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1 Predmliuva

Jako téma své diplomové prace jsem si zvolila ,,Vyskyt polymorfismii v genu pro
methylentetrahydrofoldtreduktasu u Zen s komplikovanym priibéhem  gravidity.
Komplikace gravidity se stavaji problémem, se kterym se setkava stale vice part. Stale
vice déti pfichazi na svét diky asistované reprodukci. Problémy s pocetim a dono$enim
potomka mé asi kazdé desata Zena. Dle udaji Ceského statistického ufadu, viz ptiloha 1 [1]
(str. 58), za posledni desetileti vyznamng klesa Gthrnna plodnost populace Ceské republiky
a naopak stoupa procento spontannich potrati v celkovém mnozstvi vSech ukoncenych
t€hotenstvi. Komplikace gravidity mohou mit fadu nejrizné€j$ich pii¢in. Mohou byt
zpisobeny zdravotnimi problémy na stran¢ matky nebo na strané otce. Dokonce mutize dojit
k tomu, Ze oba, Zena i muZ, jsou zdravi, ale spole¢né pocit potomka jim déla potiZe.

V tématu této prace se zabyvam jen velice malou oblasti komplikaci gravidit a to
komplikacemi, které mohou byt zplsobené genovymi mutacemi v DNA matky. Cilem
mého z4mu je gen pro methylentetrahydrofolatreduktasu a jeho dva nejcastéjsi
polymorfismy 677C/T a 1298A/C. Jiz bylo prokazano, Ze tyto polymorfismy hraji
dilezitou roli naptiklad v kardiovaskularnich chorobach a také zvySuji riziko rozstépu
neurdlni trubice plodu. V poslednich letech se objevuji domnénky, Ze mohou hrat urcitou
roli pravé 1 v mechanismu spontdnniho potratu a vzniku preeklampsie u t€hotné Zeny.
V této diplomové praci tedy porovnavam vyskyt zkoumanych polymorfismia ve skupinich
Zzen, které prodélaly komplikace gravidity (opakované spontdnni potraty nebo

preeklampsii), s vyskytem t&chto polymorfismi v obecné populaci Ceské republiky.
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2 Teoreticky uvod

2.1 Metabolismus folatu

Folaty jsou latky odvozené od vitaminu kyseliny listové (folacinu). Kyselin listova
je tvofena pteridinem, ke kterému je pfipojena kyselina p-aminobenzoova a kyselina
glutamova, viz obr. & 1. Zivogichové nejsou schopni syntetizovat kyselinu p-
aminobenzoovou a spojovat pteridin s kyselinou glutamovou, proto musi pfijimat folacin
ve stravé. Ten je nejvice obsazen v kvasnicich, jatrech a listové zelening. V rostlinach je
kyselina listova pfitomna jako polyglutamatovy konjugat sloZzeny ze sedmi glutamatovych
zbytkl. V jéatrech je vitamin vézan ve formé pentaglutamatového konjugatu. Derivaty
folacinu jsou ve stievé roz§tépeny na monoglutamylfolaty, které jsou ve stievnich buiikach

redukovany na tetrahydrofolaty (THF) NADPH dependentni folatreduktasou.
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Obr. ¢. 1: Vzorec kyseliny listové — pFevzato z [2]

Tetrahydrofolat je aktivni formou kyseliny listové. Je to pfenase¢ aktivovanych
jednouhlikovych zbytkl, které jsou kovalentné vazany na N(5) a N(10) tetrahydrofolatu.
Mohou byt v riznych oxidacnich stavech (methyly, methyleny, methenyly, formyly a
formiminy), pfiéemz vSechny jsou metabolicky vzdjemné sménitelné, viz obr. ¢. 2 (str. 7).

Hlavnim zdrojem jednouhlikovych zbytkli jsou aminokyseliny. Serin reversibilné
predava methylen tetrahydrofolatu, ¢imz vznika N° ,Nlo-methylen-THF a glycin. Tato
reakce je katalyzovana serinhydroxymethyltransferasou. Stépenim glycinu glycinsynthasou

vznika N° N'’-methylen-THF. Degradaci histidinu vznika N°-formimino-THF.
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N°,N'’-methylen-THF hraje ustfedni roli v metabolismu jednouhlikovych zbytku.
MizZe byt redukovan na N°-methyl-THF, oxidovan na N° N'’-methenyl-THF, ktery muze
byt dale hydratovan na N°-formyl-THF nebo N'°-formyl-THF.

Jednouhlikové zbytky vazané k tetrahydrofolatu slouzi:

e pii pfeméné¢ dUMP na dTMP v reakci katalyzované thymidylatsynthasou, viz

obr. ¢. 3

e po oxidaci pres N° N'"-methin-THF na N'°-formyl-THF jsou vyuZivany pro

vystavbu purinti

e po redukci na N’-methyl-THF se vyuzZivaji k syntéze methioninu

z homocysteinu

e N'formyl-THF poskytuje formyl pro vznik formylmethionin-tRNA
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Obr. ¢ 3: Uloha THF pFi pFeméné deoxyuridyldtu na deoxythymidylét — prevzato z [2]

Nedostatek kyseliny listové pilisobi megaloblastickou (zhoubnou) anemii. To

znamena, Ze v organismu nevznika dostate¢né mnozstvi thymidylatu, ktery je nezbytny pro
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syntézu DNA a tvorbu erytrocytii. Zeny s deficitem folatd maji zvysené riziko poleti ditste
s roz§tépem neurdlni trubice. Riziko se snizuje prekoncepénim podavanim kyseliny listové

[3]. 4], [S] a [6].

2.2 Methylentetrahydrofolatreduktasa

Enzym  methylentetrahydrofolatreduktasa (MTHFR) je tvofen 656
aminokyselinami a jeho molekulova hmotnost je 150 kD. Enzym je aktivni jako
homodimer. Kazda podjednotka nekovalentné vaze FAD. Gen pro MTHFR se nachazi na
prvnim chromosomu [7] a sklada se z jedenacti exont [8].

MTHEFR se ucastni metabolismu folatti, viz obr. ¢. 2 (str. 7). Katalyzuje redukci

N°,N'%-methylen-THF za vzniku N° -methyl-THF:
N°,N'%-methylen-THF + NADPH + H" < N°-methyl-THF + NADP"

Methyl z N°-methyl-THF je pfenesen na homocystein za vzniku THF a methioninu.
THF je pak methylenovan serinem za vzniku N° ,Nlo-methylen-THF, ¢imz se kruh uzavira.
Methionin je v organismu uchovavan ve formé S-adenosylmethioninu (SAM). Jeho vysoce
reaktivni methylova skupina je biologicky dilezitym methylaénim ¢inidlem. SAM byva
donorem methylu pfi syntéze fosfatidylcholinu z fosfatidylethanolaminu, pfi pfeméné
noradrenalinu na adrenalin nebo pfi methylaci DNA a proteinti. SAM rovnéz allostericky
reguluje aktivitu enzymu MTHFR.

Nedostatek nebo sniZzend aktivita enzymu MTHFR ptispivda ke vzniku
homocystinurie a hyperhomocystinemie. Homocystinurie je onemocnéni primarné
zpusobené defektem cystathionbetasynthasy. Hyperhomocystinemie je autosomalné
recesivni onemocnéni projevujici se fadou klinickych symptomu (opozdény vyvoj, vazna
mentalni retardace, Umrti plodu, psychiatrické a neurodegenerativni poruchy).

Hyperhomocystinemie byva provazena nizkou koncentraci folatti v plazmé.
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2.3 Polymorfismus MTHFR 677C/T

Polymorfismus v 677C/T v genu pro methylentetrahydrofolatreduktasu (MTHFR)
identifikovali Frosst a kol. [9]. Substituce cytosinu za thymin v poloze 677 sekvence DNA
vede k zdméné alaninu za valin v poloze 222 proteinové sekvence enzymu MTHFR.
Mutaci se vytvoii misto rozpoznavané restrikéni endonukleasou Hinfl z Hemophilus
influenzae. Tato mutace je v katalytické doméné enzymu a je zodpovédna za syntézu
termolabilni formy MTHFR. Polymorfismus zptlisobuje vyrazny pokles katalytické aktivity
enzymu (u homozygoti 677TT az o 70 % [9]). V séru homozygoti 677TT se potom
nachazi zvySena koncentrace homocysteinu (hyperhomocystinemie) a naopak snizena
koncentrace folatd. Proto je alela 677T potencialné rizikovy faktor vzniku

kardiovaskularnich onemocnéni [9].

2.3.1 Geograficka a etnicka distribuce polymorfismu MTHFR 677C/T

Geografickou a etnickou distribuci polymorfismu 677C/T studovali Wilcken a kol.
[10]. Analyzovali genotyp 7000 novorozencu z Sestnacti oblasti svéta. Zjistovali frekvenci

vyskytu mutované alely 677T:
e 7 geografického hlediska

> 0,20 v severni Ciné
0,26 v jizni Italii
0,32 v Mexiku

v Evropé roste od severu k jihu

YV V V V

v Cing klesa od severu k jihu
e 7 etnického hlediska

» v CernoSské populaci je nizka
» v evropské populaci je stfedni
» v hispanské populaci je vysoka
Etnicky riznou distribuci polymorfismu 677C/T potvrdili McAndrew a kol., ktefi
stanovili frekvenci vyskytu alely T 0,30 u bé&losské a 0,10 u ¢ernoSské populace [11].

Podobné zavéry ucinili také Schneider a kol. [12].
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2.3.2 Zdravotni komplikace spojené s polymorfismem MTHFR
677CIT

Hyperhomocystinemie

Hyperhomocystinemie je multifaktoridlni onemocnéni, projevujici se zvySenou
koncentraci homocysteinu v plazmé (vice nez 15 pmol/l). Kromé polymorfismu MTHFR
677C/T ktomuto onemocnéni pfispivd defekt v cystathionbetasynthase a nedostatek
vitaminu B12 (methylkobalaminu) a B6 (pyridoxalfosfatu), viz obr. €. 4. Poddvanim
nizkych davek kyseliny listové pacientim s hyperhomocystinemii se zvySend hladina

homocysteinu v séru vrati k normalnim hodnotam [13], [14] a [15].

Cystathionin
A

HZOQ—\ cystathionin-beta-synthasa

Serin —| BB (pyridoxalfosfat)

Homocystein
THF methioninsynthasa
N°-methyl-THF B12 (methylkobalamin)
Methionin

Obr. ¢. 4: Schéma metabolickych pfemén homocysteinu

Zvysena koncentrace homocysteinu v krevni plazmé je rizikovym faktorem vzniku
kardiovaskularnich chorob. Motulsky [16] provedl metaanalyzu 27 relevantnich publikaci
pojednavajicich o hyperhomocystinemii. Zavérem zjistil, Ze homocystein je rizikovy faktor
arteriosklerosy a arteriothrombosy nesouvisejici s hyperlipidemii, hypertensi, diabetem
a nikotinismem. Toto potvrzuji i dalsi studie. Osoby s genotypem 677TT maji tfikrat vyssi

riziko pfed¢asného vzniku kardiovaskularnich chorob [17]. Genotyp 677TT je Cast&jsi
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u pacientt trpicich Zilni thrombosou [18] a [19]. Polymorfismus 677C/T je rizikovym
faktorem nemoci koronarnich artérii [20] a [21].

