné pro spravny vyvoj placenty. Invaze trofoblastu vyzaduje
aktivitu metaloproteinazy, kterd je regulovana pravé pomoci aktivatori plasminogenu,
jejichz hlavnim inhibitorem je PAI-1. (Aflalo et al., 2004; Goodman et al., 2006)
Hypofibrinolyza zpusobena v disledku ptitomnosti 4G alely omezuje trofoblastickou

invazi i v piipad€¢ umélého oplodnéni. (Gris et al., 1997)

Nekolik studii se zabyvalo trombofilnimi mutacemi v souvislosti s reprodukénimi
problémy. Goodman et al. zaznamenal vyznamné vyssi frekvenci vyskytu mutace PAI-1
4G/5G u Zen s opakovanymi potraty v porovnani s kontrolni populaci. Studie se zabyvala
celkem 10 trombofilnimi mutacemi, pficemz nejvyznamnéjsi nardst heterozygotnich
genotypl byl u Leidenské mutace a PAI-1 oproti kontrolni skupiné. Vyznamny rozdil
prevalence homozygotnich mutovanych genotypl byl zaznamendn V ptipadé vyskytu
Leidenské mutace, PAI-1 4G/5G a MTHFR C677T. (Goodman et al., 2006) Vyssi
prevalenci PAI-1 4G/4G genotypu u Zen s opakovanymi potraty a nezdafilym umelym

oplodnénim potvrdila i chicagska studie. (Salazar Garcia et al., 2016)

2.4.3 Rakovina

Schopnost rakovinnych bunék napadnout extracelularni matrix, pronikat do lymfatickych
a krevnich cév a vytvaret vzdalené metastazy zavisi na interakci dvou hlavnich systémi.
Prvnim systémem jsou matrixové metaloproteinazy. Druhym systémem je uPA, jeho
receptor UPAR a PAI-1. Tyto slozky hraji tstiedni roli v procesech vedoucich ke vzniku
metastaz. (Look et al., 2002)

Vysledky experiment ukazaly, Ze existuje souvislost mezi koncentraci uPA a vznikem
metastaz. Protilatky a inhibitory proti uPA dokazi u¢inn¢ redukovat pocet metastaz nebo

mohou byt dokonce jejich prevenci. Také zabranéni navazani UPA na UPAR vede ke
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snizeni vzniku metastaz. (Duffy, 2002) uPa ovliviiuje Sifeni rakoviny degradaci
extracelularniho matrixu a tim umoznuje invazi nadorovych bunék a jejich
metastazovani. Navic stimuluje angiogenezi, mitogenezi, adhezi bunék a jejich migraci.

(Andreasen et al., 1997)

Dalo by se piedpokladat, ze PAI-1 jako inhibitor uPA by mél pusobit proti invazi
a metastazovani malignich bun¢k. V nékterych modelovych systémech vysoka exprese
PAI-1 opravdu zredukovala tvorbu metastaz. (Alizadeh et al., 1995; Ma et al., 1997) Jiné
studie ukazali, ze PAI-1 spiSe podporuje, neZ inhibuje invazivitu a vznik metastaz béhem
nadorovych onemocnéni. Napft. spolecna exprese PAI-1 a UPA se ukazala byt nezbytnou
pro optimalni invazi plicniho nadoru skrz umélou membranu. U mysi vedl deficit PAI-1

ke snizené angiogenezi a K prevenci invaze rakovinnych bunék. (Duffy, 2002)

Velka pozornost byla vénovana také rakoviné prsu v souvislosti nejen s PAI-1, ale
I SuPA. Vysoké hladiny uPA a PAI-1 jsou asociovany s horsi prognozou. (Look et al.,
2002) Castello et al. potvrdil dopad PAI-1 4G/5G polymorfismu na zavaznost nadoru
u pacientek s rakovinou prsu. (Castelld et al., 2006) Dalsi studie podporuje asociaci
tohoto polymorfismu se vzristajicim rizikem vzniku rakoviny, obzvlasté v kavkazské
populaci. Jedinci s4G alelou maji vétsi predpoklad pro vznik karcinomu délohy
a tlustého stieva. (Wang et al., 2013)

2.5 Laboratorni diagnostické metody detekce polymorfismu PAI-1

K detekci polymorfismu v genu PAI-1 se pouzivaji genetické metody, které jsou zalozené
na polymerazové fetézové reakci (PCR). Jedna se naptiklad o Real-time PCR,
hybridizaci, alelové specifickou PCR a sekvenovani. Vysledky téchto reakci jsou
detekovany elektroforeticky nebo (v ptipadé Real-time PCR) pomoci fluorescen¢nich

metod.

25.1 Polymerdzova fetézova reakce (PCR)

Objev metody PCR (z ang. Polymerase chain reaction) Karym B. Mullisem v 80. letech

vvvvvv

(Kaltenboeck a Wang, 2005) Doktor Mullis byl za objev metody PCR ocenén Nobelovou
cenou v roce 1993. Tato metoda, diky které je mozné amplifikovat (zmnozit) specificky

usek DNA, se dnes masivné vyuziva v diagnostice genetickych chorob, ve forenzni
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mediciné a také naptiklad pfi analyze DNA izolované z archeologického materialu.

(Kocarek, 2007)

2.5.1.1 Princip a prubéh PCR

Princip PCR je zaloZzen na replikaci nukleovych Kkyselin. Podstatou metody je
enzymatickd syntéza novych fetézci urCenych tseki DNA ve sméru 5 >3’
prostfednictvim enzymu DNA — polymerdzy. Zasadni je cyklické opakovani této syntézy.
K vymezeni potiebného tseku nukleotidové sekvence slouzi dva primery, které se vazou
na protilehl¢ fetézce DNA tak, ze jejich 3 konce sméfuji proti sobé. Piitomnost DNA —
polymerdazy a nukleotidi pak =zajistuje prubéh syntézy novych vldken na obou

matricovych fetézcich protismérné. (Smarda et al., 2005)

Nezbytnou soucésti reakce je pfitomnost termostabilni polymerdzy, ktera se ziskava
izolaci z termofilnich mikroorganismti. Piikladem je Tag DNA-polymeraza, izolovana
z bakterie Thermus aquaticus, odolavajici vysokym teplotam pii denaturaci DNA.
(Smarda et al., 2005)

Amplifikacni reakce probiha v pfistroji oznaCovaném jako ,.cykler, ve kterém mizeme
predem naprogramovat pozadovany reakéni profil. Jeho vyhodou je rychla zména teplot,

ktera je nezybtna pro jednotlivé kroky amplifikace. (Kocarek, 2007)

Béhem reakce PCR dochazi k cyklickému opakovani tii krokl, které jsou zavislé

na odlisnych teplotach; (Smarda et al., 2005)

1. Denaturace — pusobenim zvySené teploty (92-96 °C) dochazi k denaturaci
vySetifované DNA.

2. Annealing (hybridizace) — primery se komplementarné vazou na cilové sekvence
vySetiované DNA a vymezuji tak oblast genomu, kterd bude amplifikovana. Tento
krok probiha pfi teploté 40 — 65 °C.

3. Elongace (70 — 74 °C) - DNA polymeraza naseda na 3'- OH konce navazanych
primert a pfipojuje k nim nové nukleotidy — dochazi tak prodluZzovani (elongaci)
nukleotidovych fetézcti ve sméru 5'> 3’. Potfebna doba elongace je pfimo

umérnd délce amplifikovaného useku DNA. (Kocarek, 2007)
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Ve vétsing€ pripadu se vyse uvedené kroky opakuji ve 30 cyklech, kdy se sekvence DNA
namnozi do miliontt kopii. Produkty PCR se kontroluji pomoci gelové elektroforézy.

(Kuciel a Urban, 2016)

2.5.1.2 Optimalizace PCR metody

Optimalizace metody PCR zahrnuje vybér a testovani idealnich parametri ovliviujicich
prubéh reakce. Mezi tyto parametry patii slozeni reakéni smési, nastaveni PCR profilu
tzn. teploty a casovych intervalii jednotlivych krokii reakce. Kazdd laboratoi ma
specifické podminky, proto se optimalizace provadi nejen pii sestavovani nové PCR, ale

také pti zavadéni nové metody z odborné literatury. (Kuciel a Urban, 2016)

2.5.1.3 Elektroforéza

Zakladni metodou pouZzivanou pro separaci PCR produkti je gelova elektroforéza. Tato
metoda slouzi nejen k oddéleni fragmentd DNA, ale i kseparaci RNA, proteint
a nekterych dalsich biologicky vyznamnych latek. (Kuciel a Urban, 2016; Koc¢érek, 2007)

Principem elektroforézy je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli. Negativné nabité
fostatové skupiny nukleovych kyselin slouzi jako hlavni nositelé ndboje. Pravé proto se
nukleové kyseliny v elektrickém poli pohybuji k anodé, které je opac¢né (kladn¢€) nabita.
(Smarda et al., 2005) Kratsi fragmenty se v gelu pohybuji rychleji nez delsi fragmenty,
protoze jejich rychlost ovliviiuje mensi tieni. Elektroforéza tedy rozdéluje fragmenty na
zéklad¢ jejich rozdilné molekulové hmotnosti. V genetice se vyuziva gelova

elektroforéza. (Kocarek, 2007)

Gelova elektroforéza patfi mezi klasické detek¢ni laboratorni techniky. Polymerni
organické latky vytvareji gel a funguji jako takzvané ,,molekularni sito* pro fragmenty
nukleovych kyselin. Dle predpokladané velikosti fragmentii a potfebam rozliseni je
vybrana vhodnéjsi sloucenina k pfipravé gelu — agardza ¢i polyakrylamid. (Kocarek,
2007)

e Agardza — tento polysacharid izolovany z moiskych fas se pouziva pro separaci
delSich fragment. Koncentrace agardzy by méla rovnéz odpovidat velikosti
fragmentti — gel s 2% obsahem agarozy se pouziva u kratsich fragmentu, pro delsi

fragmenty (cca 1000 bp) je vhodngjsi 0,5-1% obsah agardzy.
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e Polyakrylamid — gel z této slouceniny je vhodny pro separaci velmi kratkych
fragmentt, protoze tvoii velmi husté molekularni sito, a tak je schopen odd¢lit

fragmenty liSici se pouze o délku jediného paru bazi. (Kocarek, 2007)

25.1.4 Real-time PCR

Objev metody Real-time PCR je piipisovan Higuchi a kolektivu — téelem bylo
zkonstruovani systému detekujiciho produkty PCR reakce béhem procesu samotné
amplifikace. (Kaltenboeck a Wang, 2005) Tato varianta PCR umoziuje pfimou
kvantifikaci vznikajiciho produktu amplifikace, coz je dualezité pii detailnim studiu

genové exprese nebo diagnostiku nékterych patogeni. (Smarda et al., 2005)

