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Analyza HLA alel asociovanych s celiakii
Analyza pritomnosti Leidenské mutace

TEORETICKY UVOD

Izolace DNA na kolonkdch

Izolace DNA zjakéhokoliv materidlu je dnes zakladnim postupem v laboratofich
zabyvajicich se molekuldrné-biologickymi metodami. lzolace DNA je provadéna nejen
v klinickych laboratofich, ale napfiklad také v laboratotich veterinarnich, potravinarskych
(napf. testovani GMO) a zemédélskych. Nejvice DNA analyz je v soucasné dobé provadéno
v ramci lékafského vyzkumu a v rdmci klinické DNA diagnostiky.

Za Ucelem izolace DNA bylo vypracovano nespocet metod, nicméné v klinickych
provozech je z divodu urychleni prace, standardizace prdce, standardizace Cistoty a vytézku
pouzivano komercéné dostupnych izolacnich metod. Mezi nej¢astéji pouzivané izolacni principy
patfiizolace na kolonkach nebo pomoci paramagnetickych ¢&astic.

Izolace na kolonkach je zaloZzena na principu selektivni vazby DNA a/nebo RNA o urcité
délce na vrstvu drceného borosilikatového skla, kterd se nachazi mezi dvéma fritami na
kolonce. Kvazbé dochazi v pritomnosti tzv. chaotropni soli, ktera vytésnuje z molekul
DNA/RNA molekuly vody, ¢imZ potlacuje jiné nez iontové interakce a v pfitomnosti asi 10%
isopropanolu nebo etanolu, ktery DNA/RNA ¢astecné vysrazi. Mezi tzv. chaotropni soli patfi
napfiklad guanidin hydrochlorid, ktery potlacuje vodikové vazby a hydrofobni interakce uvnit¥
molekul DNA/RNA a/nebo proteind.

\|/0\|/0\|/0\|f
Sli Sli EII SII
OH OH OH OH

V cviceni bude pouzit kit uréeny predevsim k izolaci genomové DNA z bukalnich stéru,
krve, plazmy a séra. U izolované DNA bude ndsledné stanovena jeji koncentrace a Cistota
pomoci UV spektrofotometrie. Méfeni vychazi ze znamého faktu, Ze aromatické struktury bazi
nukleovych kyselin specificky absorbuji UV zafeni uréitych vinovych délek s maximem pfi 260
nm. Zaroven plati, Ze ¢im vyssi je absorpce zareni, tim vyssi je koncentrace DNA a naopak.
Tento vztah je vyjaddien v Lambert-Beerové zdkoné pro absorbanci (bezrozmérna veli¢ina):

A=c.l.e€

A — absorbance; ¢ — molarni koncentrace; | — délka kyvety, resp. tloustka vrstvy roztoku; € —
molarni absorpéni koeficient




o Absorpéni maximum dsDNA (260 nm)

04 Absorpéni maximum proteint (280 nm)

Absorbance

03

0.z

0.1

0.0
210.0 260.0 =4nn senn 410.0

VInovéa délka (nm)

Pfi izolaci DNA se mohou do findlniho roztoku rovnéz dostat urcitd mnozstvi dalSich
molekul obsazenych v bunkach (proteiny, polysacharidy, polyfenoly apod.), které mohou
inhibovat nasledné analyzy. Z téchto divod( je vhodné vedle stanoveni koncentrace DNA ve
vzorku sledovat i jeho Cistotu. Proteiny maji diky aromatickym aminokyselindm (fenylalanin,
tyrosin) absorpcni maximum pfi vinové délce 280 nm. Pomér absorbanci DNA/protein
(260/280) pak vyjadfuje miru znecisténi proteiny. U Cistého vzorku by se tento pomér mél
pohybovat vrozmezi 1,8 — 2,0. Ve stejném rozmezi by se mél nachazet i druhy ukazatel
znecisténi vyjadreny pomérem absorbanci 260/230, ktery upozorfiuje na moznou kontaminaci
rdznymi organickymi latkami, jako jsou polysacharidy, (poly)fenoly, mocovina, thiokyanaty,
EDTA apod.

Detekce trombofilnich faktoru

Jednou ze zakladnich funkci krve v organizmu je udrZovani stalého vnitfniho prostredi
tzv. homeostdzy, coz je zdkladni podminka pro jeho sprdvné fungovani, resp. existenci.
Vzhledem k této nezastupitelné roli krve v téle, musi existovat mechanismus zabranujici jejim
nadmérnym ztratam v pripadé poranéni. Schopnost krve srazet se v misté poranéni je slozity
mnohastupriovy proces, ktery je na kazdé urovni prisné regulovan. U¢inna regulace tohoto
procesu je obzvlasté dllezitd, protoze nekontrolované srazeni krve by mélo pro organismus
fatalni nasledky.