Zeny trpici hyperhomocystinemii maji vy3$§i riziko opakovanych spontinnich
potratd [22], [23], [24] a [25]. V téchto pFipadech dochazi ke vzniku thrombi v placenté,
¢imz se omezi vyZiva embrya ¢&i plodu. MuzZe dojit aZz k abrupci placenty (poruseni

placentarnich vén a artérii).

Rozstép neuralni trubice

Lidé s genotypem 677TT maji vyssi riziko roz§tépu neuralni trubice (NTD) [26]
a [27]. Ou a kol. [28] udavaji 7,2 x vyssi riziko NTD. T¢hotné Zeny nesouci alelu 677T,
maji vySS§i riziko narozeni dité¢te s NTD [27], [29] a [30]. Toto riziko se sniZuje
prekoncepénim podavanim kyseliny listové.

Relativni riziko vzniku roz§té€pu neuralni trubice u plodd matek 677TT
homozygotnich je asi dvakrat zvySené proti plodim matek snormalnim genotypem.
Riziko se zvySuje az pétkrat pfi nedostatku folati. Genotyp otcli se uplatiiuje hlavné pfi
kombinaci heterozygotni otec / homozygotni plod. Pokud jsou oba matka i plod
homozygotni, je relativni riziko vzniku roz§tépu neuralni trubice sedminasobné [31].

Etnicky rozdil ve frekvenci vyskytu alely T potvrzuje studie van der Put a kol. [29],
kterd udava vyrazné niz$i vyskyt rozs$t€pu neuralni trubice v Cerno$ské neZ bélosské

populaci.

Preeklampsie

U zen zvySuje pfitomnost alely 677T pravdépodobnost vzniku preeklampsie (PEE)
[32]. Studie Kobashi a kol. [33] tuto skute¢nost nepotvrzuje kvili riznym p#jmam
kyseliny listové v dieté.
Spontanni potraty

Ke spontdnnim potratim v souvislosti s polymorfismem MTHFR 677C/T miZze

dojit hned z nékolika divodi:
e zvySena koncentrace homocysteinu v plazmé a deficit folatd (thrombosa)
o preeklampsie (hypertense)

e defekt embrya ¢i plodu (roz$tép neuralni trubice)
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V odpovédi na otdzku do jaké miry ovliviiuje polymorfismus MTHFR 677C/T
vznik spontanniho potratu u Zen se nazory védci rozchdzeji. Jedni ze svych statistickych
studii vyvodili, Ze ptitomnost alely 677T u Zen riziko spontannich potrati zvysuje [23],
[34] a [35]. Jini stimto zadvérem nesouhlasi. Naptiklad proto, Ze kazda Zena ma rGzny
ptijem kyseliny listové ve stravé. Dostate¢ny piijem kyseliny listové mize vyrazn¢ zmirnit
zdravotni komplikace spojené s genotypem 677TT [36]. Podle n€kterych dalSich studii
[37], [38], [39] a [40] nebyla nalezena Zadna statisticky vyznamna zavislost mezi vyskytem
alely 677T a vznikem spontanniho potratu v dusledku zvySeného rizika thrombosy

u vySetfovanych Zen.

Downiiv syndrom

Frekvence vyskytu alely 677T je vy3si u osob postizenych Downovym syndromem
(DS) nez u zdravych jedinca [41]. Matky déti s DS maji ¢astéji alelu 677T neZ matky déti
timto syndromem nepostizenych [42], [43]. Toto nepotvrzuje studie Boduroglu a kol. [44].

Poruchy methylace DNA

Homozygoté 677TT v genu pro methylentetrahydrofolatreduktasu jsou nachylnéjsi
k nemocem souvisejicim s hypomethylaci DNA (abnormélni methylace DNA je casto
spojena s procesem karcinogeneze) [45]. Hypomethylace DNA byva zplsobena pomalou
pfeménou homocysteinu na methionin, ktery ve formé S-adenosylmethioninu slouZi jako
methyla¢ni ¢inidlo DNA. Methylentetrahydrofolatreduktasa je jednim z regula¢nich

enzymu methylace homocysteinu za vzniku methioninu, viz obr. €. 2 (str. 7).

2.4 Polymorfismus MTHFR 1298A/C

Van der Put a kol. [46] identifikovali polymorfismus v genu pro
methylentetrahydrofolatreduktasu (MTHFR) v poloze 1298. V tomto mist¢ dochézi
k zdméné adeninu za cytosin v DNA sekvenci enzymu, coZ zplisobuje substituci kyseliny
glutamové za alanin v pozici 429 v sekvenci proteinu. Frekvence vyskytu alely 1298C je
asi 0,33. Mutaci zanikne misto, které rozpoznava restrikéni endonukleasa Mboll
z Moraxella bovis. Polymorfismus se nachazi v pfedpokladané regulacni doméné enzymu
[46] a [47]. Pritomnosti mutace sice klesa katalyticka aktivita MTHFR, ale nedochézi ke
zvySeni hladiny homocysteinu v séru [46], [47], [48]. Polymorfismus 1298A/C je rovnéz
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jako 677C/T povazovan za thrombofilni faktor a klinicky se zjist'uje pfitomnost rizikového
genotypu u osob, u kterych se vyskytla Zilni thrombosa nebo u osob s dédi¢nymi

dispozicemi k tomuto onemocnéni.

2.5 Kombinovany vyskyt polymorfismi MTHFR 677C/T
a 1298A/C

Yamada a kol. [49] pouzili bakulovirovy expresni systém k piipravé lidského
rekombinantniho enzymu MTHFR. Enzym pfipravili ve ¢tyfech formach. Poprvé byl
v poloze 222 proteinové sekvence zafazen valin (to odpovida genotypu 677T). Podruhé byl
v poloze 429 zafazen alanin (to odpovida genotypu 1298C). Potfeti byl pfipraven enzym,
ktery nesl soucasné v poloze 222 valin a v poloze 429 alanin. Po&tvrté pfipravili enzym
divokého typu (nemutovany). VSechny ¢&tyfi proteiny pak byly biochemicky
charakterizovany. Protein mutovany v pozici 429 proteinové sekvence mél biochemické
vlastnosti neodliSitelné od divokého typu. Protein mutovany v pozici 222 proteinové
sekvence byl nachylné)jsi k disociaci na monomery (divoky typ enzymu je homodimerni).
Pfi této disociaci byl rovnéZ uvolnén z podjednotek FAD a enzym tak ztratil svou
katalytickou aktivitu. Protein s obéma mutacemi zaroveii nemé¢l zadné dalsi biochemické
charakteristiky odli$né od proteinu mutovaného v poloze 222 proteinové sekvence.

Teoreticky existuje devét rtiznych kombinaci genotypu:

e 677CC a 1298AA — zdravy homozygot v obou polymorfismech — Zadna

mutace

e 677CT a 1298AA - heterozygot v polymorfismu 677, zdravy homozygot

v polymorfismu 1298 — jedna mutace

e 677CC a 1298AC - zdravy homozygot v polymorfismu 677, heterozygot

v polymorfismu 1298 — jedna mutace

e 677TT a 1298AA — mutovany homozygot v polymorfismu 677, zdravy

homozygot v polymorfismu 1298 — dvé mutace

e 677CC a 1298CC - zdravy homozygot v polymorfismu 677, mutovany

homozygot v polymorfismu 1298 — dvé mutace

e 677CT a 1298AC - sloZeny heterozygot — dvé mutace
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e 677TT a 1298AC — mutovany homozygot v polymorfismu 677, heterozygot

v polymorfismu 1298 — tfi mutace

e 677CT a 1298CC - heterozygot v polymorfismu 677, mutovany homozygot

v polymorfismu 1298 — tfi mutace

e 677TT a 1298 CC — mutovany homozygot v obou polymorfismech — Ctyfi

mutace

Genotypové kombinace obsahujici tii a ¢tyfi mutace nebyly nalezeny ve vzorcich
DNA zivé narozenych jedinct, dle studie Isolato a kol. [50]. Z toho se usuzuje, Ze
zvySujici se mnozstvi mutovanych alel MTHFR 677T a 1298C sniZuje Zivotaschopnost
plodu nesouciho tyto mutace.

Volcik a kol. [51] zkoumali soucasny vyskyt polymorfismt 677C/T a 1298A/C
u 808 osob hispanské populace, u 482 osob americké populace evropského pitivodu a u 121
osoby kanadské populace evropského ptivodu. Pouze v hispanské populaci nalezli jedinou
Zenu nesouci genotypovou kombinaci 677TT a 1298CC (za zminku stoji, Ze potomci této
Zeny se rodili s roz$tépem neuralni trubice). Soucasny vyskyt genotypové kombinace se
tfemi mutacemi (677TT a 1298AC nebo 677CT a 1298CC) byl velice vyjimec¢ny ve vSech
ttech zkoumanych populacich.

Zetterberg a kol. [52] zkoumali DNA ze vzorkl tkani embryi potracenych mezi 6.
a 12. tydnem t€hotenstvi. 95% vzorkd neslo aspon jednu mutaci. Genotyp se tfemi nebo
¢tyfmi mutacemi nebyl vibec nalezen. Z toho se usuzuje, Ze pfitomnost jedné a vice
mutaci v pozicich 677 a 1298 sekvence DNA enzymu MTHFR muze byt Skodliva
v priibéhu embryonalniho vyvoje.

Obecné plati, Ze oba polymorfismy snizuji enzymovou aktivitu MTHFR [9], [46]
a [49]. Zda se, Ze mira poSkozeni funkce enzymu je stejnd u sloZzenych heterozygoti jako u
homozygotli 677TT [46]. U sloZenych heterozygoti je enzymova aktivita MTHFR
redukovana az o 50% [46], [47].
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2.6 Komplikace gravidity

2.6.1 Preeklampsie

Preeklampsie (PEE) je zavaznd komplikace gravidity, vyskytuje se u3-5 %
t€éhotnych Zen. VétSina pfipadii nastdva pii prvnim t€hotenstvi. Preeklampsie je nizsi
stupenl choroby zvané eklampsie. Eklampsie je nejtézsi forma t€hotenské toxikosy, vznika
v posledni fazi t€¢hotenstvi nebo pfi porodu. Hlavnimi pfiznaky eklampsie jsou zachvaty
tonicko-klonickych kfeci, ziizeni zornic a hyperreflexie (zvy$ena drazdivost motorickych
nervil). U té€hotnych dochdzi v dasledku velkého zvySeni krevniho tlaku k plicnimu
a mozkovému edému, selhani srdce a ledvin, odchlipeni sitnice, intracerebralnimu krvaceni
a hypertonu délohy. Plod je hypoxicky a mize dojit az k abrupci placenty. Jedinym
feSenim je ukonéeni t€hotenstvi cisatskym fezem.