Fluorescenc¢ni barvivo ethidium bromid interkaluje do dvouvlaknovych amplifikovanych
produktti, coz zvySuje jeho fluorescenci. V realném Case tak lze monitorovat proces PCR
reakce prostfednictvim fluorescencnich signalu. Kvantitativni informaci o priabé¢hu PCR
reakce se zobrazuji vynesenim do grafu, kdy na ose y je intenzita fluorescencniho signalu
a na ose x ¢islo cyklu. Tradi¢ni PCR pfinasi pouze kvalitativni informace — detekci
pritomnosti ¢i nepfitomnosti specifického produktu pomoci elektroforézy po probéhlé
PCR reakci. (Kaltenboeck a Wang, 2005) Kromé interkala¢nich barviv (napt. ethidium
bromid), které se vazou na DNA se pouZivaji fluorescenéné znacené sondy (vazba na
stfedni ¢ast amplifikovaného produktu) ¢i fluorescenéné znacené primery. (Smarda et al.,

2005)

2.5.1.5 PCR-RFLP (Polymerase chain reaction and restriction fragment length

polymorphism)

Metoda PCR — RFLP se pouziva pro stanoveni polymorfismi na zakladé délky
restrikénich fragmenti DNA. Sekven¢ni rozdily v DNA jsou detekovany az
po specifickém piisobeni restrik¢nich endonukledz, kdy dochdzi ke vzniku fragmenti

PCR produktu o riznych délkach. (Kuciel a Urban, 2016; Smarda et al., 2005)

Enzymy, zvane¢ restrikéni endonukledzy, se ziskavaji izolaci z bakterii. Nazev takového
enzymu je vzdy odvozen z nazvu bakterie, ze které byl izolovan. V metodé¢ PCR-RFLP
se vyuzivaji pro jejich schopnost §tépit DNA na urcitych specifickych mistech. Bakteriim
slouzi jako ochrana pted viry. (Kuciel a Urban, 2016)

Béhem PCR reakce se pomoci specifickych primert nejprve amplifikuje vybrana

sekvence DNA. Vysledné produkty PCR, které jsou charakterizovany stejnou délkou,
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jsou detekovany pomoci elektroforézy. Nasledné jsou Stépeny vhodnym restrikénim
enzymem. (Smarda et al., 2005) Do reakéni smési pro restrikéni §tépeni patti reakéni puft,
restrikéni endonukleaza a destilovana voda. Tato smés se promicha s PCR produkty a
inkubuje se dle doporuc¢eni vyrobce. Vzorky jsou poté opét analyzovany elektroforézou.
Pti hodnoceni velikosti jednotlivych fragmentti se pouziva tzv. hmotnostni marker, ktery

obsahuje fragmenty o znamé velikosti a je komeréné dostupny. (Kuciel a Urban, 2016)

2.5.1.6 Alelové specificka PCR (AS-PCR)

AS-PCR je metoda vhodna pro detekci bodovych mutaci. Provadi se ve dvou reakcich,
kdy prvni reakce obsahuje primer komplementarni k normalni sekvenci a druha reakce
obsahuje primer specificky pro mutovanou sekvenci. K amplifikaci testované sekvence
DNA dojde pouze v piipadé¢ komplementarity s primerem. V ptipadé homozygotni
varianty dojde k amplifikaci DNA pouze v jedné reakci. (Smarda et al., 2005) Vyhodami
této metody jsou nizké naklady a rychla detekce amplifikovanych produkti na
elektroforetickém gelu. (Gaudet et al., 2009)

Rozliduji se dva typy AS-PCR:

e ARMS-PCR (amplifikaci nedostupny mutaéni systém) je zalozen na chybéjici
elongaci v disledku chybného parovani bazi na 3'-konci primeru, Casto je
nazyvan také jako ,alelové specificka amplifikace ¢&i PCR-amplifikace
specifickych alel*.

e (COP (kompetitivni ptipojeni nukleotidu) spoc¢iva v tom, Ze V ptipadé odliSnosti
primeru a vySetfované sekvence brani elongaci chybné parovani bazi ve stredni

&asti sekvence primeru. (Smarda et al., 2005)

2.5.2 Hybridizac¢ni metody

Hybridiza¢ni metody umoziuji identifikovat urcité sekvence DNA (RNA) pomoci
znacenych sond —uméle pripravenych tisekit DNA. Sonda se na zakladé komplementarity
bazi spojuje s vySetfovanym usekem DNA (RNA). Pii hybridizaci tedy dochazi ke

spojeni vlakna vysetfované nukleové kyseliny se sondou. (Koc¢arek, 2007)

Hybridizace probihd v nékolika krocich. Nejprve je nutno denaturovat vySetfovanou
nukleovou kyselinu ptisobenim vysoké teploty. Dojde tak k odd¢€leni fetézct vysettované
DNA (RNA). Pot¢ se teplota snizi — navodi se renatura¢ni podminky a geneticky material

na zakladé komplementarity vytvoii opét dvoji¢tezcové nukleové kyseliny. Vysoka

27



koncentrace sond umoznuje jejich rychlejsi navazani ke komplementarnim sekvencim
vysetfovaného useku rychleji nez ptivodni fetézec. Hybridizace a pfitomnost hledaného

useku se detekuje na zakladé vzniku hybridiza¢niho signalu. (Koc¢arek, 2007)

Hybridiza¢ni signdl vznika diky sondam, které jsou znaCeny radioaktivné Ci
neradioaktivné. Oba zpusoby maji stejny princip — do sekvence sondy jsou zalenény
modifikované nukleotidy. U radioaktivniho znaceni se jedna o nukleotidy obsahujici
radioaktivni izotop, napi. *°P, 3P, S nebo 3H. Hybridiza¢nim signalem je v tomto
piipadé¢ radioaktivni zafeni, které je mozno detekovat napt. autoradiograficky.
Neradioaktivni znafeni sond pouziva modifikované nukleotidy, které nesou tzv.
,reportérskou molekulu“. Touto molekulou mize byt naptiklad biotin ¢i digoxigenin,
které se vazou na dUTP, jenz se zaClenuje do fetézce DNA misto thimynu. Sonda je zde
detekovdna pomoci protilatky specifické pro biotin ¢i digoxigenin. Na protilatku je
navazan enzym (alkalickd fosfatdza, peroxidaza, luciferdza), ktery po ptidani substratu
katalyzuje reakci, jejimz vysledkem je naptiklad zména barvy ¢&i rozpustnosti.
Na protilatku mize byt misto enzymu navazano fluorescencni barvivo, pak se signal

detekuje na zékladé fluorescence. (Smarda et al., 2005)

2.5.2.1 Hybridizace na pevnych podkladech

Vzorek denaturované DNA ¢i RNA se imobilizuje na pevny poklad — nitrocelulézovy
filtr ¢i nylonovou membranu. Na zaklad¢ zplsobu pienosu nukleovych kyselin se

rozliSuji ti1 typy hybridizace:

e hybridizace kolonii nebo plak — na membranu se pienasi nukleové kyseliny, které
pochézi ptimo z bakteridlnich kolonii nebo plak bakteriofagh kultivovanych na
zivnych médiich

e teckova hybridizace — vzorek se na membranu aplikuje ve formé kapek

e reverzni hybridizace — znaceny vzorek DNA hybridizuje k neznacenym

imobilizovanym sondam. (Smarda et al., 2005)

2.5.2.2 Southern blotting

Tato metoda byla vyvinuta skotskym biochemikem Edem M. Southernem v roce 1975.
Metoda vyuziva kapilarniho vzlinani tzv. pfenosového pufru k prenosu molekul DNA

z elektroforetického gelu na membranu. Zjednodusené se jedna o ,,obtisknuti DNA
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z gelu na membranu. Na membrané jiz mize probihat hybridizace, kterd na samotném

gelu neni z diivodu jeho kiehkosti mozna. (Kocarek, 2007)

Ptenosovy pufr vzlina kapilarni silou ptes houbu, kterd je umisténa na dolni plose gelu,
do savého materialu (bunicité vaty) umisténého na horni plose. Membrana je pro DNA
nepropustnd, proto se na ni zachyti, a to identicky s ptivodnim umisténim na gelu. Pufr
ma denaturaéni ucinky, proto prenesend DNA je jednovldknova, a tak je mozna

hybridizace se sondou. (Kocarek, 2007)¢é

2.5.2.3 Reverzni hybridizace na stripech

Komeréni stripy umoziuji rychlé a jednoduché paralelni stanoveni polymorfismi
vybranych genti. Strip je tvofen z nitrocelul6zové membrany, na které jsou navazany
sondy vzdy pro normalni a mutovanou variantu vySetfovanych gent. Nejprve je nutné
provést multiplex PCR, pfi které béhem amplifikace vySetiovanych usekit DNA dochazi
také K jejich oznaceni biotinem. Poté nasleduje hybridizace na stripu. Vyslednou reakci
(pfitomnost ,,prouzkl®) je mozné odecitat vizudlné¢ pouhym okem. Zviditelnéni PCR
produkt navazanych na stripu zajiStuje pfidani chromogenniho substratu a alkalické

fosfatazy konjugované se streptavidem. (Matyskova a Cech, 2009)

2.5.3 Sekvenovani DNA

V roce 1977 byl vyvinut postup ke stanoveni pofadi nukleotidd v DNA a to Frederikem
Sangerem, ktery za tuto metodu v roce 1980 obdrzel Nobelu cenu. Metodu v roce 1985
vylepsil Leroy Hood pouzitim fluorescencné znafenych nukleotidli misto plivodnich
radioaktivné znacenych. (Kocarek, 2007) Sangerova metoda, neboli dideoxy
sekvenovani, je zaloZena na prodluzovani kratkych primert klasickou DNA polymerazou

a jejich ukoncéovani fluorescen¢né znac¢enymi dideoxynukleotidy. (Kuciel a Urban, 2016)
Sekvenacni smés obsahuje tyto komponenty:

e Jednofetézcova DNA — Sekvenuje se pouze jeden fetézec DNA, proto je DNA
nejprve denaturovana zvysenim teploty.

e Primer — Pfitomnost pouze jednoho primeru zajistuje sekvenovani pouze jednoho
fetézce DNA, protoze se vaze pouze na jeden fetézec z paru. Primer také urcuje
misto pocatku sekvenace.

e DNA polymeraza
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e Bézné deoxynukleotidy (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)

e Dideoxynuleotidy (ddNTP) — Jedna se o modifikované deoxynukleotidy, které
Vv ptipad¢ zarazeni do prodluzujiciho fetézce DNA, ukonci prodluzovani fetézce.
Dtivodem je neptfitomnost OH skupiny na 3 'uhliku deoxyribozy diky které se
nemuize vytvofit nova fosfodiesterova vazba. ddNTP jsou fluorescencné znaceny.