Podnétem ke vzniku krevni srazeniny vSak nemusi byt pouze vnéjsi poranéni, mize jit
i 0 souhru endogennich pro koagulacnich faktoru, jako je zpomaleni krevniho pritoku cévou,
poranéni krevni cévy ¢i geneticky podminénad zvysenad krevni srazlivost.
Vznik trombu (krevni srazeniny) v cévnim fecisti je spojen s urcitym rizikem jeho odtrzeni a
zaneseni do plic, kde muUzZze omezit ¢i zcela znemoznit prltok krve plicemi. Tento Zivot
ohroZujici stav se nazyva plicni embolie. Cim bliZe k trupu se trombus vytvofi, tim vy3i je riziko
jeho uvolnéni.

Geneticka 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 zplsobuje napft. jejich funkéni zmény ¢i zvySenou koncentraci. U osob s témito
dispozicemi oviem ke spontannim trombdzam obvykle nedochdzi, teprve az v soucinnosti
s dalsimi rizikovymi faktory se muze, ale také nemusi, krevni srazenina vytvorit.

Vramci cviceni bude provedena analyza jedno nukleotidového bodového
polymorfismu (SNP) 1691 G/A genu pro faktor V. Faktor V je plazmaticky glykoprotein
s klicovou roli v koagulaci. V koagulacni kaskadé puasobi bud pro koagulac¢né (pokud byl
natraven 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 nedostateéné degradaci mutované varianty
proteinem C. Tato mutace je nejznaméjsi a nejrozsirenéjsi, vyskytuje se cca u 5 % osob
v populaci. Nositellm Leidenské mutace hrozi az 7x vyssi riziko Zilni trombdzy.

Ke genotypizaci vzorku bude vyuzita restrikéni analyza s naslednou detekci vzniklych
fragmentl pomoci 2% agardzového gelu. Princip metody spociva ve Stépeni produktl
amplifikace ¢asti genu pro faktor V pomoci restrikéni endonukleazy Tagl, kdy bud dochazi ke
Stépeni PCR produktu (wt alela) nebo nedochazi ke stépeni PCR produktu (mutantni alela).

Diagnostika celiakie

Diagnostika bude provadéna soupravou EliGene® Coeliac RT slouZici ke genotypizaci
HLA-DQ2 (DQA1*05/DQB1*02), HLA-DQ8 (DQA1*03/DQB1*0302) a HLA-DR4 (DRB1*04) gen(i
zizolované DNA. Diagnosticka souprava je zaloZena na principu RealTime PCR. Pro detekci alel
DQ2, DQ8 a DR4 a interni kontroly jsou pouZity primery a znac¢ené sondy (FAM a JOE).
Celiakie patfi mezi jedno 1z nejCastéjSich entero-patogennich onemocnéni a je
charakterizovana celozZivotni precitlivélosti k lepku, proteinu obsazeném v psenici, Zité, ovsu a
je€meni. Celiakie nepatfi mezi alergickd onemocnéni, ale je charakterizovana intoleranci ke
gliadinu tvorficim cast lepku. Imunologicka nesnasenlivost k lepku vede v raném détstvi ke
chronické zanétlivé odpovédi u sliznice tenkého stfeva s ndslednou Spatnou absorpci
vyznacujici se chronickym priajmem, tukovitou stolici a Spatnym rlstem. Celd fada dospélych
pacient( poté mUze pocitovat jiné atypické priznaky jako nadymani, hubnuti, inavu, problémy
s pokozkou a klouby nebo migrény. Naopak celd rada lidi nemusi pocitovat vibec Zzadné
pfiznaky. Nelécena celiakie poté zvysSuje riziko NHL (non-Hodgkinovského lymfomu) a zfejmé
i riziko rakoviny tenkého streva.

Do dnesni doby byla celiakie vnimana jako relativné vzacné onemocnéni s mirou
prevalence 1:1000 aZz 1:4000. Avsak nové dostupnost sérologickych testl vedla k pozorovani,
Ze celiakie je daleko castéjsi onemocnéni, nez bylo dfive predpokladano, postihujici v Evropé
zhruba 1 ze 100-400 osob. VétsSina diagnostikovanych pacientll vykazovala minimalni klinické
priznaky. Posledni vysledky navic ukazuji na silnou genetickou vazbu ve spojeni s rozvojem
celiakie.