Preeklampsie se projevuje edémy, proteinurii (nad 300 mg / 24 h) a hypertensi
(krevni tlak nad 149/90 mm Hg nebo vzestup tlaku o vice nez 30/15 mm Hg oproti dobé
pted téhotenstvim ¢i oproti prvnimu trimestru). Jednotlivé pfiznaky se mohou vyvijet
postupné. Mezi minoritni ptiznaky patii bolesti hlavy, spavost, mdloby, poruchy vidéni,
bolesti usi, znamky placentdrni insuficience az abrupce placenty, rostouci hematokrit
(pomeér Cervenych krvinek k plazm¢) a hemolyza. Vysoky krevni tlak narusuje normalni
funkei cévni vystelky. To vede k aktivaci koagulaéniho procesu a k thrombosam. Obecné
informace o pribéhu a patologii preeklampsie byly ptevzaty z [53].

Cross [54] uvedl, Ze preeklampsie miZe byt iniciovana tfemi na sob& nezavislymi

mechanismy:
e umatky dfive existujici hraniéni hypertense, ktera je obnovena t€¢hotenstvim

e v ob¢hu matky je rostouci hladina angiotensinu II diky placentarni nadprodukci

reninu
e patologie placenty

Preeklampsie v pocatecnim stadiu lze 1é¢it podavanim piisluSnych medikamentd.
V pokrocilém stadiu je ¢asto nutné ukoncit t€hotenstvi a poté jesté pokraovat ve snizovani
krevniho tlaku a léCeni proteinurie. Preeklampsie, ¢i eklampsie, jsou nejéastéjsi pficinou

umrti t€¢hotnych v lékarsky vyspélych zemich.
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Preeklampsie je pravdépodobné do urcité miry dédi¢na. Soudi se tak proto, Ze je
Cast€j$i u Zen, jejichZz matky preeklampsii prodélaly. Je zajimavé, Ze na vzniku
preeklampsie se zcela urcité podileji i otcovské geny plodu. Je prokézano, Ze t€hotenstvi
s muZem, ktery se narodil matce trpici preeklampsii, zvySuje riziko vzniku preeklampsie
[55], [56] a [57]. Zatim bohuzel nejsou geny zodpovédné za dédi¢nost preeklampsie

Znamy.

2.6.2 Spontanni potrat

Potrat je obvykle definovan jako vypuzeni plodu zdélohy, ktery nedoséhl
schopnosti extrauterinniho zivota. Potrat mize byt samovolny (spontanni, abortus
spontaneus) nebo indukovany (terapeuticky, abortus inductus). Spontanni potrat pak miZe
byt zpusoben defekty plodového vejce, problémy na strané matky nebo patologickym

spermiogramem otce.

e Pficiny spontanniho potratu zpisobené defekty plodového vejce:

Témé&t 40 % potracenych ploda je abnormalnich — strukturdlni defekty (rozstép
neuralni trubice), chromosomalni odchylky (Downilv syndrom), genetické choroby. Takto
postizené plody byvaji potraceny v prvnim trimestru. Dalsi p#i€inou spontanniho potratu
byva nizkd implantace placenty (abortus ve druhém trimestru). V dalS$im pribéhu

téhotenstvi miiZzou byt pfi¢inou potratu cévni poruchy v placentg.

e Pri¢iny spontanniho potratu zptisobené problémy na strané matky:

Castymi pti¢inami spontanniho potratu byvaji hormonalni poruchy v organismu
matky nebo t€hotensky diabetes mellitus. Mezi dal$i pfi pfi¢iny aborth patfi malformace,
zanéty a nadory d€lohy nebo inkompetence déloZzniho hrdla (d€loZni hrdlo je dilatovéano).
Vsechny defekty délohy vytvaii nevhodné podminky pro nidaci plodového vejce a velmi
brzy dochazi k potratim. V neposledni fadé k spontannim potratim pfispivaji také
onemocnéni, infekce, pfipadné otravy a traumata, ktera matka v priibéhu t€hotenstvi i pted
nim prodélala. V tomto vy¢tu nesmi byt opomenuty imunologické faktory, mezi které patii

napt. Rh faktor a Rh-izoimunizace.
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Stav, kdy zena potraci tiikrat ¢i vicekrat za sebou se oznauje jako potrat
habitudlni. Vyskytuje se asi u 1 % téhotnych. Riziko daliho potratu u Zeny, ktera jiz tfi
potraty prodélala, je 30 — 70 %. Informace o patologii spontanniho potratu byly pievzaty
z [53].
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3 Cile diplomové prace

e Zavedeni genotypizace mutaci 677C/T a 1298A/C genu pro
methylentetrahydrofolatreduktasu metodou ,real-time“ PCR s detekéni

metodou fluorescenéniho resonan¢éniho energetického transferu (FRET).

e Stanoveni frekvence vyskytu sledovanych genotypl v porovnani s frekvencemi

stanovenymi v obecné populaci Ceské Republiky.

e Ovéfeni existence statisticky vyznamné zavislosti mezi frekvenci vyskytu
mutaci genu pro methylentetrahydrofolatreduktasu a vyskytem komplikaci

gravidity ve sledovanych souborech.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie, pristroje, biologicky material

4.1.1 Chemikalie

chemikalie Vyrobce, zemé (mésto)
Bromfenolova modf Sigma-Aldrich, USA
DMSO Sigma-Aldrich, USA
dNTP (10 mM roztok) MBI Fermentas, Litva
EDTA Sigma-Aldrich, USA
Ethanol Penta, CR

Ethidium bromid Sigma-Aldrich, USA

FRET Sonda 1298Cy5

Biosearch Technologies, USA

FRET Sonda 1298JOE

Biosearch Technologies, USA

FRET Sonda akceptor pro 677C/T

Biosearch Technologies, USA

FRET Sonda donor pro 677C/T

Biosearch Technologies, USA

Glycerol

Penta, CR

Hinfl (10 U/pl)

MBI Fermentas, Litva

Deionizovana voda

Biotika, Slovenska Republika

[zolaéni kit NucleoSpin Blood

Macherey-Nagel, SRN

KCl Penta, CR
KH,PO, Penta, CR
Kyselina borita Penta, CR

Mboll (5 U/ul)

MBI Fermentas, Litva

MgCl, (25 mM roztok)

MBI Fermentas, Litva

Na,HPO,. 12H,0 Penta, CR
NaCl Penta, CR
PCR primer F pro 1298A/C VBC-Genomics, SRN
PCR primer F pro 677C/T VBC-Genomics, SRN

PCR primer R pro 1298A/C

VBC-Genomics, SRN
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PCR primer R pro 677C/T

VBC-Genomics, SRN

Pufr B+ (10x koncentrovany)

MBI Fermentas, Litva

Pufr R+ (10x koncentrovany)

MBI Fermentas, Litva

»Real-time*“ PCR primer F pro 1298A/C

VBC-Genomics, SRN

»Real-time*“ PCR primer F pro 677C/T

VBC-Genomics, SRN

»Real-time*“ PCR primer R pro 1298A/C

VBC-Genomics, SRN

»Real-time* PCR primer R pro 677C/T

VBC-Genomics, SRN

RedTaq DNA Polymerasa (D 5684)

Sigma-Aldrich, USA

RedTaq PCR pufr Sigma-Aldrich, USA
Tag DNA polymerasa MBI Fermentas, Litva
Taq PCR pufr MBI Fermentas, Litva
TopVision LE GQ Agarose MBI Fermentas, Litva
Tris - HCI Serva, SRN

Xylene cyanole FF Sigma-Aldrich, USA

4.1.2 Pouzité roztoky a pufry

PBS pufr, pH 7,4
150 mM NaCl
10 mM Na,HPO;,
2 mM KH,POq4
2 mM KCl

Pufr B+, pH 7,5
10 mM Tris-HCl
10 mM MgCl,
0,1 mg/ml BSA

Pufr R+, pH 8,5
10 mM Tris-HCl
10 mM MgCl,
100 mM KCl
0,1 mg/ml BSA
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RedTaq PCR pufr, pH 8,3
100 mM Tris-HCl
500 mM KCl
11 mM MgCl,
0,1% gelatin

Taq PCR pufr, pH 8,8
750 mM Tris-HCI
200 mM (NH4),SO4
0,1 % Tween 20

TBE pufr, pH 8
90 mM Tris-borat
2mM EDTA

TE pufr, pH 8
10 mM Tris-HCl
1 mM EDTA

DNA gel loading buffer, pH 8 (10 x koncentrovany)
0,21 % bromfenolova modf
0,21 % xylene cyanole FF
0,2M EDTA
50 % glycerol

4.1.3 Pristroje

Pristroj Vyrobce, zemé
Microcentrifuga Micro 20 Hettich Zentrifugen, SRN
Rotor Gene RG 2000 Corbett Research, Australie
Termocycler T-personal combi Biometra, SRN

Predvazky P3/200 Chirana, CSR

Zatizeni pro horizontalni elektroforézu | Owl Scientific, USA

(Easy Cast Electrophoresis System B1)
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Zdroj k elektroforéze PP3000 Biometra, SRN

Vortex reax top Heidolph, SRN

Mrazici box (-20°C) Bosch, SRN

Dry Bath Incubator MD-01 Major Science, USA

Biological termostat BT120 Ekom Poln4, CSR

UV transiluminator TFX-20-M Vilber Lourmat, Francie
Chladnic¢ka Liebherr, SRN

Digitalni fotoaparat DC120 Zoom Estman Kodak Copany, Japonsko

4.1.4 Udaje o puvodu biologického materialu

Analyzované soubory tvofily Zeny, které byly v priabéhu let 2000 az 2004
hospitalizovany na Gynekologicko-porodnické klinice FN v Plzni z divodi komplikaci
gravidity. Souhlas s jejich vySetfovanim byl dan Etickou komisi FN Plzen. Pacientky byly
oslovovany pribézné v roce 2004, jak byly hospitalizované. Pacientky hospitalizované
v letech 2000 az 2003 byly kontaktovény prostfednictvim dopisu, viz pfiloha €. 2 (str. 59).
Pokud souhlasily s u€asti v naSem vyzkumném zaméru, byly pozvany k odbéru krve na
Ustav lékaiské genetiky nebo jim byl zaslan odbérovy set uréeny ke stéru sliznice ustni
dutiny, viz pfiloha €. 3 (str. 60) a ptiloha €. 4 (str. 61). Stér Ustni sliznice si pacientky
provedly sami a poté odeslaly set zpatky. Bylo rozeslano 176 dopisti. Na pisemnou Zadost
o uast ve vyzkumném zameéru zareagovalo 49 Zen, z toho 45 kladn€. VSechny Zeny byly
seznameny s prub&hem a zamérem vyzkumu a podepsaly informovany souhlas s analyzou

své DNA, viz pftiloha ¢. 5 (str. 62).

4.1.5 Analyzované soubory zen, které prodélaly preeklampsii, a zen
opakované potracejicich

U vSech Zen zafazenych do souboru PEE byla stanovena diagnoza preeklampsie.
To znamena4, Ze pacientky trpély v pribéhu té€hotenstvi hypertensi (krevni tlak nad 149/90
mm Hg nebo vzestup tlaku o vice nez 30/15 mm Hg oproti dobé pred t€hotenstvim ¢i
oproti prvnimu trimestru) a proteinurii (koncentrace proteinti v moc¢i nad 300 mg / 24 h).