(Kuciel a Urban, 2016)

Sekvenacni smés se spolu se vzorkem DNA vklada do cykleru. Po pfipojeni primeru
dochazi k syntéze novych fet¢zci DNA pomoci DNA polymerazy. V ptipad¢ zatazeni
ddNTP misto dNTP je prodluzovani fetézce zastaveno — dals$i nukleotid nemuize byt
pripojen na samotny vodik, ale pouze na OH skupinu. Tak jsou syntetizovany stovky
retézcl, které jsou rizné dlouhé a vzdy ukonceny ddNTP. Poté se vyuziva kapilarni
elektroforéza, kterd rozdé€li smes na spektrum fragmentd, které se od sebe 1iSi délkou
pouze jednoho nukleotidu. Diky fluorescen¢nimu barvivu na konci kazdého fragmentu je
mozné zjistit, jakym ddNTP byly jednotlivé fragmenty ukonceny a ur€it tak sekvenci
analyzovaného fet¢zce DNA. Moderni sekvenacni pfistroje vyuzivaji kapilarni
elektroforézu a cCteci laserové zatfizeni, které zachycuje signdl ze znacené¢ho ddNTP,
aumoziiuji tak automatizované sekvenovani probihajici pouze v jedné zkumavce.

Vysledkem sekvenovani je elektroforetogram. (Kocarek, 2007; Kuciel a Urban, 2016)
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3 Cile prace
Cilem mé bakalatské prace bylo:

- Vypracovani odborné reSerse na dané téma.

- Praktické zvladnuti zédkladnich laboratornich metod: izolace DNA, méfeni
koncentrace DNA, piiprava PCR reakce, gelova elektroforéza a provedeni Real-
time PCR.

- Optimalizace metody ARMS-PCR.

- Provedeni analyzy vysledkl vySe uvedenych metod a jejich vyhodnoceni.
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4 Prakticka ¢ast

Praktickou ¢ast své bakalaiské prace jsem provedla v genetické laboratoti GENLABS

pod odbornym dohledem vedouci prace — Mgr. Dagmar Riegert Bystiické, Ph.D.

Soucasti praktické ¢asti byla izolace DNA z periferni krve nebo bukalniho stéru, nasledné
stanoveni koncentrace izolované DNA, vlastni analyza polymorfismu genu PAI-1

metodami Real-time PCR a ARMS-PCR.

4.1 lzolace DNA

Izolace DNA pro bézné diagnostické ucely v genetice se provadi z periferni krve ¢i
Z bukélniho stéru. Odbér krve probiha na specializovaném pracovisti typu odbérového
centra ¢i laboratore, kde je krev odebrana vyskolenym zdravotnickym personalem. Stér
z Gstni dutiny si provadi pacient sam. U obou metod je tieba dodrzet predepsané odbérové
podminky. V piipadé¢ periferni krve se izoluje DNA z leukocytl, V ptipadé izolace

z bukalniho stéru je DNA ziskana z epitelii ptitomnych v ustni duting.

4.1.1 lzolace DNA z bukdlntho stéru

Pro izolaci DNA z bukalniho stéru jsem pouzila komer¢ni kit GeneAll ExGene™ Clinic

SV mini. Pouzité reagencie a jejich teploty skladovani jsou uvedené v tab. 1.

Tabulka 1: Reagencie pro izolaci DNA z bukdlniho stéru

Reagencie Podminky skladovani
PBS Pokojova teplota
Proteindza K (PK) -20 °C

BL pufr

BW pufr

TW pufr Pokojova teplota
AE pufr

Ethanol (100%)
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Nejprve jsem z mrazni¢ky vyndala Proteinazu K (PK) a nechala jsem ji rozmrazit. Dale
jsem zapnula a nastavila suchou lazein na 56 °C. Na zavér ptipravy izolace jsem pro kazdy

vzorek piipravila 1,5ml mikrozkumavku, kterou jsem ¢itelné a fadné popsala.

Do zkumavky obsahujici bukalni stér pacienta jsem napipetovala 400 ul PBS (Phosphate
Buffered Saline), 40 ul PK a 400 pl BL pufru. Zkumavku jsem dtikladn¢ promichala
pomoci vortexu a inkubovala v suché 1azni vyhtaté na 56 °C po dobu 10 minut. Po deseti
minutach jsem zkumavku vyjmula ze suché lazné a kratce stocila v minicentrifuze, aby
se odstranily kapky ze stén a vnitini strany zkumavky. Nasledné jsem do zkumavky
napipetovala 400 pl 100% etanolu. Zkumavku jsem zvortexovala v pulzech, aby se smés
promichala, a opét kratce stocila na minicentrifuze. Poté jsem postupné ve dvou krocich
prenesla vSechnu smés na kolonku. Pomoci pipety jsem tedy nabrala maximalné 700 pl,
napipetovala jsem tento objem na kolonku, kolonku jsem zaviela a centrifugovala pii
8000 rpm po dobu 1 minuty. V druhém kroku jsem nabrala zbytek smési, opét pienesla
na kolonku a centrifugovala. Obsah sbérné zkumavky jsem vylila a na kolonku jsem
napipetovala 600 ul BW pufru. Zkumavku jsem centrifugovala po dobu 1 minuty pti 8000
rpm. Sbérnou zkumavku jsem opé€t vyprazdnila a na kolonku pfipipetovala 700 ul TW
pufru a opét centrifugovala 1 minutu pii 8000 rpm. Kolonku jsem vratila zpét do sbérné
zkumavky a centrifugovala pfi nejvyssSich otackach, aby doslo k odstranéni zbytkového
promyvaciho pufru. Nasledn¢ jsem kolonku umistila do nové ptfedem popsané 1,5ml
mikrozkumavky s vickem. Pfidala jsem 50 pul AE pufru piimo na stfed filtru kolonky.
Poté¢ jsem zkumavku nechala inkubovat pfi pokojové teplot¢ po dobu 5 minut.
Centrifugovala jsem zkumavku pfi nejvyssSich otackach po dobu 1 minuty. Pak jsem
zopakovala posledni tii kroky — pfidani AE pufru, inkubace, centrifugace. Nakonec jsem

odstranila kolonku a zkumavku s izolatem uzaviela.

4.1.2 l1zolace DNA z plné krve

Pro izolaci DNA z pIné krve jsem opé&t pouzila komeréni kit GeneAll ExGene™ Clinic

SV mini. Pouzité reagencie a jejich teploty skladovani jsou uvedené v tabulce.
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Tabulka 2: Reagencie pro izolaci DNA z piné krve

Reagencie Podminky skladovani

Proteinaza K (PK) -20 °C

BL pufr

BW pufr

TW pufr Pokojova teplota

AE pufr

Ethanol (100%)

Nejprve jsem zapnula a nastavila suchou lazen na 56 °C a z mrazaku vyndala proteinazu.
Pro kazdy vzorek jsem si ptipravila dvé 1,5ml mikrozkumavky, které jsem fadné a Citelné
popsala. Do pfipravené zkumavky jsem napipetovala 40 ul proteinazy K a ptidala 400 pl
vzorku krve. Nasledn¢ jsem do zkumavky napipetovala 400 ul BL pufru a pomoci vortexu
jsem obsah zkumavky dikladné promichala. Poté jsem zkumavku vlozila do vyhiaté
lazn¢ (56 °C), kde jsem ji nechala inkubovat po dobu 10 minut. Po inkubaci jsem
zkumavku kratce stocila na stolni minicentrifuze, aby doslo k odstranéni ptipadnych
kapek z vnitini strany zkumavky. Poté jsem do zkumavky napipetovala 400 pl 100%
ethanolu. Opét jsem pouZila stolni minicentrifugu pro zvortexovani a kratké stoceni.
Smés ze zkumavky jsem opatrné pienesla na kolonku ve dvou krocich — do pipety jsem
nabrala maximalné 700 pl smési, tu jsem napipetovala na kolonku a centrifugovala jsem
1 minutu pii 800 rpm. Po vyndani zkumavky z centrifugy jsem odstranila obsah sbérné
zkumavky, vratila do ni kolonku a napipetovala 600 ul BW pufru. Zkumavku jsem opét
vlozila do centrifugy a centrifugovala pii 800 rpm po dobu 1 minuty. Sbérnou zkumavku
jsem nahradila novou. Opét jsem napipetovala BW pufr a centrifugovala. Po vyjmuti
z centrifugy jsem zkontrolovala, zda je supernatant prihledny. V pfipad¢, Ze supernatant
pruhledny nebyl, tak jsem opakovala centrifugaci. Odstranila jsem obsah sbérné
zkumavky a v dalsim kroku jsem napipetovala 700 ul TW pufru. Poté jsem vzorek opét
centrifugovala pfi stejnych podminkach — 800 rpm po dobu 1 minuty. Vyjmula jsem

zkumavku z centrifugy, odstranila jsem supernatant ze sbérné zkumavky a kolonku
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vratila zpét do sbérné zkumavky. Nasledné jsem vzorek centrifugovala 1 minutu pfi
nejvyssich otackach pro odstranéni zbytkového promyvaciho pufru. Po vyjmuti vzorku
zZ centrifugy jsem kolonku vlozila do nové jiz ptipravené 1,5ml mikrozkumavky. Ptidala
jsem 50 ul AE pufru a inkubovala 5 minut v suché lazni. Po inkubaci jsem zkumavku
vlozila do centrifugy a centrifugovala 1 minutu pii nejvysSich otackach. Poté jsem
vyjmula kolonku ze zkumavky a pfepipetovala jeji obsah zpatky na kolonku, kolonku
jsem vratila do zkumavky a znovu centrifugovala. Po vyjmuti vzorku z centrifugy jsem

odstranila kolonku a zkumavku jsem uzaviela.

4.2 Meéieni koncentrace DNA

Mgfeni koncentrace izolované DNA jsem provedla pomoci Qubit™ Assay a piistroj
Qubit 2.0 Fluorometer. Soucasti tohoto kitu jsou 0,5ml PCR mikrozkumavky (Qubit™
assay tubes) skladované pii pokojové teploté a piisluSné reagencie, které jsou uvedeny

V tabulce ¢. 3.

Tabulka 3: Reagencie pro méreni koncentrace izolatu DNA

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

Pfed wvlastnim méfenim koncentrace jsem vytemperovala vSechny reagencie
na pokojovou teplotu. Pripravila jsem si také mikrozkumavky (pro kazdy vzorek a oba

standardy) a fadné je popsala.

Nejprve jsem si pripravila pracovni roztok pro potiebny pocet meteni. Napipetovala jsem
tedy pro kazdy vzorek 199 ul Componentu B a 1 pl Componentu A, kdy minimalni pocet
vzorki je 3 (2 standardy a 1 vzorek). Mikrozkumavku s takto pfipravenym roztokem jsem
zvortexovala (cca 15 s) a kratce centrifugovala na stolni minicentrifuze. Poté jsem
pracovni roztok rozpipetovala do jiz pfipravenych mikrozkumavek — vzdy 198 pul nebo
190 pl roztoku, ke kterému jsem nasledné ptidala 2 pl izolatu DNA nebo 10 pl pfislusné
standardy (vysledny objem pro méteni byl vzdy 200 ul). Mikrozkumavky jsem kratce
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zvortexovala a centrifugovala pomoci stolni minicentrifugy, nechala jsem je 2 minuty

inkubovat pii pokojové teploté a nasledné& provedla méfeni na fluorometru Qubit™ 2.0.