Celiakie je multi-faktorialni onemocnéni asociované s alelami HLA-DQ2
(DQA1*05/DQB1*02) nebo DQ8 (DQA1*0301/DQB1*0302) nebo HLA-DRB1*04. HLA DQ2
alela je exprimovdana u vétsiny osob trpicich celiakii (>90%), DQS8 alela poté asi u 8%. Exprese
zminénych alel je nezbytnd ne vSak dostatec¢nd k propuknuti celiakie, v soucasné dobé se
predpoklada pouze asi 50% vliv genetické slozky na vznik celiakie. U osob trpicich celiakii je
vyskyt HLA-DQ2 alely asi 95%, zatimco u béZzné populace je vyskyt této alely pouze 20%. Z malé
skupiny osob trpicich celiakii a negativnich pro HLA-DQ2 (DQA1*05/DQB1*02) alelu, je drtiva
vétsina pozitivni na HLA-DRB1*04 alelu. Z tohoto pohledu je absence zminénych alel velmi
dobre vyuZitelna pro vylouceni celiakie.



Souprava EliGene® Coeliac RT detekuje geny pro alely DQA1*05, DQB1*02 (HLA DQ2),
DQB1*0302 a DRB1*04. Jako vnitini kontrola je pouZit gen SYPL2 (synaptophysin-like 2).

e Pro detekci DQA1*05, DRB1*04 a DQB1*0302 alel je pouZita sonda zna¢ena FAM barvou
(exc. 494 nm —em. 518 nm)

e Pro detekci DQA1*03, DQB1*02 a SYPL2 (interni kontrola) alel je pouZita sonda znacena
JOE barvou (exc. 520 nm — emise 548 nm)

POSTUP PRACE

Izolace DNA z bukdlniho stéru
Material: 1zola¢ni kit EliGene® Viral RNA/DNA FAST Isolation Kit, pipety, centrifuga,
mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a 2 ml, popisovace.

1. Ve dvojici smichejte Wash Buffer 2 s etanolem. Ke 40 ml Wash Buffer 2 se dle navodu
pridava 13 ml etanolu. Zjistéte od asistentl objem Wash Buffer 2 ve zkumavce a
vypocitejte mnozZstvi etanolu, které pridate k Wash Buffer 2. Takto pfipraveny roztok
pouzijete v bodé 7.

2. Mikrozkumavku se swab pufrem a stétickou centrifugujte 2 min pfi 20 000 x g.

Odeberte 200 pl vzorku a preneste do nové 1,5 ml mikrozkumavky.

4. Pridejte 200 pl lyzaéniho roztoku (lyzacni roztok byl dopredu ptipraven asistentem
smichdnim Lysis Buffer Stock Solution a Solution M) do 1,5 ml zkumavky se vzorkem.
Pozn.: Lyzacni roztok slouzi ke kompletni lyze virt i bunék a obsahuje detergenty a jiné
specidlni reagenty usnadniujici lyzu a navdzani NK na silika membrdnu kolonky

5. Kratce stocte pro odstranéni tekutiny z vicka a prepipetujte obsah do kolonky ve sbérné

6. zkumavce a vloZte do centrifugy. Centrifugujte pfi 12,000 x g po dobu 1 minuty. Filtrat
vylejte, sbérnou zkumavku nevyhazujte a pouZijte ji znovu.

Pozn.: NK se navdZe na silika membrdnu na spin kolonce za pomoci chaotropniho Cinidla.
Filtrat obsahuje nendvdzané zbytky bunécnych struktur napf. denaturované proteiny.

7. Pfidejte 500 ul Wash Buffer 1 do kolonky a centrifugujte pfi 12,000 x g po 1 minutu. Filtrat
vylejte a sbérnou zkumavku nevyhazujte a pouzijte ji znovu. Centrifugujte 1 min pfi 14 000
Xg.

Pozn.: Wash Buffer 1 je promyvaci roztok slouzici k odstranéni zbytkovych necistot z NK
navdzanych na kolonce.

8. Pridejte 500 ul Wash Buffer 2 s etanolem do kolonky. Ujistéte se, Ze jste pridali do Wash
Buffer 2 prfedepsané mnozstvi etanolu! Centrifugujte pfi 12,000 x g po 1 minutu. Filtrat
vylejte a sbérnou zkumavku vyhodte také.

Pozn.: Wash Buffer 2 je promyvaci roztok na bdzi etanolu k odstranéni zbytkovych necistot
z NK navdzanych na kolonce.

9. Vlozte kolonku do nové sbérné zkumavky a centrifugujte opét pti 12,000 x g po 1 minutu
pro uplné vysuseni membrany od etanolu.

