Uloha é. 6

Detekce trombofilnich faktorti pomoci fragmentacni analyzy
uvob

Jednou ze zakladnich funkci krve v organizmu je udrZovani stalého vnitfniho prostredi tzv.
homeostazy, coz je zakladni podminka pro jeho spravné fungovani resp. existenci. Vzhledem k této
nezastupitelné roli krve v téle, musi existovat mechanizmus zabranujici jejim nadmérnym ztratam
v pfipadé poranéni. Schopnost krve srazet se v misté poranéni je sloZity mnohastuprfovy proces,
ktery je na kazdé Urovni pFisné regulovan. U¢inna regulace tohoto procesu je obzvlasté dilezitd,
protoze nekontrolované srazeni krve by mélo pro organizmus fatalni nasledky.

Podnétem ke vzniku krevni srazeniny vSak nemusi byt pouze vnéjsi poranéni, mize jit i o souhru
endogennich prokoagulacnich faktord, jako je zpomaleni krevniho priatoku cévou, poranéni krevni
cévy Ci geneticky podminénd zvySena krevni srazlivost.

Vznik trombu (krevni srazeniny) v cévnim frecisti je spojen s urcitym rizikem jeho odtrzeni a
zaneseni do plic, kde mizZe omezit ¢i zcela znemoznit pratok krve plicemi. Tento Zivot ohroZujici
stav se nazyva plicni embolie. Cim blize k trupu se trombus vytvoFi, tim vy3si je riziko jeho
uvolnéni.

Genetickd dispozice ke zvySené krevni sraZlivosti predstavuje vyznamny rizikovy faktor. Jde o
pfipady, kdy jsou v disledku mutace v téle produkovany krevni faktory v pozménéné formé, coz
zpUsobuje napf. jejich funkéni zmény ¢i zvySenou koncentraci. U osob s témito dispozicemi ovsem
ke spontannim trombdzam obvykle nedochazi, teprve az v soucinnosti s dalSimi rizikovymi faktory
se mlze, ale také nemusi, krevni srazenina vytvorit.

Vrdmci cvi¢eni bude provedena analyza tfi jednonukleotidovych polymorfizmd (SNP) znamych
genu, které vyrazné zvysuji riziko tromboz.

Polymorfizmus 20210 G/A genu pro faktor Il

Faktor Il (protrombin) se vyskytuje na povrchu rliznych bunék ve formé dimeru. Jeho rozstépenim
(v dlsledku posSkozeni cévni stény) vznikd monomerni aktivni forma, kterd vytvari komplex
s dalSimi péti krevnimi faktory za tvorby tzv. protrombinového komplexu. Tento komplex
hydrolyzuje protrombin na proteazu trombin. Ten nasledné Stépi cirkulujici fibrinogen na fibrinové
monomery, které spolu rychle polymeruji a vytvari sit tvofenou z nerozpustného fibrinu, ktera je
zakladem pro tvorbu krevni srazeniny.

Mutace 20210 G/A zpUsobuje zvySeni produkce protrombinu. Jeho koncentrace v plazmé byva
zvySena nad 130 %, ¢imZ dochazi ke zvyseni krevni srazlivosti. Heterozygotni nositel mutace ma
2-3x zvySené riziko Zilni trombdzy.

Polymorfizmus 1691 G/A genu pro faktor V

Jde o plazmaticky glykoprotein s klicovou roli v koagulaci. V koagula¢ni kaskadé puasobi bud
prokoagulacné (pokud byl natrdven trombinem ¢&i aktivovanym faktorem X) nebo antikoagulacné
(pokud byl natraven aktivovanym proteinem C).



Tzv. Leidenskd mutace zpUsobuje rezistenci faktoru V k aktivovanému proteinu C, coZ vede
k nedostatecné degradaci mutované varianty proteinem C. Tato mutace je nejzndméjsi a
nejrozsirenéjsi, vyskytuje se cca u 5 % osob v populaci. Nositellm Leidenské mutace hrozi az 7x
vySSi riziko Zilni trombdzy.

Polymorfizmus 677 C/T genu pro MTHFR (5,10-metyltetrahydrofoldtreduktdza)
MTHFR katalyzuje pfeménu homocysteinu na methionin. Mutace 677 C/T sniZuje aktivitu tohoto

enzymu, ¢imZ dochdzi ke zvySeni hladiny homocysteinu v téle. Homocystein indukuje expresi
tkanového faktoru, coz zvysSuje trombofilii jak v Zilnim, tak v arteridlnim fecisti. Dale sniZuje
fibrinolytickou aktivitu, ovliviuje aktivaci proteinu C a jeho zvySena hladina v krvi je provazena
zvySenim aktivity krevniho faktoru Xll a V.