4.3  VySetieni polymorfismu genu PAI-1

Pro vySetieni polymorfismu 4G/5G PAI-1 genu jsem pouzila dva piipstupy — Real-time
PCR a ARMS-PCR. Pro metodu Real-time PCR jsem pouzila komer¢ni kit CE IVD.
Metodu ARMS-PCR jsme musela nejprve zoptimalizovat. Pii optimalizaci jsem
vychazela z praci Shaghaghi et al (2014), Falk et al (1995), Blasiak a Smolarz (2000), ve
kterych byl postup pro stanoveni polymorfismu 4G/5G v genu PAI-I jiz publikovan.

4.3.1 Metoda Real-time PCR

Pro vysetfeni polymorfismu genu PAI-1 metodou Real-time PCR jsem vyuzila kit
GeneProof — PAI-1 Genotyping PCR (CE 1VD). Tento kit vyuziva technologii ,,hot start*,
ktera minimalizuje nespecifické reakce a zajistuje tak maximalni citlivost detekce. Kit
obsahuje MasterMix, pozitivni kontroly pro wild type, heterozygota a mutovaného
homozygota (tab. 4). Doporuéena teplota skladovani Kitu je -20 = 5 °C.

Analyzu genotypu 4G/5G polymorfismu v genu PAI-1 pomoci této metody jsem
provedla u 16 vzorki. Real-time PCR byla provedena pomoci piistroje Light Cycler 2.0
(Roche), ktery misto klasickych PCR zkumavek pouziva sklenéné kapilary.

Tabulka 4 Seznam reagencii (GeneProof — PAI-1 Genotyping PCR kit, CE IVD)

Reagencie

MasterMix

Pozitivni kontrola PAI-1 wild type
Pozitivni kontrola PAI-1 mutant
Pozitivni kontrola PAI-1 heterozygot
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Color kompenzace (barevna kompenzace)

Pied zavedenim nové genetické analyzy metodou Real-time PCR musi byt provedena
color kompenzace. Pro fluorescenéni separaci na kanalech 530 nm a 560 nm emisniho
spektra jsem pouzila dle doporuceni vyrobce Color Compensation Kit 530/560 od firmy
GeneProof. Postupovala jsem piesné dle doporuceni vyrobce. Pfed zahajenim piipavy
reakci pro color kompenzaci jsem vSechny potiebné reagencie vyndala z mraziciho boxu,
po jejich rozmrznuti je zvortexovala a stocila pomoci stolni minicentrifugy. Déle jsem
pracovala v dekontaminovaném laminarnim boxu. Do pfedem vychlazeného specialniho
stojanku s adaptéry jsem si pripravila sklenéné kapilary. Do prvni kapilary jsem nasledné
napipetovala 20 ul Blanku, do druhé 20 ul MasterMixu 530 a do tfeti 20 ul Mastermixu
560. Vsechny kapilary jsem peclivé uzaviela plastovou zatkou. Nasledné jsem kapilary
opatrné zcentrifugovala pii nizkych otackach max. 1 tis. rpm po dobu cca 15 sekund. Po
vyjmuti z centrifugy jsem kapilary (jiz bez adaptért) vlozila do specialniho karuselu.
Karusel jsem umistila do cykleru a spustila ptedem nastaveni reakéni profil doporuéeny
vyrobcem. Vysledek reakce jsem ulozila v PC napojeném na cykler opét dle doporuceni
vyrobce a hodnoty color kompenzace tak mohly slouzit pro kazdou dalsi detekci
polymorfismu PAI-1.

Real-time PCR

Pii ptipravé reakce jsem postupovala presné dle doporuceni vyrobce. Nejprve jsem
vytemperovala reagencie na pokojovou teplotu a v dekontaminovaném laminarnim boxu
jsem si piipravila sklenéné kapilary. Reagencie a izolaty DNA jsem zvortexovala a stocila
na stolni minicentrifuze. V prubéhu ptipravy PCR reakci jsem vSechny reagencie
uchovavala v chladicim stojanku. Nejprve jsem do kapilar napipetovala 18 pl
MasterMixu. Poté jsem do kazdé kapilary napipetovala 2 ul daného izolatu DNA. Do
kapilar ur€enych pro pozitivni kontrolu jsem misto izolatu napipetovala 2 pl pozitivni
kontroly (wild type / heterozygot / mutant) a do negativni kontroly jsem ptidala stejny
objem vody. Vysledny objem kazdé reakéni byl tedy 20 pl. Nasledné jsem kapilary
uzaviela vickem a opatrné zcentrifugovala pfi max. 1000 rpm po dobu 10 s. Po vyjmuti
z centrifugy jsem zjistila pohledem, zda doslo k pfesunuti reakéniho mixu z horni ¢asti
kapilary do jeji spodni zzené ¢asti a tedy k jeho dokonalému stoceni. Nésledné jsem

kapilary vlozila do karuselu a do cykleru. V PC napojeném na Light cycler jsem nastavila
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ptislusny amplifika¢ni program dle doporuceni vyrobce, ktery je uveden v tabulce ¢islo
5.

Genotyp 5G/5G je detekovan v kanalu FAM (530), genotyp 4G/4G v kanalu HEX (560),

heterozygotni genotyp je detekovan v obou kanélech.

Tabulka 5: Reakcni profil metody Real-time PCR

Pocate¢ni denaturace 95 °C 10 min 1
Denaturace 95 °C 10s
Annealing 64 °C 20s 40
Extenze 72 °C 20s

4.3.2 Metoda ARMS-PCR

Reakeni profil a sekvence primert pro optimalizaci ARMS-PCR jsem ptevzala z prace
Shaghaghi et al. (2014). Primery uvedené v tabulce ¢. 6, byly syntetizovany spole¢nosti
ELISABETH PHARMACON s.r.o. Reakéni profil PCR reakce, ze kterého jsem
vychézela, je uveden v tabulce Cislo 7. Pro optimalizaci metody jsem pouzila vzorky,
které byly jiz diive v genetické laboratofi GENLABS vySetfeny metodou reverzni

hybridizace na stripu nebo metodou Real-time PCR.

Tabulka 6: Sekvence primerit pro ARMS-PCR

Upstream control primer 5-AAGCTTTTACCATGGTAACCCCTGGT-3’
Downstream primer 5-TGCAGCCAGCCACGTGATTGTCTAG -3°
4G primer 5-AGAGTCTGGACACGTGGGGA-3’
5G primer 5-AGAGTCTGGACACGTGGGGG-3’

38



Tabulka 7: Reakéni profil ARMS-PCR

Krok Teplota | Cas | Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace | 95°C | 3 min 1
Denaturace 95 °C 20s

Annealing 55°C 10s 30
Extenze 72 °C 20s

Terminalni extenze 72 °C | 3min 1

Béhem PCR reakce by mélo dojit k amplifikaci specifickych fragmentd DNA
odpovidajicich konkrétnimu useku genu PAI-1 a zahrnujicich polymorfismus 4G/5G.
Schéma nasedani primert k pfislusné sekvenci PAI-1 genu je zndzornéno na obr. 4.
Vzniklé fragmenty maji rozdilnou délku, diky které bychom je méli umét navzajem
rozeznat dle pfislusné publikace na 2% agar6zovém gelu. Délka kontrolniho fragmentu

odpovida 257 bp, 4G alela ma velikost 138 bp a 5G alela 139 bp.

g
PCR PRIMER 1 3G 675
5‘ ----------- GTCTGGA L (VAC‘GTC:C:Ci(:C,GTC‘ NI .L\GC‘(:‘GT ............ 3
(,(,(,(,A’X
> < 2
; % DOWNSTREAM
PCR PRIMER 2 4G aidlns

Obrazek 4: Schéma primerii pro detekci PAI-1 4G/5G polymorfismu
4.3.2.1 Vypocet teploty nasedani primeri
Teplota annealingu neboli teplota nasedani primert musi byt optimalni pro oba pouzité
primery. Teplota zavisi na délce primert a poctu GC part. Pii niZsi teplot€ annealingu by
mohlo dochézet k nespecifickému nasedani primerti k templatové DNA. Pii pfili§ vysoké

teploté by naopak primery nenasedaly viibec.
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Pro urceni teploty annealingu jednotlivych primerd jsem pouzila tabulku na webovych
strankach LABGuide. Optimalni anealingové teploty pro jednotlivé primery jsem uvedla

v tabulce 8.

Tabulka 8: Teploty annealingu pro jednotlivé primery

Primer Teplota annealingu
Upstream control primer 73 °C
Downstream primer 75 °C
4G primer 61 °C
5G primer 63 °C

4.3.2.2 Nai'edéni primerit

Pted samotnou optimalizaci bylo téeba nafedit komeréné dodané primery. K jednotlivym
roztokiim primerd jsem dle doporuceni vyrobce pfidala takové mnozstvi vody, aby
vysledna koncentrace odpovidala 100 uM (viz tab. 9). Zkumavky jsem zvortexovala a
sto¢ila na stolni minicentrifuze. Poté jsem si pfipravila zkumavky, které jsem tadn¢ a
¢iteln¢ popsala ndzvem primeru a datem fedéni, pro pracovni roztoky primerd. Do téchto
zkumavek jsem napipetovala 80 pul H20 a 20 pl daného primeru. Tyto zkumavky jsem
také zvortexovala a stocila. Ziskala jsem tak pracovni roztoky primerti o vysledné

koncentraci 20 uM, se kterymi jsem déle pracovala.

Tabulka 9: Redéni primerii pro ARMS-PCR

Primer Mnozstvi pridané vody
Upstream control primer 260 pl
Downstream primer 244 ul
4G primer 244 ul
5G primer 228 ul
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4.3.2.3 Priprava a pribéh reakce

Béhem optimalizace se jednotlivé optimalizacni reakce liSily — napt. mnoZstvim primert,
annealingovou teplotou, ptidanim DMSO apod. V nasledujicim odstavci uvadim obecny
popis prace pro provedeni metody ARMS-PCR. Jednotlivé optimaliza¢ni kroky jsou

uvedeny ve vysledcich.

Nejprve jsem nechala rozmrznout vzorky, primery a PCR MasterMix. Nasledn¢ jsem
vSechny komponenty reakce zvortexovala a sto€ila. Ve vysviceném boxu jsem si
piipravila mikrozkumavky pro pfislusné vzorky a jejich reakce — pro kazdy vzorek jsem
si pripravila tfi zkumavky (pro 4G primer, 5G primer a negativni kontrolu). V boxu jsem
do kazdé¢ mikrozkumavky napipetovala reagencie dle tabulky ¢. 10 v poradi v tabulce
uvedeném. Do mikrozkumavek s negativni kontrolou jsem napipetovala namisto DNA 2
ul H20. Poté jsem mikrozkumavky zvortexovala a sto€ila na stolni minicentrifuze. Vné
boxu jsem do jednotlivych mikrozkumavek napipetovala 2 pl ptislusnych izolati DNA.
Ptipravené reak¢ni smési jsem opét zvortexovala a kratce stocila. Celkovy objem reakéni

smési tedy byl 25 pl.