Pozn.: Pouze kompletné vysusend kolonka od zbytki etanolu umozni maximalni uvolnéni
NK z membrdny v poslednim kroku. Vyjméte kolonku z mikrozkumavky, obsah
mikrozkumavky vylijte do odpadu a vratte do ni kolonku.

10. Opatrné vlozte kolonku do nové sbérné zkumavky.

11. Pridejte 50 ul Elution Buffer. Nechte stat 1 minutu pfi pokojové teploté.
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Pozn.: Elucni pufr uvolni NK z kolonky, a ta se vypldchne do sbérné zkumavky. Nukleové
kyseliny jsou uvolnény z membrdny a neobsahuji soli ani etanol.

12. Centrifugujte pfi 12,000 x g po 1 minutu.

13. Odstrante kolonku. Prepipetujte roztok nukleovych kyselin do zkumavky s vickem.
Zkumavku si radné popiste! Nukleové kyseliny jsou nyni ptipraveny pro poutziti v dalSich
ulohach.

Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA
Material: pipeta, izolovana DNA, UV spektrofotometr (IMPLEN)

1) Naneste 2.5 pl PCR vody na sklicko mérné kyvety a prilozte kryci vicko s Lid faktorem 10
a zmacknéte tlacitko BLANK.

2) Sejméte vicko, otfete mérné plochy kyvety a vicka.

3) Naneste 2.5 ul vzorku na sklicko mérné kyvety a pfilozte kryci vicko s Lid faktorem 10 a
zmacknéte tlacitko SAMPLE.

4) Na displeji odectéte a zapiste si hodnotu koncentrace DNA a pfislusné poméry
absorbanci.

Analyza Leidenské mutace pomoci PCR

PCR
Material: pipety, Spicky, popisovace, mikrozkumavky (0,2 ml), termocykler, reagencie pro PCR
— 2x RedTaq mix, primery, PCR voda, DNA.

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

2x RedTaq mix 7,5 ul
Primer FV1 (2.5 uM) 1,8 ul
Primer FV2 (2.5 uM) 1,8 ul
PCR voda 2,4 ul
DNA 1,5 pl

Mikrozkumavku vlozte do termocykleru. Amplifikace bude probihat dle nasledujiciho
programu:

95 °C—-2,5 min 1x

95 °C-10 sec (denaturace)
55 °C-20 sec (annealing) 35x
72 °C-20 sec (extenze)

72 °C-5 min (extenze) 1x
10 °C—hold

Restrikéni analyza

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




Reakéni smés:
10x FastDigest Buffer Green. 2,0 ul

TOAQ] e 1.0 ul
PCR VOda....coviveeveeeeeriiiieeee s 7.0 ul
PCR produkt .......cccecevvrvereeene. 10,0 pl

Teplotni profil restrikce (termocykler):

65 °C-20 min

95 °C=5 min

Separace fragmenti po restrikéni analyze

1. Naneste 10 ul restrikéni smési na pfipraveny 2 % agardzovy gel

Spustte elektroforézu za konstantniho napéti 135 V

3. Po 30 minutdch vypnéte elektroforézu, gel umistéte na transiluminator a podivejte se na
separované fragmenty
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RealTime PCR diagnostika celiakie
Priprava reakéniho Mixu (MasterMixu):

1. Detekce: Vezméte jednu zkumavku s CELI-DQ2 Mixem, jednu zkumavku s CELI-DQ8
Mixem a jednu zkumavku s CELI-DR4 Mixem. Po rozmrazeni, promichani a kratkém
stoceni pipetujte do tfi sad amplifikacnich zkumavek po 17,5 ul kazdého mixu a pfidejte
2,5 ul izolované DNA. Pokud nevyuZijete veSkery obsah zkumavky s MasterMixem,
zamrazte ho a uchovejte pfi -20 °C v temnu. Nezamrazujte mikrozkumavky s
MasterMixem opakované. Za téchto podminek je souprava stabilni nejméné 14 dni.

2. Pozitivni kontrola: Vezméte jednu zkumavku s CELI-DQ2 Mixem, jednu zkumavku s CELI-
DQ8 Mixem a jednu zkumavku s CELI-DR4 Mixem. Po rozmrazeni, promichani a kratkém
stoceni pipetujte do tfi sad amplifikacnich zkumavek po 17,5 ul kazdého Mixu a pfidejte
2,5 ul pozitivni kontroly DNA (PC CELI).

Nastaveni pristroje LightCycler® 480l (Roche):
Pro reakci pouZivejte pouze prihledné stripy.