Ke genotypizaci vySetfovanych vzorkl bude vyuZita tzv. fragmentacni analyza provadéna na
genetickém analyzdtoru ABI PRISM 3130. Princip metody spoclivd v separaci smési PCR
(restrikénich) fragment( dle své velikosti pfi kapilarni elektroforéze. Kazdy amplifikat (po restrikci)
nese jeden typ fluoroforu, ktery po ozareni svétlem urcité vinové délky emituje svétlo jiné vinové
délky, kterd je zachycovana na detektoru. Diky rGznym typUm navazanych fluoroforli excituji
amplifikaty pfi prlichodu kapilarou po ozareni laserem svétlo rizné barvy a intenzity, ¢imzZ vznikaji
tzv. piky. Poloha kaidého piku vUc¢i zndmému standardu pak urcuje konkrétni alelu daného
polymorfizmu.

PRACOVNIi POSTUP

l. PCR reakce

Materidl: pipety, $picky, popisovace, mikrozkumavky (0,2 ml), termocykler, reagencie pro PCR —
KAPA mix, primery, PCR voda, DNA.

MixTromb pro 1 vzorek (5 uM primery):

0,6 ul FII (F

ks (F) > Faktor I1
0,6 ul Fil R¥) —

0.6 Wl FV(F)  ~ Fuksor v
0,6 FV(R¥) —

0,3 Wl MC677T (F*) ~
0,3ul MC677T(R) —

MTHFR

3,0 ul PCR voda

F — forward
R —reverse
* fluorescenéné znaceny primer



Reakéni smés pro PCR (15 pl/1 vzorek):

*DNA (10 ng/ul)......... 1,5 ul

*DNA —izolat z 1. cviceni

*KAPA2G Fast HotStart ReadyMix — obsahuje HotStart DNA polymerdzu, PCR pufr, dNTPs (0,2mM),
MgCl, (1,5mM), stabilizatory.

Amplifikace fragmentu:
- Mikrozkumavky vlozte do termocykleru. Amplifikace bude probihat dle nasledujiciho
programu:

95°C- 2,5 min

95°C — 20 sec (denaturace)
31x 55°C — 30 sec (annealing), (ramp 50 %)
72°C — 30 sec (extenze)

72°C — 30 min (extenze)
10°C - hold

I. Restrik¢ni analyza

Materidl: pipety, Spicky, popisovace, mikrozkumavky (0,2 ml), termocykler, reagencie pro
restrikéni analyzu — PCR produkt, restrikéni enzym FastDigest Taql, 10x FastDigest Buffer,
PCR voda.

Restrikéni misto enzymu:

5'...T\l’C GA..3
3'...AG C/I\T...S'
ReakEni smés:
10x FastDigest Buffer ............ 1,0 ul
Tagl e 0,5 ul
PCR vOda....ccoceveeieeeeeieecccs 3,5 ul
PCR produkt .....cccoeevrvrvrreennen, 5,0 ul

Teplotni profil restrikce (termocykler Techne): 65°C — 15 min
95°C -5 min



. Fragmentacéni analyza (geneticky analyzator ABI PRISM 3130)

Pfiprava vzorku na analyzu (96 jamkova desticka):
1. Do pfrislusné pozice v desti¢ce napipetujte 9,3 pl formamidu + 0,2 pl markeru LIZ 120 + 0,5
ul PCR produktu (po restrikci).
2. Po napipetovani viech vzorkd desticku dikladné promichejte a stocte, vlozte do
termostatu a inkubujte 5 minut pfi 95°C.
3. Poté desticku prudce zchladte 1 minutu pfi -20°C.

Vzorky jsou pfipraveny k analyze.

Nastaveni pfistroje:

V programu ,,3130 DataCollection v3.0“ bude slozce ,Plate Manager” zavedena nova desticka, do
které budou zapsany jednotlivé vzorky a vyplnény pfislusné parametry nezbytné pro danou
analyzu. Nasledné bude desti¢ka vloZena do pfistroje a ve sloZzce ,,Run Scheduler” spusténa

analyza.

Vyhodnoceni vysledk(l bude provedeno v programu ,,GeneMapper ID v3.2°.