Tabulka 10: Reagencie a jejich objem pro ARMS-PCR

Reagencie Mnozstvi
H20 — injekéni voda 9,0 ul
PCRBIO Tag Mix Red 12,5 ul
Upstream control primer (20uM) 0,5 ul
Downstream control primer (20uM) 0,5 ul
Primer 4G (20uM) / Primer 5G (20uM) 0,5 ul

Takto pfipravené reakéni smési jsem vlozila do cykleru, kde jsem nastavila prib¢éh reakce

dle reakéniho profilu reakce uvedeného v tabulce €. 7.

4.3.2.4 Priprava a provedeni elektroforézy

Produkty metody ARMS-PCR jsem kontrolovala pomoci elektroforézy na 4%

agardzovém gelu.
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Nejprve jsem si pfipravila samotny gel. Rozpustila jsem pfisluSny pocet agarézovych
tablet v plastové kadince se 1x TBE pufrem. Pro 4% gel jsem pouzila 4 tablety obsahujici
0,5g agarozy a 50 ml 1x TBE pufru. Po Gplném rozpusténi tablet jsem kadinku vlozila do
mikrovinné trouby, kde jsem smés ohiala tak, aby gel nevytekl a agar6za se uplné
rozpustila. Poté jsem do gelu piidala 15 ul barvicky Midori Green Advanced DNA Stain,
smés jsem promichala a nechala kratce zchladnout. Nasledné jsem smés nalila do

elektroforetické podlozky a nechala tuhnout ve tmé po dobu cca 15 minut.

Ztuhly gel jsem vlozila do elektroforetické vany se 1x TBE pufrem tak, aby hladina pufru
byla minimalné 3 mm nad gelem. Do prvni jamky jsem napipetovala 5 pul hmotnostniho
markeru 100 bp DNA LADDER H3RTU. Do dal$ich jamek jsem pipetovala vzdy 12 ul
PCR produktu a spustila elektroforézu na 10-30 min (dle potieby). Potadi PCR produktii

na gelu jsem si peclivé zapsala.

Po probéhnuti elektroforézy jsem gel opatrné prenesla na detekéni systém, vyfotila ho
a ulozila snimek na pamét'ovou kartu, kterou jsem nasledné vlozila do pocitace. Snimek

gelu jsem na pocitaci upravila, ulozila a vyhodnotila vysledky.

Na obr. 5 je uvedeno schématické znazornéni elektroforetické analyzy zobrazujici
optimalni vysledky. Produkt pozitivni kontroly o velikosti 257 bp je amplifikovan
Vv kazdé reakci. Na pozici 1, 3 a 5 jsou vysledné PCR produkty apmlifikované s primerem
4G a na pozici 2, 4 a 6 jsou pak PCR produkty amplifikované s primerem 5G.

1 2 3 4 5 6

7ol N | BN BN BN e

ot I . [

158 bp

homozygot 4G/4G | heterozygot 4G/5G | homozygot 5G/5G

Obrazek 5: Elektroforeticky gel
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3) Vysledky

Tato kapitola obsahuje vysledky vysetieni polymorfismu 4G/5G v PAI-1 genu metodou
Real-time PCR. Dale popisuje provedeni a vysledky vsech optimaliza¢nich reakci, které

jsem provedla v ramci optimalizace

5.1 Metoda Real-time PCR

Metodu Real-time PCR bylo vySetieno celkem 16 vzorkd. Tyto vzorky byly jiz diive
vysetieni na Leidenskou mutaci, pro kterou jsou heterozygotni. Vysledky vcetné
koncentraci jednotlivych vzorki jsou uvedeny vtab. 11. Do tabulky jsem zapsala
i vysledky kontrolnich pozitivnich vzorkli a jedné negativni kontroly. Zastoupeni

jednotlivych genotypt polymorfismu genu PAI-1 ukazuje tab. 12 a graf na obr. 6.

Tabulka 11: Vysledky (metoda Real-time PCR)

Cislo vzorku lzz::si:;iil) Genotyp
1 31,2 5G/5G
2 22,6 4G/5G
3 23,6 4G/5G
4 20,0 4G/4G
5 44,4 4G/4G
6 1,6 5G/5G
7 17,2 4G/5G
8 4,1 5G/5G
9 6,9 4G/5G
10 69,0 5G/5G
11 1,7 4G/5G
12 228,0 5G/5G
13 940,0 4G/5G
14 402,0 5G/5G
15 21,0 4G/5G
16 9,6 4G/5G
Kontrola wild type - 5G/5G
Kontrola heterozygot - 4G/5G
Kontrola mutant - 4G/4G
Kontrola negativni - negativni
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Tabulka 12 Zastoupeni genotypii (metoda Real-time PCR)

genotyp pocet |zastoupeni
mutant 4G/4G 2 13%
heterozygot 4G/5G 8 50 %
wildtype 5G/5G 6 38%

ocet
O B N W b U1 O N 00 O

mutant 4G/4G heterozygot 4G/5G wildtype 5G/5G

Obrdazek 6: Graf zastoupeni genotypii (metoda Real-time PCR)

5.2 Optimalizace metody ARMS-PCR

Celkem jsem provedla 15 optimaliza¢nich reakci (viz kapitoly 5.2.1 —5.2.15). Pro kazdou
optimalizacni reakci uvadim slozeni reakéni smési, koncentraci DNA pouzitych vzorka
a reakéni profil reakce. Fotografii probchlé elektroforézy uvadim pouze v piipade
bezproblémového odecteni vysledki. Z vlastniho gelu jsem vysledné produkty odecetla

pokazdé, ale n&které fotografie nebyly tak kvalitni.

5.2.1 Optimalizacéni reakce ¢. 1

Béhem prvni optimaliza¢ni reakce jsem provedla vysetfeni vzorkd vSech tii genotypt —
homozygota 4G/4G, heterozygota 4G/5G a homozygota 5G/5G. Pro kazdy vzorek jsem
pfipravila dvé reakce v oddélenych zkumavkach. Jedna reakce obsahovala primer 4G,
druha reakce obsahovala primer 5G. Do reakéni smési jsem pfidala také DMSO

(dimethylsulfoxid). Funkci DMSO je zvySeni vytézku PCR reakce.

SloZeni reak¢éni smési jsem uvedla v tab. 13. V tabulce je uvedeny objem reagencii
pro jednu reakci. Reakéni profil prevzat z prace Shaghaghi et al (2014), ze které jsem

vychazela, viz tab. 7. Koncentrace DNA pouzitych vzorkt jsem uvedla v tab. 14.
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Tabulka 13: Slozeni reakcni smési (optimalizacni reakce ¢.1)

Reagencie MnozZstvi
PCRBIO Tag Mix Red 12,5 ul
Primer upstream(20uM) 0,5 ul
Primer downstream (20uM) 0,5 ul

Primer 4G (20uM)/ primer 5G (20uM) 0,5l

DMSO (100%) 1,25 ul
H>0 — injek¢ni voda 7,75 ul
1zolat DNA 2,0 ul

Tabulka 14: Koncentrace DNA (optimalizacni reakce ¢. 1)

LIC Genotyp | Koncentrace (ng/pl)
5/19 4G/AG 59,7
8/18 4G/5G 39,5
230/17 5G/5G 89,3

5.2.1.1 Vpysledek optimalizacni reakce ¢. 1

Pozitivni kontrola o velikosti 257 bp vysla v kazdé reakci. Z elektroforetického gelu (obr.
7) je dale patrnd amplifikace PCR produktu o velikosti 138 nebo 139 bp ve vSech
zkumavkach, tj. vSechny vzorky se jevily jako heterozygot 4G/5G —. V jamkach ¢. 1,3 a
5 jsou reakce s primerem pro 4G alelu. V jamkach 2, 4 a 6 jsou reakce s primerem pro 5G

alelu.

257 bp
138 bp / 139 bp

homozygot 4G/4G heterozygot 4G/5G homozygot 5G/5G

Obrazek 7: Fotografie elektroforetického gelu (optimalizacni reakce ¢. 1)
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5.2.2 Optimalizacni reakce ¢. 2

Pti druhé optimaliza¢ni reakci jsem pouzila vSechny Ctyfi primery uvedené v tab. 6
Vv jedné reakci. Predpokladala jsem kompetici primeri. Pouzila jsem vzorky s genotypem
4G/5G a 5G/5G, jejichz koncentrace jsem zapsala do tab. 16. Slozeni reakéni smési pro
jednu reakci jsem uvedla v tab. 15. Reakéni profil opét vychazel z ¢lanku Shaghaghi et
al. (2014), viz tab. 7.

Tabulka 15. Slozeni reakcni smési (optimalizacni reakce ¢.2)

Reagencie MnozZstvi
PCRBIO Tag Mix Red 12,5 ul
Primer upstream (20uM) 0,5 ul
Primer downstream (20uM) 0,5 ul
Primer 4G (20uM) 0,5 ul
Primer 5G (20uM) 0,5 ul
DMSO 2,5 ul
H20 — injekéni voda 6,0 ul
Izolat DNA 2,0 ul

Tabulka 16. Koncentrace DNA (optimalizacni reakce ¢. 2)

LIC Genotyp Koncentrace (ng/ul)
239/17 4G/5G 71,2
227117 5G/5G 17,3

5.2.2.1 Vysledek optimalizacni reakce . 2

Po provedeni elektroforézy jsem odecetla vysledky. Kontrolni produkty chybély. U obou
reakci se amplifikoval jeden produkt, ale nesla urcit jeho velikost — zda se jedna o 138 bp
nebo o 139 bp. Nebylo mozné rozeznat ani predpokladané dva pruhy u heterozygota.
5.2.3 Optimalizacni reakce ¢ 3

Pii piprave optimalizacni reakce ¢. 3 jsem postupovala obdobné jako pfi optimalizacni
reakci ¢. 1, ale do reakci jsem napipetovala vétsi objem DMSO. Pripravila jsem si dvé
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reakce pro kazdy vzorek, jednu reakci pro 4G primer, druhou reakci pro 5G primer.

Slozeni reakéni smési pro jednu reakci je popsano v tab. 17. Pro tuto optimalizaci jsem

pouzila vzorky s genotypem 4G/4G a 5G/5G, jejichz koncentrace DNA jsou uvedené

v tab. 18. Reak¢ni protokol odpovidal ¢lanku (tab. 7).