Do souboru SP byly zafazeny habitudlné potracejici Zeny. Zafazovacim kritériem

byly dva a vice spontanni potraty do 20. tydne t€hotenstvi nebo jeden potrat po 20. tydnu
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t€hotenstvi. Vyfazeny byly vSechny Zeny, u kterych byla zjisténa néjakéd zjevna pticina
opakovanych spontannich potrati, jako malformace, zanéty a nadory dé&lohy,
inkompetence dé€loznitho hrdla, hormonalni poruchy v organismu Zeny, zavaZna
onemocnéni a infekce (diabetes mellitus, toxoplasmosa, listeriosa, syphilis atd.). Vyfazeny
byly také Zeny, které potratily plodové vejce se strukturdlnimi defekty (napt. rozs$tépem
neurdlni trubice), chromosomaélnimi odchylkami (napf. Downovym syndromem) nebo

genetickymi chorobami.

4.2 Metody

4.2.1 lzolace genomické DNA

Venozni krev byla odebrana vakuovou venepunkci do zkumavek s EDTA (1,6 mg
draselné soli EDTA na 1 ml krve) a skladovana pii teploté¢ + 4°C maximalné dva dny. Do
té doby byla provedena izolace genomické DNA. Buriky ze stéru sliznice ustni dutiny byly
skladovany v PBS pufru.

K izolaci genomické DNA byl pouzit komeréné dostupny kit NucleoSpin Blood

[58]. Tato izolace je zaloZena na interakci DNA s membranou obsahujici kiemicité ionty.

Lyze krevnich bun€k / bunék ustni sliznice:

i' inkubace 15 min pti 70°C s proteinasou K a pufrem B3
Ptidan 96 % ethanol

Preneseni obsahu mikrozkumavky na kolonku s membranou

Centrifugace 60 s pii 11000 g:
filtrat vyhozen

kolonka prendéna do nové mikrozkumavky

P¥idén promyvaci pufr BW
Centrifugace 60 s pti 11000 g:

T <=y
§

A

filtrat vyhozen

kolonka prendana do nové mikrozkumavky
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Pfidan promyvaci pufr B5

Centrifugace 120 s p#i 11000 g:
==y .
Hm filtrat vyhozen

kolonka prendana do sterilni mikrozkumavky

Pfidan mirné alkalicky elu¢ni BE pufr
Inkubace 2 min pti 70°C

Centrifugace 60 s pfi 11000 g:

é filtrat uschovan

PCR

V eluénim pufru byla DNA skladovana pti - 20°C do doby dal$iho pouziti. Izolaci
z plné krve bylo ziskdno maximélné 4 — 6 pg DNA. Izolaci z bunek ustni sliznice bylo
ziskano men$i mnozstvi DNA, protoZe koncentrace vzorku DNA zavisela na tom, jak

pecliveé kterd z oslovenych Zen stér Ustni sliznice provedla.

4.2.2 Metody analyzy genotypu

Pro analyzu genotypu DNA vzorki izolovanych zvendzni krve byla pouzita
metoda ,real-time“ PCR s fluorescencni detekci (metoda fluorescenéniho resonanéniho
energetického transferu, FRET). Metoda ,,real-time* PCR s FRET detekci je velice ptesna,
pomérné rychla a hodi se pro analyzu velkého mnozstvi vzorkl. Tato metoda ale nebyla
vhodné pro analyzu genotypti vzorki DNA izolovanych z bun€k ustni sliznice. Vzorky
DNA izolované z buné€k ustni sliznice byly pomérné¢ malo koncentrované. Metoda ,,real-
time*“ PCR s FRET detekci neni pro tak mald mnozstvi DNA pfili§ citliva z divodu
pfitomnosti  oligonukleotid  fluorescenénich sond v reakénim roztoku. Tyto
oligonukleotidy potom rusi pribéh polymerasové reakce. Proto byla pro analyzu genotypu
DNA izolované ze stéru sliznice Ustni dutiny pouzita metoda klasické polymerasové
fetézové reakce s ndslednym restrikénim St€penim, metoda délkového polymorfismu

restrikénich fragmentti (RFLP).
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4.2.3 ,,Real-time“ PCR s fluorescenc¢ni detekci

Pti ,real-time*“ PCR se pribéh amplifikace sleduje v redlném case, napiiklad
pomoci fluorescen¢nich sond metodou fluorescenéniho resonan¢niho energetického
transferu (FRET). Tato metoda je zaloZena na vzdalenosti zavislé interakci mezi dvéma
fluorofory navézanymi na dva oligonuklotidové ftetézce. Jedna ze sond je oznacena
primarnim fluoroforem na 3° konci prvniho oligonukleotidu, druhd sekundérnim
fluoroforem na 5° konci druhého oligonukleotidu. V okamzZiku, kdy sondy hybridizuji
s komplementarnimi sekvencemi vlakna DNA, dostavaji se sondy do vzijemné t&sné
blizkosti (obvykle 10 — 100 A). Priméarni fluorofor je excitovan svétlem o uréité vinové
délce a emituje svétlo s delsi vinovou délkou, kterd excituje sekundarni fluorofor. Néasledné
sekundarni fluorofor emituje svétlo, které ma opét delsi vinovou délku, viz obr. ¢. 5 a 6
(str. 27). Jako sekundarni fluorofor se pouzivda napi. molekula Cy5 (N,N'-
biscarboxypentyl-5,5'-disulfonatoindodicarbocyanine), ktera je schopna  pohltit
fluorescencni signdl emitovany primarnim fluoroforem. Vysledkem je, Ze hybridizace
takovych dvou sond s vldknem DNA vede ke snizeni fluorescenéniho signdlu. V tabulce €.

1 (str. 27) jsou uvedeny pouzité fluorofory.

RO

primarni ﬂuorofor sekundérni fluorofor

”"'"'"""" T'ITI'ﬂ'ﬂﬂ'lTﬂ'lT

Obr. ¢ 5. Excitace primarniho fluoroforu
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Obr. ¢. 6: Excitace sekunddrniho fluoroforu
excitaéni vinova emitovana vlnova
délka Agx (nm) délka Agpy (nm)
primérni fluorofor pro detekci | FAM" 495 520
polymorfismu 677C/T
primarni fluorofor pro detekci JOE? 520 548
polymorfismu 1298A/C
sekundarni fluorofor Cy5” 647 667

" 5(6)-carboxyfluorescein

Y 6-carboxy-4',5"-dichloro-2",7"-dimethoxyfluorescein

¥ N,N"-biscarboxypentyl-5, 5 -disulfonatoindodicarbocyanine
Tab. ¢. 1: Pouzité fluorofory

Pribéh polymerasové fetézové reakce se sleduje meéfenim vinové délky Agm
fluorescen¢niho zareni primarniho fluoroforu. S nartstajicim po¢tem cykli PCR tedy klesa
fluorescence, protoZze vSechny sondy jsou navdzany na DNA a vSechno zafeni Agm

primérnich fluorofori je absorbovano sekundarnimi fluorofory, viz obr.¢. 8 (str. 28).
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Obr. ¢ 8: Amplifikace useku DNA pFi , real-time“ PCR — pfi naristajicim poctu cykli
klesd fluorescence, protoZe viechny sondy jsou navazany na DNA a vSechno zdreni Agm

primarnich fluorofor je absorbovdno sekunddrnimi fluorofory

Po amplifikaci se provadi analyza tani hybridu DNA-sonda. Pfi tani, denaturaci,
hybridu DNA-sonda dojde k narustu fluorescence. Mutace v kterémkoliv mist¢ DNA, kde
se sondy vazi, sniZuje stabilitu hybridu DNA-sonda a vede ke sniZeni teploty tani tohoto

hybridu, viz obr. &. 9.

9
TITITITITITITIT
<LV

hybrid DNA-sonda bezchybné navézany

o
Ty oo ST
Ll i,

jednanukleotidovd chyba v hybridu DNA-sonda

Obr. ¢. 9: Hybridizace fluorescencné znacenych sond s vidknem DNA

V piipadé polymorfismi MTHFR 677C/T a 1298 A/C odpovida hybrid DNA-sonda
s jednonukleotidovou chybou genotypu 677T, resp. 1298C. Obsahuje-li vldkno DNA
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mutaci, sonda k nému neni plné¢ komplementarni a hybrid DNA-sonda denaturuje pii nizsi

teploté, viz obr. ¢. 10. Z prvni derivace zavislosti relativni zmény fluorescence na teploté

tani hybridu DNA-sonda (dF/dT) jsou pak zietelné jednotlivé genotypy (zavislost relativni

zmeény fluorescence na teploté, tj. kiivka tani hybridu DNA-sonda viz obr. ¢. 10, prvni

derivace viz obr. €. 11 na str. 30). Kfivka, kterd ma maximum pfi niZ§i teploté¢ nalezi

hybridu DNA-sonda s jednonukleotidovou chybou (v DNA vlaknu je mutace 677T, resp.

1298C). Kiivka s maximem pii vyssi teplot¢ nalezi hybridu DNA-sonda, ktery je piesné

navazany (DNA vlédkno neni mutovano), viz obr. €. 11 (str. 30).

8

'B

n

relativhi zména fluorescence za minutu

—_— zdravy homozygot
——  mutovany homozygot
-—  heterozygot
jednonukleotidova chyba
v hybridu DNA-sonda
T v e T——
— 1 g ——
—_— - Rk
hybrigd DNA-sonda
bezchybné& navazany
Tep '35 '60 cs 70 s
°C

Obr. ¢ 10: Denaturace hybridu DNA-sonda pFi analyze tani tohoto hybridu — obsahuje-li

vidkno DNA mutaci, sonda knému neni plné komplementdrni a hybrid DNA-sonda

denaturuje pri nizsi teploté, denaturace se projevi ndristem fluorescence

Markéta Dajbychova, Diplomova prace 2006 -29-



oF fdT
Bin A —_— zdravy homozygot

——  mutovany homozygot
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Threshold

Obr. ¢. 11: Prvni derivace zavislosti relativni zmény fluorescence na teploté tani hybridu

DNA-sonda (dF/dT)

Sekvence genu pro MTHFR, primery pro ,real-time“ PCR,
fluorescenc¢né znacené sondy

Metodou ,,real-time* PCR s fluorescen¢ni detekci byly amplifikovany tseky DNA
obsahujici polymorfismy MTHFR 677C/T a 1298A/C. Cely gen tvoii 15835 part basi. Na
obrazku €. 12 (str. 31) je znazornéna cast sekvence DNA genu pro MTHFR obsahuyjici
zkoumané polymorfismy [59]. Barevné jsou oznaCena mista, na kterd se vaZou primery
a fluorescen¢ni sondy pro jednotlivé PCR produkty. Misto polymorfismi je oznaceno

velkym pismenem. Sekvence primerd a sond jsou uvedeny v tabulce €. 2, resp. 3 (str. 32).
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(8474)
..tctggggtcagaagcatatcagtcatgagcccagccactcactgttttagttcaggce
tgtgctgtgctgttggaaggtgcaagatcagagcccccaaagcagaggactcectectcetg
cccagtccctgtggtctcttcatccctcgccttgaacaggtggaggccagcctctcct
gactgtcatccctattggcaggttaccccaaaggccaccccgaagcagggagctt