V menu “Run Settings” vyberte moznosti “Hydrolysis Probes” a “High Quality”.
V “Profile menu” nastavte nasledujici teplotni profil:

Step 1 - Hold

95 °C 3 min Ramp rate (2.5°C/s)

Step 2—3-Step Amplification, 40 cycles

95 °C 15s Ramp rate (2.5°C/s)

58 °C 40s Ramp rate (2.5°C/s) “Acquire” signal
Step 3 - Hold

40 °C 1 min Ramp rate (2.5°C/s)



V menu “Samples” kliknéte na okno “Targets” (okno nahofe vpravo) na ikonu “+“ a vyberte
FAM barvu jako “Target 1”. Znovu kliknéte na ikonu “+“ a vyberte HEX barvu jako “Target 2”.
V okné “Samples” (okno nahore vlevo) kliknéte na ikonu “+“ a pridejte vase vzorky. Pak
pfiradte vzorkiim pozice a oznacte FAM a HEX jako Unknown sample (Samples).

Odecet vysledku:

V nabidce “Analysis” kliknéte v okné “Select Analysis” na ikonu “+“ a vyberte “Automatic
Quantification”.

Pozitivni_vysledek: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nardstem
signalu ve FAM (510-528) a JOE (530-548) kanalu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k
amplifikaci.

Interpretace vysledki:

HLA-DQ2 (DQA1*05/DQB1*02) pozitivni
Pokud je pozorovan pred cyklem 35 narlst emisniho spektra u CELI-DQ2 Mixu v obou kanalech
FAM (DQA1*05) a JOE (DQB1*02).

HLA-DQ2 (DQA1*05/DQB1*02) negativni

Pokud neni pozorovan pred cyklem 35 nardst emisniho spektra u CELI-DQ2 Mixu v obou
kandlech FAM (DQA1*05) a JOE (DQB1*02). Signal pro vnitfni kontrolu (SYPL2) v JOE kandlu u
CELI-DR4 Mixu vSak musi byt pozitivni.

Dulezitd poznamka: Pro HLA-DQ2 pozitivni vysledek je nutné mit pozitivni vysledek pro obé
alely, DQA1*05 a DQB1*02. Pokud je pozitivni pouze jedna z alel, pacient neni HLA-DQ2
pozitivni)

HLA-DQS8 (DQA1*03/DQB1*0302) pozitivni

Pokud je pozorovdan pred cyklem 35 nartst emisniho spektra u CELIDQ8 Mixu v obou kanalech
FAM (DQB1*0302) a JOE (DQA1*03) a zaroven rozdil Ct hodnot mezi signdlem v kandlu FAM
(DQB1*0302) a kanalu JOE (DQA1*03) neni vyssi nez 4.

HLA-DQ8 (DQA1*03/DQB1*0302) negativni

Pokud neni pozorovan pred cyklem 35 narlist emisniho spektra u CELIDQ8 Mixu v obou
kanalech FAM (DQB1*0302) a JOE (DQA1*03) nebo rozdil Ct hodnot mezi signalem v kandlu
FAM (DQB1*0302) a kanalu JOE (DQA1*03) je vyssi nez 3. Signal pro vnitini kontrolu (SYPL2)
v JOE kandlu u CELI-DR4 Mixu vSak musi byt pozitivni.

DulezZitd poznamka: Pro HLA-DQS8 pozitivni vysledek je nutné mit pozitivni vysledek pro obé
alely, DQA1*03 a DQB1*0302. Pokud je pozitivni pouze jedna z alel, pacient neni HLA-DQS8
pozitivni)

HLA-DR4 pozitivni

Pokud je pozorovan pred cyklem 35 narlst emisniho spektra u CELI-DR4 Mixu v kanalu FAM
(DRB1*04) je vzorek HLA-DR4 pozitivni.

DuleZitd poznamka: Vzhledem k tomu, Ze se DR4 alela vyskytuje v haplotypu s DQS alelou, je
pfi detekované pozitivité DQS8 alely detekovdna i pozitivita v DR4 alele.

HLA-DR4 negativni



Pokud neni pozorovan pred cyklem 35 ndrlst emisniho spektra u CELI-DR4 Mixu v kandlu FAM
(DRB1*04) je vzorek HLA-DRB1*04 negativni. Signdl pro vnitini kontrolu (SYPL2) v JOE kanalu
u CELI-DR4 Mixu vSak musi byt pozitivni.

VYHODNOCENI

- Zhodnotte koncentraci a Cistotu DNA izolované z bukélniho stéru.

- Uvedte sekvenci stépeni pro restrikéni endonukledzu Tagl a interpretujte naméreny
vysledek.

- Interpretujte zjisténé riziko celiakie u analyzovaného vzorku na zakladé real-time PCR
analyzy.