Tabulka 17: SloZent reakcni smési (optimalizacni reakce ¢é. 3)

PCRBIO Taq Mix Red 12,5 ul
Primer upstream (20uM) 0,5 ul
Primer downstream (20uM) 0,5 ul
Primer 4G (20uM) / primer 5G (20uM) 0,5 ul
DMSO 2,0 ul
H20 — injekéni voda 7,0 ul
Izolat DNA 2,0 ul

Tabulka 18: Koncentrace DNA (optimalizacni reakce ¢. 3)

31/16 4G/AG

38,6

230/17 5G/5G

89,3

5.2.3.1 Vysledek optimalizacéni reakce ¢. 3

Z fotografie gelu na obr. 8 1ze odecist produkty ve vSech reakcich — oba vzorky vysly

jako heterozygoti 4G/5G. U vzorku s genotypem 5G/5G chybél kontrolni produkt.

At el 5
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5.2.4 Optimalizacni reakce ¢. 4

Ptipravila jsem tii odd¢lené reakce, kdy v jedné reakci byl 4G primer, v druhé 5G primer
a ve tieti kontrolni primer upstream. Primer downstream byl soucasti kazdé reakce.
DMSO jsem nepouzila. Opét jsem pouzila vzorky s genotypem mutant (4G/4G) a wild
type (5G/5G) — viz tab. 20. Pomér reagencii je uveden v tab. 19. Reak¢ni protokol reakce

jsem nezm¢hnila (tab. 7).

Tabulka 19: Slozeni reakcni smési (optimalizacni reakce ¢. 4)

Reagencie MnozZstvi
PCRBIO Tag Mix Red 12,5 ul
Primer upstream (20uM) / Primer 4G (20uM)/ Primer 5G (20uM) 0,5 ul
Primer downstream (20uM) 0,5 ul
H20 — injekéni voda 9,5 ul
Izolat DNA 2,0 ul

Tabulka 20: Koncentrace DNA (optimalizacni reakce ¢. 4)

LIC Genotyp Koncentrace (ng/ul)
225/17 4G/AG 201,0
230/17 5G/5G 89,3

5.2.4.1 Vysledek optimalizacni reakce ¢. 4

Po provedeni elektroforézy jsem odecetla vysledky z gelu (obr. 9). Kontrolni produkt
(jamka €. 3 a 6) se amplifikoval pro oba vzorky. Vzorek s genotypem 4G/4G vysel
spravng, ale vzorek s genotypem 5G/5G se na gelu jevil jako heterozygot 4G/5G. Na gelu

je v jamkach 1 a 4 reakce s 4G primerem. V jamkach 2 a 5 je reakce s 5G primerem.
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Marker

homozygot 4G/4G

homozygot 5G/5G

Obrazek 9: Fotografie elektroforetického gelu (optimalizacni reakce ¢. 4)

5.2.5 Optimalizacni reakce ¢ 5

Pro dalsi optimalizacni reakci jsem zkusila pouzit Taq polymerazu a PCR pufr misto
komeréniho MasterMixu. Reak¢éni smés, jejiz slozeni uvadim v tab. 21, méla celkovy
objem 50 pl. Pro kazdy genotyp (4G/4G, 4G/5G, 5G/5G) jsem pfipravila vzdy jednu
reakci s primerem 4G a jednu s primerem 5G. Koncentrace DNA pouzitych vzorki jsou

uvedené v tab. 22. Kontrolni primer upstream jsem nepouZila.

Tabulka 21: SloZeni reakcni smési (optimalizacni reakce ¢. 5)

Reagencie Mnozstvi
5x MyTaq (Red) Reaction Buffer 10,0 ul
MyTaq DNA Polymeréaza 0,2 ul
Primer 4G (20uM) / Primer 5G (20uM) 0,5 ul
Primer downstream (20uM) 0,5 ul
H20 — injekéni voda 35,8 ul
Izolat DNA 2,0 ul

Tabulka 22: Koncentrace DNA (optimalizacni reakce ¢. 5)

LIC Genotyp Koncentrace (ng/ul)
225/17 4G/4G 201,0
48/16 4G/5G 23,9
26/16 5G/5G 16,6
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5.2.5.1 Vysledek optimalizacni reakce ¢. 5

Po provedeni elektroforézy byly na gelu produkty o velikosti 138 bp (139 bp) u vsech
reakcei, avSak neodpovidaly danému genotypu — kromé heterozygota. Vsechny vzorky se

tedy nespravné jevily jako heterozygoti.

5.2.6 Optimalizacni reakce ¢ 6

Pouzila jsem teplotni gradient, abych zjistila optimalni annealingovou teplotu pro primer
4G. Pouzila jsem vzorek s genotypem 5G/5G — LIC 227/17 (Koncentrace izolatu je
uvedena v tab. 16). SloZeni reakéni smési jsem uvedla v tab. 23. Kontrolni primer
upstream jsem opét nepouzila. Pro kazdou teplotu jsem pfipravila reakci s 4G primerem
a s 5G primerem. Celkem jsem testovala 4 annealingové teploty — 56,1 °C; 57,4 °C; 58,9
°C; 60,3 °C.

Tabulka 23: Slozeni reakcni smési (optimalizacni reakce ¢. 6)

Reagencie MnoZstvi

PCRBIO Tag Mix Red 12,5 pl

Primer 4G (20uM)/ Primer 5G (20uM) 0,5 ul

Primer downstream (20uM) 0,5 ul
H20 — injekéni voda 9,5 ul
Izolat DNA 2,0 ul

5.2.6.1 Vysledek optimalizacni reakce ¢. 6
Jak 1ze vidét na obr. 10, doslo k amplifikaci vSech produkti s obéma primery. Z intenzity
pruhti Ize odecist, Ze vyssi teplota annealingu je vyhodnéjsi a zajist'uje vétsi vytéznost

reakce.

Marker  4G-561°C 5G-561°C 4G-574°C 5G-574°C 4G-589°C 5G-589°C 4G:603°C 5G;603°C

-

Obrazek 10: Fotografie elektroforetického gelu — teplotni gradient
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5.2.7 Optimalizacni reakce ¢. 7

Slozeni reak¢ni smési bylo identické s optimalizaci ¢€.6 (tab. 23). Pro kazdy vzorek jsem
ptipravila dv¢ reakce, jednu s 4G primerem a druhou s 5G primerem. Kontrolni primer
upstream jsem nepouzila. Koncentrace pouzitych vzorkil je znazornéna v tab. 24.

Na zakladé¢ vysledku teplotniho gradientu jsem upravila reakéni profil reakce —

annealingovou teplotu jsem zvysila na 65 °C (tab. 25).

Tabulka 24: Koncentrace DNA (optimalizacni reakce ¢. 7)

LIC Genotyp Koncentrace (ng/ul)
48/16 4G/AG 23,3
227117 5G/5G 17,3

Tabulka 25 Reakcni profil reakce (optimalizacni reakce ¢. 7)

Krok Teplota | Cas Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 95 °C 3 min 1
Denaturace 95 °C 20s

Annealing 65 °C 10s 30
Extenze 72 °C 20s

Terminalni extenze 72 °C 3 min 1

5.2.7.1 Vysledek optimalizacni reakce ¢. 7

Na elektroforetickém gelu jsem odecetla vysledky. Vzorek s genotypem 4G/4G vysel
dobie. U homozygota 5G/5G se na gelu objevil slaby pruh i pro alelu 4G.

5.2.8 Optimalizacni reakce ¢. 8

Postupovala jsem stejné jako pii pfedchozi optimalizacni reakci ¢. 7, ale annealingovou
teplotu jsem zvysilana 67 °C (tab. 27). SloZeni reak¢ni smési tedy odpovida tab. 23. Opét
jsem pro testovani optimalnich parametrii reakce pouzila vzorky s genotypy 4G/4G a

5G/5G, jejichz koncentraci DNA jsem zapsala do tab. 26.
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Tabulka 26.: Koncentrace DNA (optimalizacni reakce ¢. 8)

237/17 4G/AG 236,0

227/17 5G/5G 17,3

Tabulka 27: Reakcni profil reakce (optimalizacni reakce ¢. 8)

Pocateéni denaturace 95 °C 3 min 1
Denaturace 95 °C 20s
Annealing 67 °C 10s 30
Extenze 72 °C 20s
Terminalni extenze 72 °C 3 min 1

5.2.8.1 Vysledek optimalizacéni reakce ¢. 8

Ttebaze z fotografie na obr. 11 l1ze vysledek této reakce odeéist hiife nez z gelu pod UV
svétlem, je patrné, Ze se metodu opét nepodafilo zoptimalizovat. Vzorek s genotypem
4G/4AG se na gelu jevi jako heterozygot 4G/5G. Vzorek s genotypem 5G/5G vysel

spravng.

Obrazek 11: Fotografie elektroforetického gelu (optimalizacni reakce ¢. 8)
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5.2.9 Optimalizacni reakce ¢. 9

Pfi této optimaliza¢ni reakci jsem pouzila stejné vzorky jako pfi optimalizacni reakci €. 8
(tab. 26). Opét jsem piipravila dvé reakce pro kazdy vzorek — jednu s primerem 4G,
druhou s primerem 5G. Do reakéni smési jsem napipeptovala i kontrolni primer upstream.
Slozeni reakéni smési je blize popsano v tab. 28. Reak¢ni profil reakce se shodoval

s optimalizacni reakci ¢islo 7 — viz tab. 25.

Tabulka 28: Slozeni reakcni smési (optimalizacni reakce ¢. 9)

PCRBIO Tag Mix Red 12,5 ul
Primer 4G (20uM) / Primer 5G (20uM) 0,5 ul
Primer downstream (20uM) 0,5 ul
Primer upstream (20uM) 0,5 ul
H20 — injekéni voda 9,0 ul
Izolat DNA 2,0 ul

5.2.9.1 Vysledek optimalizacni reakce ¢. 9

Z fotografie na obr. 12 je patrné, Ze kontrolni produkty vysly pro vSechny reakce.
K amplifikaci dalsiho produktu doslo pouze u vzorku s genotypem 4G/4G, a to v reakci
s primerem 4G. U vzorku s genotypem 5G/5G nedoslo kromé kontrolniho produktu

k zadné amplifikaci.

Obrazek 12: Fotografie elektroforetického gelu (optimalizacni reakce ¢. 9)
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5.2.10 Optimalizacni reakce ¢. 10

Pti piiprave této optimalizacni reakce jsem zménila objem primeru 4G a primeru 5G (viz
tab. 30). Opét jsem pouzila vzorky s genotypem 4G/4G a 5G/5G — koncentrace DNA je
uvedena v tab. 29. Reakéni profil reakce se shodoval s optimalizaéni reakci €. 8 (tab. 27),

tzn. annealingova byla teplota 67 °C.