A R P PR IR PERREERED FFED FPR I R T g Can
cagcttttctttgaggctgacacattcttccgctttgtgaaggcat~,aCﬁﬁg atagg
coatcacttgececccatcecgtcecceccecgggatcecttteccatccaggtgaggggeccaggaga

gcccataagctccectccaccccactcectcaccgecaccgtectecgcacaggetgggggcet
ctgggtggagtgctgagttcgctgagttcttcccagatctectectcaggteccagaact
tgcacagcgttgcttggeccaccccattttggttacctctaattttceccecccaaaaccce
agcaacagtgtctgttgaggggtttgttgtactttggccaacaagcatcaccaaaagg
gattctaattctcattacaaatcctgcttaaatcagtgtttcecccaaaggtggetgtca
tcagaaccacttgataagctttttcaaaaagtggatctccaggtcccacccctggagg
ttctcactcagtaaatctgagggaggtccttggaatgtgtgttttacttcttgagett
ggcaggtgattcggatgatcagtgcagcatgggaacagctgggttagatgacaccatg
ttaccaacagacacatctagggctaaaaggctggctcaacccaaggctggaatgctta
gggcagctgctctactctgtaaaaagtgggaaagctgggcatagtggcacgtgcecctgt
agtcccggctacttgagaagctgaggcaggaggatggcttgagecctggegtttgaga
gcagtgagactcagtctctaaaaacagaaaaaagaggagaaaacggcaggccaagccce
aggtgtgctcctagaatatgatcggactttcgtgggtccctctgectgacactgtggt
tggcatggatgatggaagggggagaagtatttagggtgggagacgggctggccagecag
ccgccacagcccectcatgtcttggacagggctaccactcececttecggcagettgtgaag
ctgtccaagctggaggtgccacaggagatcaaggacgtgattgagccaatcaaagaca
acgatgctgccatccgcaactatggcatcgagctggccgtgagectgtgecaggagcet
tctggccagtggcttggtgeccaggectccacttctacaccctcaaccgecgagatgget
accacagaggtgctgaagcgcecctggggatgtggactgaggaccccaggtgagggecagt
ggcccagagatccccagaggagggtccaagagcageccccggcectgcecagtgetggetcecce
cacggtggtacagatggatgtctgtgccatggctagctgggcacatcgaaggctceccag
tctcagagggcatcagatggaagaactcagcctcaggggtgctceccecctgecttececgget
ccctctagccaatcceccttgtctcaattctectgtecccatecctcacccaggegteccect
accctgggctctcagcgcccaccccaagcgccgagaggaagatgtacgteccatcettce
tgggcctccagaccaaagagttacatctaccgtacccaggagtgggacgagttcececta
acggccgctggtgagggcctgcagaccttceccttgcaaatatatectttgttcttgggag
cgggagggcagaagaagtttgcatgcttgtggttgacctgggaggagtcaggggcaga
atttacaggaatggcctcctgggcatgtggtggcactgececctectgtcaggagtgtgec
ctgacctctgggcacccctctgccaggggcaattcctcttcccctgcctttggggagc
bgaaggactactacctcttctacctgaagagcaagtccccc :

A A © E e R P SoAcagranon L ,Aagtctttgttctttac
ctctcgggagaa acaccagaatggicacaaagtgagtgatgectggagtggggaccce
tggttcatcccctgcccctggcctgaccccagctgcaggccaggctgcggggctgtga
cttccccatcctgtgececctceccectceccatgectgtggacatggcaaagggagaagggt...

(10848)

Obr. ¢ 12: Cast sekvence genu pro MTHFR — barevné jsou vyznaceny primery pro , real-
time"” PCR a fluorescencné znacené sondy, mista polymorfismi jsou psdna velkym

pismenem

(pozn.: barevné znaceni primeri a sond viz tab. ¢. 2 resp. tab. ¢. 3, str. 32)
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primer sekvence

Polymorfismus 677C/T - Forward 5" tggcaggttaccccaaagg 3°
Polymortismus 677C7T - Reverse 57 tgatgeccatgteggtoce 37
Polymorfismus 1298A/C - Forward 57 ctttggggagctgaaggactactac 3°
Polymortismus 1298A/C - Reverse 57 cactttgtgaccatteegatitg 37

Tab. ¢. 2: Sekvence primeru, pouZitych pri ,, real-time“ PCR

(pozn. stejné barevné oznaceni primerii je pouzito v obrazku é. 12 na strané 31)

sonda Sfluorofor | sekvence

Polymortismus FAM 37 gaggecteacctgaageactigaaggagaagetetet 37— FAM
67701

Polvimortisnis (> (1 Coudieeralioatoat o

O |

Polvmortismus JOI S auggageagctecteaagatglgpevvvageaect 3 JOL
1208\ ¢

Polvmortismus (\3 Cyv3 37 accagtpaagaaagletettiga 37

1208AC

Tab. ¢. 3: Fluorescencné znacené sondy pouzité pri , real-time“ PCR

(pozn. stejné barevné oznaceni sond je pouzito v obrdzku ¢. 12 na strané 31)

Stanoveni genotypu polymorfismia 677C/T a 1298A/C metodou ,,real-

time* PCR s fluorescenéni detekei

Do sterilnich mikrozkumavek byly pipetovany reagencie pro polymerasovou

fetézovou reakci a nakonec byl do kazdé mikrozkumavky ptidan odpovidajici vzorek DNA

ze zkoumanych souboril Zen s komplikacemi gravidity (DNA izolované z krve). Tabulka €.

4 (str. 33) udavé sloZeni reak¢nich roztokd pro mnozZeni useki DNA obsahujici
polymorfismy MTHFR 677C/T a 1298A/C. Mikrozkumavky byly umistény do PCR
cykleru Rotor Gene 2000. Tabulka ¢. 5 (str. 33) popisuje podminky, které byly pro

polymerasovou fetézovou reakci nastaveny.
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polymorfismus 677C/T | polymorfismus 1298A4/C

reagencie objem™* (ul) objem* (ul)
deionizovana voda 102,5 87,5
Taq PCR pufr (1 x) 25,0 25,0
chlorid hote¢naty (25 mM) 25,0 25,0
dNTP (10 mM) 5,0 5,0
DMSO (5 % v/v) 12,5 12,5
primer F (1 pM**) 20,0 20,0
primer R (6 uM**) 20,0 20,0
FRET sonda donor (5 uM***) 7,5 15,0
FRET sonda akceptor (5 pM***) 7,5 15,0
Taq DNA Polymerasa (5 U/ 1 pl) 5,0 5,0
DNA (30 ng/pl) a2,0 a2,0

Tab. ¢ 4: SloZeni reakcnich roztokiu pro mnoZeni usekii DNA obsahujici polymorfismy

MTHFR 677C/T a MTHFR 12984/C
*uvedend mnozstvi odpovidaji objemiim reakcnich roztokii na 10 vzorki
** primery jsou dodavany lyofilizované a rozpousti se v deionizované vodé

*** fluorescencni sondy jsou doddavany lyofilizované a rozpousti se v TE pufru

polymorfismus 677C/T polymorfismus 12984/C
uvodni denaturace 95°C 120 s 95°C 120's
cyklicka reakce (40 x) 95°C 10s 95°C 10s

35°C 20s 55°C 20s

72°C 10s 72°C 10s
denaturace 95°C 10s 95°C 10s
hybridizace sond na DNA | 45°C 20s 45°C 20s
analyza teplot tani zvySovani teploty 50°C — | zvySovani teploty 51°C —
hybridu DNA-sonda 80°C (po 1°C), pFi 1. kroku | 76°C (po 1°C), pFi 1. kroku

vyckat 10 s, pFi dalsich 5 s vyckat 10 s, pri dalSich 5 s

Tab. ¢. 5: Nastaveni polymerasové Fetézové reakce pro polymorfismy 677C/T a 12984/C
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4.2.4 Metoda analyzy délkového polymorfismu restrikénich
fragment

Metoda analyzy délkového polymorfismu restrikénich fragmentti (RFLP) vyuziva
Stépeni DNA enzymem restrikéni endonukleasou. Tento enzym rozpoznava specifickou
sekvenci DNA a v tomto misté ji pak $t€pi. Nejprve je tfeba namnozit polymerasovou
fetézovou reakci usek DNA obsahujici $t€épné misto. Je nutné ovéfit pritomnost PCR
produktu gelovou elektroforézou. Potom se k PCR produktu ptida restrikéni endonukleasa
a reakéni roztok se nechd pres noc inkubovat pii 37°C. Po vizualizaci produkta §t€peni na
agarosovém gelu je moZné provést analyzu genotypu.

Mutaci enzymu MTHFR v poloze 677 sekvence DNA vznikne misto, které
rozpoznava restrik¢ni endonukleasa Hinfl z Hemophilus influenzae [9]. Metodou PCR se
amplifikuje tsek DNA o velikosti 198 bp obsahujici polymorfismus 677C/T. Restrikénim
Stépenim pak vzniknou useky o velikosti 175 bp a 23 bp, viz obr. ¢. 13. Patii-li vzorek
DNA nemutovanému homozygotovi (CC), DNA neni $tépena a na agarosovém gelu je
vidét pruh odpovidajici 198 bp. Patti-li vzorek DNA mutovanému homozygotovi (TT),
DNA se §tépi a na gelu je patrny pruh odpovidajici 175 bp. Jsou-li na gelu viditelné dva
pruhy, vzorek patii heterozygotovi (CT), viz obr. €. 14 (str. 35).

677T

| | |
175 bp 23 bp

HinAA

Obr. ¢ 13: Usek DNA obsahujici polymorfismus 677C/T amplifikovany metodou PCR

a misto rozpoznavané restrikcni endonukleasou Hinfl
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Obr. ¢ 14: Schéma restrikéniho Stépeni useku DNA s polymorfismem 677C/T na

agarosovém gelu po elektroforéze

Mutaci genu enzymu MTHFR v poloze 1298 zanikne v sekvenci misto
rozpoznavané restrik¢ni endonukleasou Mboll z Moraxella bovis [46]. PCR se amplifikuje
usek DNA o velikosti 128 bp obsahujici polymorfismus 1298A/C, viz obr. ¢. 15. Patii-li
vzorek DNA nemutovanému homozygotovi (AA), DNA je §tépena na dvou mistech a na
gelu je vidét pruh odpovidajici 72 bp. Patii-li vzorek DNA mutovanému homozygotovi
(CC), DNA se $tépi na jednom misté a na gelu je patrny pruh odpovidajici 100 bp. Jsou-li
na gelu viditelné dva pruhy, vzorek patii heterozygotovi (AC), viz obr. €. 16 (str. 36).

1298C

| | |
72bp 28bp 28bp

Mboll

Obr. ¢ 15: Usek DNA obsahujici polymorfismus 12984/C DNA amplifikovany metodou

PCR a misto rozpoznavané restrikcni endonukleasou Mboll
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Obr. ¢ 16: Schéma restrikcniho stépeni useku DNA s polymorfismem 12984/C na

agarosovém gelu po elektroforéze

Sekvence genu pro MTHFR, primery pro PCR, restrikéni endonukleasy

Metodou PCR byly amplifikovany useky DNA obsahujici polymorfismy MTHFR
677C/T a 1298A/C. Cely gen tvoii 15835 part bazi. Na obr. &. 17 (str. 37) je znazornéna

cast sekvence DNA genu pro MTHFR obsahujici zkoumané polymorfismy [59]. Barevné

jsou oznadena mista, na ktera se vazou primery. PodtrZzené ¢4sti sekvence psané kurzivou

zna¢i mista rozpoznavana restrikénimi endonukleasami. Mista polymorfisml jsou

oznaCena velkymi pismeny. Sekvence rozpoznavanych restrikénich mist a sekvence

primert jsou uvedeny v tabulce €. 6, resp. 7 (str. 38).

restrikcni enzym rozpozndvand sekvence
Polvimortisins 6770 - Do anic S
Polymorfismus 1298 A/C - Mboll 5" gaaga(8/7)] 3’

Tab. ¢. 6: Restrikcni enzymy - misto, kde dochdzi ke Stépeni, je oznaceno Sipkou (])

(pozn.: stejné barevné oznaceni mist rozpozndvanych restrikénim enzymem je pouzito v obrdzku ¢. 17 na

strané 37)
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(8506)
..agccactcactgttttagttcaggctgtgctgtgctgttggaaggtgcaagatcag
agcccccaaagcagaggactcectetcectgeccagteecctgtggtetettcecateectege
cttgaacaggtggaggccagcctctectgactgtcatecectattggcaggttacccce
aaaggccaccccgaagcagggagctttgaggctgacctgaagcacttgaaggagaag
gtgtctgcgggiagCcgatttcatcatcacgcagecttttctttgaggctgacacatt
cttccgctttgtgaaggcatgcaccgacatgggcatcacttgeccecatcecgteecececgg
gatctttcccatccaggtgaggggcccaggagagcccataagctccctccaCCfﬁd
=Coocaccatootegecacaggctgggggectectgggtggagtgetgagtteget
gagttcttcccagatctcctctcaggtccagaacttgcacagcgttgcttggccacc
ccattttggttacctctaattttccccecccaaaacccagcaacagtgtetgttgaggg
gtttgttgtactttggccaacaagcatcaccaaaagggattctaattctcattacaa
atcctgcttaaatcagtgtttcccaaaggtggctgtcatcagaaccacttgataage
tttttcaaaaagtggatctccaggtcccacccctggaggttctcactcagtaaatcet
gagggaggtccttggaatgtgtgttttacttcttgagecttggcaggtgattcggatg
atcagtgcagcatgggaacagctgggttagatgacaccatgttaccaacagacacat
ctagggctaaaaggctggctcaacccaaggctggaatgcttagggcagctgectctac
tctgtaaaaagtgggaaagctgggcatagtggcacgtgectgtagtcececggcetactt
gagaagctgaggcaggaggatggcttgagecctggcgtttgagagcagtgagactca
gtctctaaaaacagaaaaaagaggagaaaacggcaggccaagcccaggtgtgetect
agaatatgatcggactttcgtgggtcecctectgectgacactgtggttggecatggatyg
atggaagggggagaagtatttagggtgggagacgggctggccagcagecgeccacagce
ccctcatgtcttggacagggctaccactcccttcggcagecttgtgaagetgtecaag
ctggaggtgccacaggagatcaaggacgtgattgagccaatcaaagacaacgatgcect
gccatccgcaactatggcatcgagctggceccgtgagectgtgecaggagettetggece
agtggcttggtgccaggcctccacttctacaccctcaaccgcgagatggctaccaca
gaggtgctgaagcgcctggggatgtggactgaggaccccaggtgagggcagtggecce
agagatccccagaggagggtccaagagcagccccggctgcagtgectggectceccceccacg
gtggtacagatggatgtctgtgccatggctagctgggcacatcgaaggctccagtct
cagagggcatcagatggaagaactcagcctcaggggtgctccecctgettcececggetec
ctctagccaatcccttgtctcaattctcectgtcecccatecctcacccaggegtcecceccecta
ccctgggctctcagecgeccaccccaagcgccgagaggaagatgtacgteccatcette
tgggcctccagaccaaagagttacatctaccgtacccaggagtgggacgagttcecect
aacggccgctggtgagggcctgcagacctteccttgcaaatatatectttgttcecttggg
agcgggagggcagaagaagtttgcatgcttgtggttgacctgggaggagtcaggggce
agaatttacaggaatggcctcctgggcatgtggtggcactgceccctctgtcaggagtyg
tgccctgacctcectgggecaccectcectgecaggggcaattectetteceetgectttgg
ggagctgaaggactactacctcttctacctgaagagcaagtcccccaaggaggagcet
gctgaagatgtgggggglaggagctgaccagtgaaglaagtgtct ttgaagtcecttt
gttctttacctctcgggagaaccaaaccggaatggtcacaaagtgagtgatgctgoa
stsgggaccctggttcatcecceccecctgeccctggectgaccceccagctgcaggeccaggetg
cggggctgtgacttccccatcctgtgececctceccectceccatgetgtggacatggcaaag

ggagaagggtaagttgggagacctccacctggaagggcttagggaggcaaad...
(10893)

Obr. ¢ 17: Cast sekvence genu pro MTHFR, primery pro PCR, mista restrikéntho Stépeni

(pozn.: barevné znaceni mist restrikcniho Stépeni a primeri viz tab. ¢. 6 na str. 36, resp. tab. ¢. 7 na str. 38)
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primer sekvence

Polymorfismus 677C/T - Forward 5" ttgaaggagaaggtgtctgcggga 3°
Polvmorfismus 677C/T - Reverse 37 gpacggtgcgetgagagtgg 37
Polymorfismus 1298 A/C - Forward 5" caaggaggagctgctgaaga 3’
Polymortismus 1298A/C - Reverse 3" ccactecageateacteact 37

Tab. ¢. 7: Sekvence primeru, pouZitych pFi PCR

(pozn.: stejné barevné oznaceni primeri je pouzito v obrdzku & 17 na strané 35)

Klasicka polymerasova retézova reakce

Do sterilnich mikrozkumavek byly pipetovany reagencie pro polymerasovou
fetézovou reakci a nakonec byl do kazdé mikrozkumavky pfidan odpovidajici vzorek DNA
ze zkoumanych souborl Zen s komplikacemi gravidity (DNA izolované z bunék ustni
sliznice). Tabulka ¢. 8 udava slozeni reakénich roztokd pro amplifikaci useki DNA
obsahujici polymorfismy MTHFR 677C/T a 1298A/C. Mikrozkumavky byly umistény do
PCR termocykleru. Tabulka ¢. 9 (str. 39) popisuje podminky, které byly pro

polymerasovou fetézovou reakci nastaveny.

polymorfismus polymorfismus
677C/T 12984/C

reagencie objem™ (ul) objem* (ul)
deionizovana voda 181,1 179,5
RedTaq PCR pufr (1 x) 25,0 25,0
dNTP (10 mM) 5,0 5,0
chlorid hote¢naty (25 mM) 0,0 1,7
primer F (20 uM**) 4.4 7,6
primer R (20 pM**) 4.4 7,6
RedTaq DNA Polymerasa (1 U/ 1 pl) 12,5 12,5
DNA 422 a22

Tab. ¢. 8: SloZeni reakcnich roztokii pro mnoZeni usekii DNA obsahujici polymorfismy

MTHFR 677C/T, resp. 12984/C

*uvedenda mnozstvi odpovidaji objemim reakcnich roztokii na 10 vzorki

** primery jsou dodavany lyofilizované a rozpousti se v deionizované vodé
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polymorfismus 677C/T polymorfismus 1298A4/C
uvodni denaturace 94°C 120 s 95°C 180 s
cyklickd reakce (35 x) 94°C 30s 95°C 60 s

57°C 30s 63°C 60 s

72°C 30s 72°C 60 s
dokonceni reakce 72°C 300 s 72°C 420 s
zavérecné ochlazeni 25°C 25°C

Tab. ¢. 9: Nastaveni polymerasové Fetézové reakce pro amplifikaci usekit DNA obsahujici

polymorfismy 677C/T, resp. 12984/C

Elektroforéza produktu polymerasové retézové reakce

Pfitomnost produktu polymerasové fetézové reakce byla ovéfena horizontalni
elektroforézou na 2% (w/v) agarosovém gelu. Suspenze TBE pufru a agarosy byla vaiena
do tplného rozpusténi agarosy. Potom byl ptidan ethidium bromid o vysledné koncentraci
0,5 pg/ml. Takto pfipraveny gel byl nalit do obdélnikové formy s hfebinkem tak, aby
vyska gelu byla 0,5 — 1 cm. Po utuhnuti gelu byl vyjmut hiebinek a gel byl vloZen do
aparatury pro horizontalni elektroforézu a pfevrstven TBE pufrem. Do jamek v gelu byly
naneseny vzorky PCR produktt (4 8 pl). Elektroforéza probihala 10 min pfi 120 V. Po

jejim ukonceni byla ovétena ptitomnost DNA ve vzorku vizualizaci pii UV svétle.

Enzymové stépeni

Pro analyzu polymorfismu 677C/T bylo do mikrozkumavky pipetovano vzdy
13 ul PCR produktu a bylo pfidano 0,2 pl restrikéniho enzymu Hinfl (10 U /1 pl) a 1,5 pl
10x koncentrovaného pufru R+. Pro analyzu polymorfismu 1298A/C bylo do
mikrozkumavky pipetovano vzdy 13 pl PRC produktu a bylo ptidano 0,5 pl restrikéniho
enzymu Mboll (5 U / 1 ul) a 2,6 ul pufru B+. Takto pfipravené vzorky byly pfes noc
inkubovany pti 37°C.
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Elektroforeticka separace produkti enzymového stépeni

Separace produkti $t€peni byla provedena horizontalni elektroforézou na 3% (w/v)
agarosovém gelu. Suspenze TBE pufru a agarosy byla vatena do dplného rozpusténi
agarosy. Potom byl pfidan ethidium bromid o vysledné koncentraci 0,5 pg/ml. Takto
pfipraveny gel byl nalit do obdélnikové formy s hiebinkem tak, aby vyska gelu byla 0,5 —
1 cm. Po utuhnuti gelu byl vyjmut hiebinek a gel byl vloZen do aparatury pro horizontalni
elektroforézu a pfevrstven TBE pufrem. Do jamek v gelu byly naneseny vzorky produktti
polymerasové fetézové reakce (a 13 pl). Vzorky byly pfedem smichdny s bromfenolovou
modii. Elektroforéza probihala 30 min pti napéti 120 V. Po vizualizaci produktt §t€peni za

UV svétla byla provedena genotypizace jednotlivych vzorka.
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5 Vysledky

5.1 Vysledky genotypizace polymorfismu 677C/T a 1298A/C

metodou ,real-time“ PCR s fluorescencni detekci
metodou analyzy délkového polymorfismu restrikénich
fragmentu

Vystupem analyzy genotypi metodou ,real-time* PCR s fluorescenéni detekci byly

grafy znazormujici prvni derivaci zavislosti relativni zmény fluorescence na teploté tani

hybridu DNA-sonda (dF/dT).