Tabulka 29: Koncentrace DNA (optimalizacni reakce ¢. 10)

LIC Genotyp Koncentrace (ng/ul)
237/17 4G/AG 236,0
176/17 5G/5G 89,8

Tabulka 30. Slozeni reakcni smési (optimalizacni reakce ¢. 10)

Reagencie MnoZstvi
PCRBIO Tag Mix Red 12,5 pul
Primer 4G (20uM) / Primer 5G(20uM) 0,2 ul
Primer downstream (20uM) 0,5 ul
Primer upstream (20uM) 0,5 ul
H20 — injekéni voda 9,3 ul
Izolat DNA 2,0 ul

5.2.10.1 Vysledek optimalizacni reakce ¢. 10

Po provedeni elektroforézy jsem vyhodnotila vysledky. Na elektroforetickém gelu $lo
odecist homozygota 4G/4G jako heterozygota, tfebaze pruh pro 5G byl slaby. Druhy
vzorek, homozygot 5G/5G, na gelu vysel dobfe. Kontrolni produkt vysel pro vSechny
reakce.

5.2.11 Optimalizacni reakce ¢. 11

Béhem ptipravy dalSi optimalizacni reakce jsem snizila objem 1 kontrolniho primeru
upstream (tab. 31). Také jsem pozménila reakéni protokol reakce, ktery je uveden
v tab. 31. Pouzila jsem stejné vzorky jako u pfedchozi optimaliza¢ni reakce (tab. 29). Pro

kazdy vzorek jsem pfipravila dvé reakce, jednu s primerem 4G a jednu s primerem 5G.
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Tabulka 31: Slozeni reakcni smési (optimalizacni reakce ¢. 11)

PCRBIO Tag Mix Red 12,5 ul
Primer 4G (20uM) / Primer 5G (20uM) 0,2 ul
Primer downstream (20uM) 0,5 ul
Primer upstream (20uM) 0,2 ul
H20 — injekéni voda 9,6 ul
Izolat DNA 2,0 ul
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Tabulka 32: Reakcni profil reakce (optimalizacni reakce ¢. 11)

Pocatecni denaturace 95 °C 3 min 1
Denaturace 95 °C 20s
Annealing 67 °C 10s 10
Extenze 72 °C 20s
Denaturace 95 °C 20s
Annealing 60 °C 10s 20
Extenze 72 °C 20s
Terminalni extenze 72 °C 3 min 1

5.2.11.1 Vysledek optimalizacni reakce ¢. 11

Fotografie elektroforetického gelu na obr. 13 ukazuje, Ze kontrolni i 4G/5G produkt vysel
u vsech reakci. Trebaze produkt reakce s primerem 4G u vzorku s genotypem 5G/5G

(jamka ¢. 3) vySel pouze slabé, oba vzorky se na gelu jevi jako heterozygoti.

Obrazek 13: Fotografie elektroforetického gelu (optimalizacni reakce ¢. 11)

5.2.12 Optimalizacni reakce ¢ 12

Pti dalsi optimalizaci jsem opét upravila reakéni profil reakce — viz tab. 35. Také jsem do

reakéni smési dala méné primeru downstream (0,3 ul). Slozeni reakéni smési této reakce
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je uvedeno v tab. 34. Pro kazdy vzorek, jejichz koncentrace je v tab. 33, jsem pfipravila

opét dveé reakce — jednu s primerem 4G a jednu s primerem 5G.

Tabulka 33: Koncentrace DNA (optimalizacni reakce ¢. 12)

237/17 4G/4AG 236,0

159/17 5G/5G 72,8

Tabulka 34: SloZeni reakcéni smési (optimalizacni reakce ¢. 12)

PCRBIO Tag Mix Red 12,5 ul
Primer 4G (20uM)/ Primer 5G (20uM) 0,2 ul
Primer downstream (20uM) 0,3 ul
Primer upstream (20uM) 0,2 ul
H20 — injek¢ni voda 9,8 ul
Izolat DNA 2,0 ul

Tabulka 35: Reakcni profil reakce (optimalizacni reakce ¢. 12)

Podate¢ni denaturace | 95°C | 3 min 1
Denaturace 95 °C 20s

15
Annealing 68°C | 155
Denaturace 95 °C 20s
Annealing 60°C | 10s 20
Extenze 72 °C 20s
Terminalni extenze 72°C | 3min 1
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5.2.12.1 Vysledek optimalizacni reakce ¢. 12

Jak je patrné z fotografie (obr. 14), kontrolni produkty vysly pro vSechny reakce. Primer
4G se navazal spravné, tzn. pouze v reakci vzorku s genotypem 4G/4G (jamka ¢. 1).
V ptitomnosti primeru 5G PCR produkt nevznikl.

Obrazek 14: Fotografie elektroforetického gelu (optimalizacni reakce ¢. 12)

5.2.13 Optimalizacni reakce ¢.13

Pro dalsi optimaliza¢ni reakci jsem pouzila stejné vzorky jako u ptedchozi optimalizace
(tab. 33). Ptipravila jsem si i stejnou reakéni smés (tab. 34). Pro kazdy vzorek jsem
namichala dvé reakce — jednu s primerem 4G, jednu s primerem 5G. Zménila jsem
reakéni profil reakce — viz tabulka €. 36. Pro primer 4G a primer 5G jsem nastavila odlisné

annealingové teploty.
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Tabulka 36: Reakcni profil reakce (optimalizacni reakce ¢. 13)

Krok Teplota Cas | Polet cykli
Pocate¢ni denaturace 95 °C 3 min 1
Denaturace 95 °C 20s
Annealing 67 °C (5G primer); 68

°C (4G primer) 10s 10
Extenze 72 °C 20s
Denaturace 95 °C 20s
Annealing 60 °C 10s 20
Extenze 72 °C 20s
Terminalni extenze 72 °C 3 min 1

5.2.13.1 Vysledek optimalizacni reakce ¢. 13

Kontrolni pruhy vySly pro vSechny reakce. Dale se amplifikoval pouze produkt 4G alely
u vzorku sgenotypem 4G/4G. U druhého vzorku se ocekavany PCR produkt,

neamplifikoval.

5.2.14 Optimalizacni reakce ¢. 14

Dalsi optimaliza¢ni reakce se liSila pouze navysenim poctu cykli reakce — viz tabulka
¢. 38. Pti pripravé reakéni smési jsem postupovala stejné jako u predchozi optimalizacni

reakce — viz tab. 34. Koncentrace pouzitych vzorkd jsem uvedla v tab. 37.

Tabulka 37. Koncentrace DNA (optimalizacni reakce ¢. 14)

LIC Genotyp Koncentrace (ng/ul)
95/17 4G/AG 19,6
159/17 5G/5G 72,8
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Tabulka 38: Reakcni profil reakce (optimalizacni reakce ¢. 14)

2

Krok Teplota Cas | Pocet cykla
Pocateéni denaturace 95 °C 3 min 1
Denaturace 95 °C 20s
Annealin 67 °C (5G primer);

J (Gp ) 10s 15

68 °C (4G primer)

Extenze 72 °C 20s
Denaturace 95 °C 20s
Annealing 60 °C 10s 20
Extenze 72 °C 20s
Terminalni extenze 72 °C 3 min 1

5.2.14.1 Vysledek optimalizacni reakce &. 14

Pro detekci produktt reakce jsem provedla elektroforézu — obr. 15. Doslo k navazani
vSech primert v kazdé reakci — tzn. na gelu je mozné u obou vzorkli odecist genotyp

4G/5G.

Marker

homozygot 4G/4G homozygot 5G/5G

Obrazek 15: Fotografie elektroforetického gelu (optimalizacni reakce ¢. 14)

5.2.15 Optimalizacni reakce ¢. 15

Pro tuto optimalizac¢ni reakci jsem upravila objem kontrolniho primeru upstream na 0,05
ul — viz tab. 40. Reak¢ni profil reakce byl shodny s predchozi optimalizaéni reakci (tab.
38). Reakci jsem piipravila opét pro dva vzorky s genotypy wild type (5G/5G) a mutant
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(4G/4G). Koncentrace DNA téchto vzorki je uvedena v tab. 39. Pro kazdy vzorek jsem

ptipravila dvé reakce, jednu s primerem 4G a jednu s primerem 5G.

Tabulka 39: Koncentrace DNA (optimalizacni reakce ¢. 15)

LIC Genotyp | koncentrace (ng/ul)
87/17 4G/AG 10,9
151/17 5G/5G 39,3

Tabulka 40: Slozeni reakcni smési (optimalizacni reakce ¢. 15)

Reagencie MnoZstvi

PCRBIO Taq Mix Red 12,50 pl

Primer 4G (20uM) / Primer 5G (20uM) 0,20 pl

Primer downstream (20uM) 0,30 ul
Primer upstream (20uM) 0,05 ul
H20 — injekéni voda 10,05 ul
Izolat DNA 2,00ul

5.2.15.1 Vysledek optimalizacni reakce ¢. 15

Po provedeni elektroforézy jsem pod UV svétlem z gelu odecetla vysledky. Na gelu byl
pouze produkt u vzorku s genotypem 5G/5G pro reakci s primerem 5G. Kontrolni

produkty se neamplifikovaly.
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6 Diskuze

Polymorfismus 4G/5G v genu PAI-1 se fadi mezi trombofilni mutace. AvSak vySetieni
tohoto polymorfismu je indikovano jen ve vybranych pfipadech, a to pouze
trombotickymi centry nebo Ustavem hematologie a krevni transfuze v Praze. Zasadni
klinicky vyznam dle Cohen et al. ma pouze vySetieni mutace FV Leiden a mutace
pro protrombin. (Cohen et al., 2007) TaktéZ je nutné si uvédomit, ze samotna detekce
mutace bez korelace sklinickym stavem, mize byt kontraproduktivni. Védomi
detekovaného ,,handicapu® by mohlo byt pro nékteré pacienty velkym stresem, ptestoze
pozitivni nalez mutace nemusi znamenat, ze onemocni. Provadéni vySetfeni pouze

pro samotné vysetfeni neni pfinosné.

Role PAI-1 polymorfismu, ale i inhibitoru samotného, byla studovana i v souvislosti
s dalsimi chorobami, jako je Alzheimerova choroba, obezita, rakovina ¢i neplodnost.
Nekteré zdroje dokonce hovoti o PAI-1 jako 0 mozném faktoru pro hodnoceni prognozy
a vyvoje onemocnénich, které doprovazeji stafi. (Cesari et al., 2010) Horsi progndzu
rakoviny prsu v souvislosti s 4G alelou PAI-1 polymorfismu zaznamenalo hned nékolik
studii. (Castello et al., 2006) Na druhou stranu nékteré studie naopak oznacuji 4G alelou
jako ,,ochranou* proti vzniku rakoviny prsu. (Younesi et al., 2016) Z toho vyplyva, ze

V tomto piipadé neni postoj védcil ke vlivu polymorfismu PAI-1 jednoznacny.