V ptipad¢ polymorfismu MTHFR 677C/T byla teplota tdni hybridu DNA-sonda
65,7°C a hybridu mutovand DNA-sonda 57,0°C. Z divodu velkého mnoZstvi

analyzovanych vzorkil neuvadim vSechny vystupni grafy. Na obrazku ¢. 18 je zobrazen

ptiklad jednoho z takovych grafi.

dF T

15|

Threshold /

Ts5

Obr. ¢. 18: Analyza genotypii polymorfismu MTHFR 677C/T — prvni derivace zavislosti

70

75

relativni zmény fluorescence na teploté tani hybridu DNA-sonda (dF/dT):
zelena krivka — ,, slepy * vzorek (bez DNA)

Cervend krivka — positivni kontrola (vzorek patFil heterozygotovi)

modra kfivka — vzorek ¢. MDO7 — heterozygot 677CT
Zlutd k¥ivka — vzorek ¢. MD04 — mutovany homozygot 677TT

oranZova k¥ivka — vzorek ¢. MD0S5 — nemutovany homozygot 677CC
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Pii analyze polymorfismu MTHFR 1298A/C byla teplota tani hybridu DNA-sonda
67,2°C a hybridu mutovana DNA-sonda 63,5°C. Tyto teploty jsou si pomérn¢ blizké, proto
v pfipadé¢ heterozygotd nevznikaly po prvni derivaci zavislosti relativni zmény
fluorescence na teploté tani hybridu DNA-sonda dvé samostatna maxima, nybrz tato
maxima splynula v jedno, viz ¢ervena a modra kiivka na obr. ¢. 19. Z divodu velkého
mnozstvi analyzovanych vzorkl uvadim opét jeden pfiklad vystupniho grafu za vSechny,

viz obr. €. 19,

Bin A

Threshold ="

Obr. ¢. 19: Analyza genotypu polymorfismu MTHFR 1298A/C — prvni derivace zavislosti
relativni zmény fluorescence na teploté tani hybridu DNA-sonda (dF/dT):

zelend k¥ivka — ,, slepy “ vzorek (bez DNA)

Cervend kfivka — positivni kontrola (vzorek patfil heterozygotovi)

modra kfivka — vzorek ¢. MD0G6 — heterozygot 12984C

Zlutad k¥ivka — vzorek ¢. MDOS5 — mutovany homozygot 1298CC

oranzova k¥ivka — vzorek ¢. MD04 — nemutovany homozygot 129844

Metodou analyzy délkového polymorfismu restrikénich fragmenti (RFLP) bylo
analyzovano celkem 16 vzorkd. Z toho tii vzorky nebyly analyzovatelné (MD43, MD44,
MDA48), pravdépodobné kvili Spatné provedenému stéru ustni sliznice. Tyto vzorky byly
vyfazeny. Na obrazku €. 20 (str. 43), resp. 21 (str. 43), jsou fotografie agarosovych gelt po
elektroforéze produkti restrikéniho St€peni pro polymorfismus MTHFR 677C/T, resp.
1298A/C. Jednotlivé vzorky jsou popséany Cisly a genotypy.
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Obr. ¢ 20: Agarosovy gel po elektroforéze produktu restrikéniho S§tépeni pro
polymorfismus MTHFR 677C/T

K1 — kontrola 1 — mutovany homozygot; K2 — kontrola 2 — nemutovany homozygot

Obr. ¢. 21: Agarosovy gel po elektroforéze produktiu restrikcniho Stépeni pro
polymorfismus MTHFR 1298A4/C

K1 — kontrola 1 — nemutovany homozygot; K2 — kontrola 2 — mutovany homozygot
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5.2 Souhrnné vysledky genotypizace polymorfismu 677C/T a
1298A/C u souboru 2Zen s komplikacemi gravidity
v porovnani s vyskytem téchto polymorfismu v obecné
populaci Ceské Republiky

Vyskyt jednotlivych genotypu v analyzovanych souborech Zen, které prodélaly
preeklampsii (dale soubor PEE), a Zen, které opakované spontanné potraceji (dale soubor
SP), byl porovnan s vyskytem genotypt v obecné populaci Ceské Republiky (dile jen
kontrolni soubor). Data popisujici kontrolni soubor byla pfevzata ze studie, kterou
provadél Ustav dédiénych metabolickych poruch 1. LF UK ve spolupraci s Ustavem
informatiky AV CR, IL Interni klinikou 3. LF UK a oddélenim Klinické biochemie,
hematologie a imunologie nemocnice Na Homolce [60]. Pii této studii bylo vySetteno 591
zdravych osob, z toho 284 muzi a 307 Zen. VE&k vySetfovanych byl mezi 18 a 65 lety,
zadna z osob nikdy neprodé€lala srde¢ni ani mozkovou pifihodu, netrpi arteriosklerosou,
u zadné z osob nebyl nikdy nalezen maligni nador, vSechny osoby byly psychicky zdravé.

Zadna z vySetfovanych Zen nebyla v dob¢ vySetfeni téhotnd ani kojici.

Celkem bylo vySetieno 63 Zen, které alesponi jednou prodélaly preeklampsii.
Tabulka ¢. 10 udava distribuci polymorfismu 677C/T v souboru PEE a v kontrolnim
souboru. Tabulka ¢. 11 (str. 45) udava vyskyt alel 677C a 677T v souboru PEE
a v kontrolnim souboru. Tabulka ¢. 12 (str. 45) udava distribuci polymorfismu 1298A/C
v souboru PEE a v kontrolnim souboru. Tabulka ¢. 13 (str. 45) udava vyskyt alel 1298A

a 1298C v souboru PEE a v kontrolnim souboru.

677C/C 677C/T 677T/T
pocet % Pocet % pocet %
soubor PEE 25 39,68 25 39,68 13 20,63
kontrolni soubor 26 41,46 31 48,56 6 9,98

Tab. ¢. 10: Distribuce polymorfismu 677C/T v souboru PEE a v kontrolnim souboru
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677C 677T
pocet % pocet %
soubor PEE 75 59,52 51 40,48
kontrolni soubor 83 65,74 43 34,26

Tab. ¢. 11: Vyskyt alel 677C a 677T v souboru PEE a v kontrolnim souboru

1298A/A 1298A/C 1298C/C
pocet % pocet % pocet %
soubor PEE 28 44 44 29 46,03 6 9,52
kontrolni soubor 28 44.67 29 45,34 9,98

Tab. ¢. 12: Distribuce polymorfismu 12984/C v souboru PEE a v kontrolnim souboru

1298A 1298C
pocet % pocet %
soubor PEE 85 67,46 41 32,54
kontrolni soubor 85 67,34 41 32,66

Tab. ¢. 13: Vyskyt alel 12984 a 1298C v souboru PEE a v kontrolnim souboru

Celkem bylo vySetfeno 132 Zen, které prod¢laly dva a vice spontanni potraty do 20.
tydne téhotenstvi nebo jeden spontanni potrat po 20. tydnu t¢hotenstvi. Tabulka ¢. 14
udava distribuci polymorfismu 677C/T v souboru SP a v kontrolnim souboru. Tabulka ¢.
15 (str. 46) udava vyskyt alel 677C a 677T v souboru SP a v kontrolnim souboru. Tabulka
¢. 16 (str. 46) udava distribuci polymorfismu 1298A/C v souboru SP a v kontrolnim
souboru. Tabulka €. 17 (str. 46) udava vyskyt alel 1298A a 1298C v souboru SP a

v kontrolnim souboru.

677C/C 677C/T 677T/T
pocet % pocet % pocet %
soubor SP 59 44,70 54 40,91 19 14,39
kontrolni soubor 55 41,46 64 48,56 13 9,98

Tab. ¢ 14: Distribuce polymorfismu 677C/T v souboru SP a v kontrolnim souboru
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677C 677T
pocet % pocet %
soubor SP 172 65,15 92 34,85
kontrolni soubor 174 65,74 90 34,26

Tab. ¢. 15: Vyskyt alel 677C a 677T v souboru SP a v kontrolnim souboru

1298A/A 1298A/C 1298C/C
pocet % Pocet % pocet %
soubor SP 58 43,94 62 46,97 12 9,09
kontrolni soubor 59 44,67 60 45,34 13 9,98

Tab. ¢. 16: Distribuce polymorfismu 12984/C v souboru SP a v kontrolnim souboru

1298A 1298C
pocet % pocet %
soubor SP 178 67,42 86 32,58
kontrolni soubor 178 67,34 86 32,66

Tab. ¢. 17: Vyskyt alel 12984 a 1298C v souboru SP a v kontrolnim souboru

Graf &. 1 (str. 47), resp. €. 2 (str. 47), znazornuje distribuci polymorfismu 677C/T,

resp. 1298A/C, v obou analyzovanych souborech PEE i SP (soubor PEE zahrnuje Zeny,

které prodélaly preeklampsii, soubor SP zahrnuje Zeny, které opakované spontianné

potraceji) v porovnani s kontrolnim souborem. Z grafu €. 1 (str. 47) je patrné vyrazné vyssi

zastoupeni mutovaného genotypu 677TT v souboru PEE a jen mirné zvyseni v souboru SP

oproti kontrolnimu souboru. Mezi Zenami trpicimi preeklampsii bylo tedy nalezeno vice

nositelek genotypu 677TT. Distribuce polymorfismu 1298A/C je dle grafu ¢&. 2 (str. 47)

témef shodna ve vSech tfech souborech (PEE, SP i kontrolnim). Graf ¢. 3 (str. 48)

znazorfiuje procentudlni vyskyt alel 677A, 677T, 1298A a 1298C v souboru PEE, SP

1 kontrolnim. Tento graf opét ukazuje zvySeny vyskyt alely 677T v souboru PEE.
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Graf ¢. 1: Distribuce polymorfismu 677C/T v souboru PEE, SP a v kontrolnim souboru
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Graf ¢. 2: Distribuce polymorfismu 1298A4/C v souboru PEE, SP a v kontrolnim souboru
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Graf ¢ 3: Vyskyt alel 677C, 677T, 12984 a 1298C v souboru PEE, SP a v kontrolnim

souboru

Vyskyt jednotlivych genotypl v analyzovanych souborech a kontrolnim souboru
byl porovnan ¥* testem. Pro vypoéty byl pouzit software NCSS 6.0.21 Jr.

Frekvence vyskytu genotypu 677TT u Zen trpicich preeklampsii (20,63 %), resp.
Zen opakované potracejicich (14,39 %), byla vyssi nez v kontrolnim souboru (9,98 %). Dle
x2 testu byla nalezena korelace mezi genotypem 677TT u Zen s preeklampsii (p = 0,046),
resp. Zen opakované potracejicich (p = 0,018), a kontrolnim souborem.