V praktické casti této prace jsem Se zabyvala dvéma odliSnymi metodami detekce
polymorfismu 4G/5G v genu PAI-1. Prvni metodou byla Real-time PCR. Provedla jsem
vySetfeni 16 vzorki pomoci komeréniho kitu GeneProof - PAI-1 Genotyping PCR (CE
IVD). Tento komer¢ni kit zajistuje pomérné rychlou a snadnou detekci sledovaného
polymorfismu. Vysetiovany soubor vzorki byl jiz dfive v laboratofti GENLABS s.r.0.
vySetften na Leidenskou mutaci, pro kterou byly vSechny vzorky pozitivni
V heterozygotnim stavu. V ramci vySetieného souboru vzorki jsem detekovala pouze dva
4G/4G genotypy, tj. 13% zastoupeni v daném souboru. Heterozygotni genotyp (4G/5G)
jsem detekovala u 8 vzorku, tj. presné 50 % z vySetfovaného souboru 16 jedinct
s Leidenskou mutaci. U zbytku souboru (38 %) jsem detekovala genotyp ,,wild type*, ¢ili
5G/5G. Prevalence 4G/4G genotypu je ve vySetfeném souboru niz§i v porovnani se studii
prof. Kvasnicky et al., kde byla prevalence tohoto genotypu u pozitivnich jedincii pro

Leidenskou mutaci stanovena na 31,78 % (ze souboru o 129 vzorcich). (Kvasnicka et al.,
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2012) Vzhledem k nizkému poctu vysetiovanych vzorki neni prevalence, ke které jsem

dosla, relevantni.

Druhou metodou detekce polymorfismu 4G/5G v genu PAI-1 byla metoda ARMS-PCR.
Hlavnim cilem této prace byla pravé optimalizace této metody, Kterou jsem picvzala
z odborné publikace. Trebaze jsem provedla celkem 15 optimaliza¢nich reakci, metodu

se mi zoptimalizovat nepodafilo.

Béhem optimalizace jsem ménila nejen slozeni a pomér komponentl reakéni smési, ale
také jsem zkouSela upravit reakéni profil reakce. Velkou pozornost jsem vénovala

annealingové teploté, ale taktéz jsem upravovala pocet cykla reakce.

Produktem 4G alely je fragment o délce 138 bp, produktem 5G alely je fragment delsi
pouze o jednu bazi, tj. 139 bp. Neni mozné dat oba primery do jedné reakce, protoze
na elektroforetickém gelu nelze rozlisit produkty s téméf identickou velikosti — Vviz
optimaliza¢ni reakce ¢.2. Z tohoto diivodu jsem nemohla testovat kompetici primeru 4G

a primeru 5@, jelikoz jsem na 4% agardzovém gelu nebyla schopna odecist vysledek.

Annealingova teplota dle zdrojového ¢lanku (Shaghaghi et al., 2014) byla pomérné nizka
— 55 °C. Dle vypoctu teplot annealingu pro jednotlivé primery (tab. 7) je idealni teplota
vyss§i. Konkrétné: pro primer upstream 73 °C, pro primer downstream 75 °C, pro primer
4G 61 °C a pro primer 5G 63 °C. Nizka teplota annealingu mé za nésledek nespecifické
nasedani primert, ke kterému doslo ve vétSin€ optimalizacnich reakci. Z tohoto diivodu
jsem udélala teplotni gradient (optimalizacni reakce €. 6). Zjistila jsem, Ze primery
nasedaji 1 pii teploté 60,3 °C. Pficemz primer 4G nasednout spravné nemél, jelikoZ jsem
teplotni gradient provadéla na vzorku s genotypem 5G/5G. Nasledujici optimalizaéni
reakce jsem provadéla s teplotou annealingu 65 °C az 68 °C. Pro primer 4G byla vhodna
I teplota 68 °C, ale primer 5G pfi této teploté annealingu jiz nenasedl. Dosla jsem
K zavéru, Ze realna optimalni teplota annealingu pro jednotlivé primery bude odli$na, ale

vhodnou annealingovou teplotu pro primer 5G se mi urcit nepodafilo.

Pro optimaliza¢ni reakce jsem pouzivala vzorky DNA s riiznou koncentraci DNA (10,9 —
236 ng/ul). Vliv vyssi koncentrace DNA na vysledek reakce jsem nezaznamenala. Hoppe
et al. ve své metodice pro vysetieni polymorfismu v PAI-1 genu metodou ARMS-PCR
uvadi, Ze pouzival vzorky o koncentraci DNA 100 ng/ul. (Hoppe et al., 2003) Stejnou
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hodnotu koncentrace uvadi i Zonouzi et al. (Zonouzi et al., 2013). Mé vzorky mély

priumérnou koncentraci pouze 65,55 ng/ul.

Ve zdrojovém ¢lanku nebyl uveden pomér reagencii, proto jsem béhem optimalizace
upravovala i objem primert V reakéni smési. Objem primeru 4G a primeru 5G jsem
Z pocatecnich 0,5 ul snizila na 0,2 pl. Stejn€ jsem postupovala i s kontrolnim primerem
upstream, u které¢ho jsem objem zkusila snizit i vice (na 0,05 pul), ale poté na gelu chybély
kontrolni produkty (viz. optimaliza¢ni reakce ¢. 15). Objem spole¢ného primeru

downstream jsem snizila na 0,3 pl.

Pro zvySeni vytézku reakce jsem do reakéni smési pfidala DMSO. Vysledek reakce
ovsem DMSO neovlivnilo, proto jsem ho nepouzila ve vSech reakcich. Na prib¢h reakce
nemélo vliv ani pouziti Taq polymerdzy a PCR pufru misto komeréniho MasterMixu

(optimalizaéni reakce €. 5).

Jiné¢ odborné publikace, kde polymorfismus v genu PAI-1 vysetiovali taktéZ metodou
ARMS-PCR, se v metodice odlisuji v porovnani s ¢lankem, ze kterého jsem pro svou
praci vychazela. Napiiklad Falk et al. (Falk et al., 1995) pouzili delsi primery a jiny
reakéni protokol. Blasiak a Smolarz (Blasiak a Smolarz, 2000) pouZili stejné primery jako
Falk et al., ale jesté jiny reakéni protokol. Zasadni rozdil mezi nimi byl v odlisné teploté

annealingu — 54 °C a 65 °C.

Z ¢asovych duvodt jsem dale v optimalizaci metody ARMS-PCR nepokracovala.
V ptipad¢ zdarilé optimalizace metody ARMS-PCR by mohlo byt vysetieno vice vzorki,
diky nimZ bych mohla stanovit relevantnéjsi prevalenci sledovaného polymorfismu. Pfi
ptipadnych dalsich snahach o optimalizaci bych pouzila vzorky s vyssi koncentraci DNA.
Dale bych mohla experimentovat s pomérem kontrolniho primeru upstream K ostatnim
primerum. Uzite¢né informace by mohlo pfinést i provedeni teplotniho gradientu pro

primer 4G a primer 5G, a to zaroven s pouzitim kontrolniho primeru.

Pti studiu odbornych publikaci, z nichz jsem vychdzela pii pokusu o zavedeni metody
pro vysetfeni polymorfismi 4G/5G v genu PAI-1 do laboratorni praxe, jsem narazila
na neékteré zasadni neshody ve smyslu detekce vyslednych PCR produktt liSicich se
velikostné v 1 bdzi na 2% agar6zovém gelu, rozdilnych pouZitych anealingovych
teplotach lisicich se az o 10 °C apod. Uvedené studie neuvadi zadné technické problémy

béhem analyzy daného polymorfismu a na zdkladé toho jsem piedpokladala, ze
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publikovany postup je jednoduse pfenosny do laboratorni praxe. OvSem z vysledkii mé
vyCerpavajici prace na optimalizaci metody ARMS-PCR vyplyva, ze ne vSechny
publikace uvadéji presné a validované laboratorni postupy. V piipadé zavadéni tzv.
,in house* metody je pak v nekterych ptipadech rozumnéjsi spolehnout se spise na vlastni
zkuSenosti s riznymi laboratornimi metodami, navrhnout si vlastni primery i reakéni
protokoly a pouzit postupy co nejvice odpovidajici technickému i personalnimu vybaveni

laboratofe.

Zéaveérem mohu fict, ze optimalizace mize byt velice zdlouhavy proces, a ne vzdy
uspésny. Komeréni metoda, jako je naptiklad GeneProof - PAI-1 Genotyping PCR kit
(CE IVD), je v tomto ohledu vyhodné&jsi. Neni tieba ji optimalizovat, a tak K aspésnému
provedeni metody staci disledné dodrzovani postupu uvedeného vyrobcem a dodrzovani
spravné laboratorni praxe z hlediska pfesnosti prace, kontaminace apod. Na druhou stranu

v

uspésné zoptimalizovana ,,in-house* metoda je z hlediska nakladi piiznivéjsi.
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7 Zavér
V teoretické Casti prace jsem sepsala reSerSi obsahujici zakladni informace o dané

problematice. V praktické ¢asti jsem se vénovala metodam detekce polymorfismu v genu

PAI-1.

Hlavni cil mé bakalatské prace, optimalizace PCR metody pro vySetfeni polymorfismu
v genu PAI-1, se mi splnit nepodafilo. Ovsem diky zdlouhavému procesu optimalizace
jsem si velice dobie osvojila metodiku. TaktéZ jsem si osvojila dalsi laboratorni postupy,
které byly pro mou praci nezbytné — izolace DNA z bukalniho stéru a z plné krve, méfeni
koncentrace DNA, ptipravu a provedeni gelové elektroforézy a analyzu ziskanych

vysledkd.

Vysetieni polymorfismu jsem provedla také pomoci komeréniho kitu GeneProof - PAI-1
Genotyping PCR (CE IVD). V piipadé pouziti tohoto certifikovaného Kitu neni nutna
optimalizace metody, a proto je zavedeni jeho rutinniho pouzivani do laboratoie
snadn¢jsi. Genotyp 4G/4G jsem detekovala pouze u 2 vzorki z vySetiovaného souboru,
ktery byl specificky pozitivitou na Leidenskou mutaci V heterozygotnim stavu.
Zastoupeni genotypu 4G/4G ve vySetfovaném souboru bylo pouze 13 %, coz je

V porovnani s literaturou vice nez dvojnésobné& nizsi.
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10  Seznam zkratek

APC-R
ARMS-PCR
AS-PCR
LIC
MTHFR
PAI-1
PAI-2
PAI-3
PAS
PCR

PK

PLG
pro-uPA
RFLP
TAFI
TEN
tPA
uPA
u-PAR

o2-Pl

rezistence faktoru V k aktivovanému proteinu C
amplifikaci nedostupny mutacni systém - PCR
alela specificka polymerazova fetézova reakce
laboratorni identifikacni ¢islo
methylentetrahydrofolatreduktaza

inhibitor aktivatoru plazminogenu -1

inhibitor aktivatoru plazminogenu-2

inhibitor aktivatoru plazminogenu-3
plasminogen aktivator systém

polymeréazova fetézova reakce

proteinaza K

plasminogen

pro-urokindza

polymorfismus délky restrikénich fragmenti
trombinem aktivovatelny inhibitor fibrinolyzy
tromboembolickd nemoc

tkanovy aktivator plazminogenu

urokinaza

specifickych receptor pro uPA

az-plasmin inhibitor
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