Frekvence vyskytu genotypu 1298CC u Zen trpicich preeklampsii (9,52 %), resp.
Zen opakované potracejicich (9,09 %), se vyrazné neliSila od frekvence vyskytu genotypu
1298CC v kontrolnim souboru (9,98 %). Dle x2 testu nebyla nalezena korelace mezi
genotypem 1298CC u Zen s preeklampsii (p = 1,000), resp. Zen potracejicich (p = 0,572),

a kontrolnim souborem.
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6 Diskuse

V celkovém mnozstvi 195 vzorG DNA nebyly nalezeny vzorky s genotypy
obsahujicimi ¢tyfi mutace v genu pro MTHFR soucasné. Pouze u jediné vySetiované
pacientky byl nalezen genotyp se tfemi mutacemi soudasné, a to genotyp 677TT
a 1298AC. To odpovida zavérim Isolato a kol. [50] a Zetterberg a kol. [52] (viz kapitola
1.5 na str. 12), kteti uvad¢ji, Ze akumulace vice mutaci v polohach 677 a 1298 genu pro
MTHEFR snizuje Zivotaschopnost plodu nesouciho tyto mutace. Tabulka ¢. 18 udava, jaké
kombinace genotypd byly nalezeny v analyzovanych souborech Zen, které prode¢laly
preeklampsii (dale soubor PEE), a Zen, které opakované spontdnné potraceji (dale soubor

SP).

soubor PEE | soubor SP
pocet mutaci | genotypova kombinace | pocet vzorkii | poCet vzorku

0 677C/C a 1298A/A 5 12
677C/C a 1298A/C 14 35

1 677C/T a 1298A/A 10 28
677C/T a 1298A/C 15 26

677T/T a 1298A/A 13 18

2 677C/C a 1298C/C 6 12
677T/T a 1298A/C 0 1
3 677C/T a 1298C/C 0 0
4 677T/T a 1298C/C 0 0

celkem vzorkid 63 132

Tab. ¢. 18: Kombinace genotypu v analyzovaném souboru PEE a SP
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Sohda a kol. [32] ve své studii vySetfovali 67 pacientek, které prodélaly
preeklampsii, 98 Zen, jejichZz té€hotenstvi probihalo bez komplikaci, a 260 zdravych
dospélych osob. V téchto souborech pacientek zjistovali frekvenci vyskytu alely 677T
metodou analyzy délkového polymorfismu restrikénich fragmentd (RFLP). Zjistili, Ze ve
skupiné pacientek s preeklampsii byla alela 677T a homozygoté o genotypu 677TT
vyrazné€ Cast&js$i nez v kontrolnich skupinach (p < 0,02). Tyto publikované vysledky se
shoduji s vysledky, uvedenymi v této diplomové praci (v souboru Zen s preeklampsii byl
vyskyt genotypu 677TT 20,63 % oproti kontrolnimu souboru 9,98 %).

Nicméné existuji prace, které jakékoli souvislosti polymorfismu 677C/T s rizikem
vzniku preeklampsie popiraji. Laivuori a kol. [61] nenasli Zadnou statisticky vyznamnou
zavislost mezi vyskytem alely 677T a vzniku preeklampsie u Zen ve finské populaci,
Rajkovic a kol. [62] v ¢ernosské populaci a Kobashi a kol. [33] v japonské populaci.

Souvislosti polymorfismu 1298A/C a preeklampsie se mnoho praci nevénuje. Zda

se, Ze ani v kombinaci 1298CC neni zdaleka tak vyznamny jako polymorfismus 677C/T.

Wang a kol. [63] se zabyvali zkoumanim vztahu mezi polymorfismy 677C/T a
1298A/C a opakovanymi spontannimi potraty v Cinské populaci. Analyzovaly 148
pacientek a 82 Zen bez komplikaci v t€hotenstvi. Nasli vyrazné zvyseny vyskyt alely 677T
v souboru pacientek, genotyp TT byl dvakrat ¢astéjsi (13,6 %) mezi pacientkami nez mezi
Zenami v kontrolni skupiné (6,1 %). Vyskyt polymorfismu 1298A/C se zasadné neliSil
mezi skupinami. Genotyp se dvéma a tfemi mutacemi (677 (CT + TT) / 1298CC) byl
nalezen pouze v souboru pacientek. Zavérem shrnuli, Ze polymorfismy 677C/T a 1298A/C
genu pro MTHFR, hraji roli v mechanismu opakovanych spontannich potratu.

Unfried a kol. [64] opét analyzovali vyskyt polymorfismu 677C/T a hladinu
homocysteinu v krvi ve vztahu k opakovanym spontadnnim potratim v populaci stfedni
Evropy. Zkoumany soubor tvofilo 133 pacientek, které prodé€laly tii a vice spontannich
potrati pted 20. tydnem téhotenstvi. Kontrolni soubor obsahoval 74 Zen, které nikdy
nepotratily a které porodily minimalné dvé zivé déti. Sérovy homocystein byl evidentné
vys8i u Zen nesoucich mutovanou alelu. Frekvence vyskytu alely 677T byla 34,6 %
v analyzovaném souboru pacientek a 21,6 % v kontrolnim souboru. Genotyp TT byl ve
zkoumaném souboru nalezen v 17,3 %, zatimco v kontrolni skupiné jen v 5,4 % piipadd.

Z této prace tedy vyplyva zvysSené riziko spontannich potratli pro nositelky alely 677T.
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S témito zavéry souhlasi i prace [23], [34] a [35]. Rovnéz vysledky této diplomové
prace jsou zcela v souladu a vySe uvedenymi zavéry. V souboru Zen, které opakované
spontanné potraceji, byl vyskyt genotypu 677TT 14,39 % oproti kontrolnimu souboru
9,98 %

Je zcela prokazano, ze alela 677T snizuje aktivitu enzymu MTHFR, ¢imZ vznika
nedostatek N°-methyl-THF v organismu. N°-methyl-THF se pak nemiiZe dostate&nd
podilet na pfeméné¢ homocysteinu na methionin. Tim dochdzi ke zvySeni hladiny
homocysteinu v krevni plasmé. To ma fadu zavaZznych zdravotnich dusledkd. ZvySena
koncentrace homocysteinu v krvi zvySuje expresi tkaftlového faktoru, aktivitu prothrombinu
a mnozstvi koagulaénich faktori. To tedy vede ve zvySovani krevniho tlaku a
potencidlnimu nebezpe¢i vzniku thrombosy. V téhotenstvi jsou tato rizika obzvlasté
zavazna. Muze totiz dochazet ke vzniku thrombd uvnitt placenty a tim sniZovat zasobeni
plodu Zivinami a kyslikem. To potom samoziejmé mtze vést az ke spontannimu potratu

plodu.

Diky vyzkumim souvislosti polymorfismt 677C/T a 1298A/C v genu pro
methylentetrahydrofolatreduktasu a komplikacemi gravidity byla jiz do medicinské praxe
zavedena n€kterd preventivni opatieni. Rizikovym skupindm pacientek, nositelkam alely
677T, jsou v pribéhu te€hotenstvi i pfed nim poddvany vitaminové ptipravky obsahujici
vitaminy skupiny B (kyselina listovou, vitamin B6 a B12). Doporuena denni davka
kyseliny listové je pro Zeny 677CT heterozygotni 400 ug a pro Zeny 677TT homozygotni
Smg [31]. ZdUvodi prevence ztraty t€hotenstvi jsou rovnéZ rizikovym skupindm
pacientek podavany léky, které predchazeji vzniku trombid, napf. nizkomolekularni
hepariny. Nosi¢stvi polymorfismt genu pro MTHFR je dal$im divodem pro nekuféctvi a

snahu o udrZeni optimalni hmotnosti.
Zavérem lze fici, Ze genotyp 677TT je jednim z genetickych rizikovych faktort

opakovanych spontanni potratli a preeklampsie. Polymorfismus 1298A/C ziejm¢ velky

vyznam nema.
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7 Souhrn

V této diplomové praci byly fadn€ splnény vSechny cile, které byly na pocatku

vytyéeny (cile diplomové prace jsou uvedeny v kapitole €. 3 na str. 19).

e Byla zavedena genotypizace mutaci 677C/T a 1298A/C genu pro
methylentetrahydrofolatreduktasu =~ metodou ,real-time“ PCR s detekéni

metodou fluorescenéniho resonan¢éniho energetického transferu (FRET).

e Byl stanoven procentudlni vyskyt sledovanych genotypi ve vySetfovanych

souborech Zen s komplikacemi gravidity.

e Distribuce genotypid v analyzovanych souborech Zen s komplikacemi gravidity
byla porovnana sdistribuci t&chto genotypt v obecné populaci Ceské
Republiky.

e Byla provedena analyza kombinovaného vyskytu polymorfismti 677C/T

a 1298A/C ve studovanych souborech Zen s komplikacemi gravidity.

e Byla ovéfena statisticky vyznamna zavislost mezi vyskytem mutace 677T
vgenu pro MTHFR a vyskytem komplikaci gravidity ve sledovanych

souborech. Tato zavislost nebyla potvrzena pro mutaci 1298C.
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9 Pilohy

Priloha é. 1: Udaje éeského statistického tradu

Uhrina plodnost v letech 1950-2004

podet %@ narozenych déi na 1Zenu ve vélu 15-49
|

Uhrnnd plodnost v letech 1950-2004 [1] — ihrnnd plodnost je definovéna jako primérny

pocet Zivé narozenych déti pFipadajicich na jednu Zenu ve véku 15-49 let

podil spontannich potratl na véech
ukonéenych téhotenstvi (%)
[6,]

rok

Podil spontannich potratu na vSech ukoncenych téhotenstvi, 1993-2004 [65]
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Priloha ¢. 2: Dopis kontaktujici pacientky hospitalizované na
GPK LF UK a FN Pizen v letech 2000 az 2003

VazZena pani, vaZena sle¢no!

Obracime se na Vas, protoze v roce <rok> jste byla hospitalizovdna na
Gynekologicko-porodnické klinice Fakultni nemocnice v Plzni pro komplikace
v te¢hotenstvi.

V soucasnosti se pozornost zaméfuje na spojitost vyskytu rizikovych genovych
kombinaci a komplikaci t€¢hotenstvi. Toto je také naplit vyzkumného projektu, na némz se
podili Gynekologicko-porodnicka klinika, Ustav lékaiské genetiky LF UK a FN v Plzni a
studentka Ptirodovédecké fakulty UK, ktera tento problém zpracovéava ve své diplomové
praci na téma Vyskyt mutaci genu pro methylentetrahydrofoldtreduktasu u Zen
s komplikovanym pribéhem gravidity.

Obracime se na Vas proto se zadosti o spolupraci spocivajici v odbéru malého
mnozstvi krve ¢i slin. Timto pomiZete nejen nam, ale i lékafim na celém svété, lépe
poznat pfi¢iny rizikovych téhotenstvi a zplsoby, jak témto komplikacim ptedchazet.
Ujistujeme Viés, Ze ziskané vzorky budou vyuZity zcela anonymn€ a to pouze pro
vyzkumné tuéely vramci Ustavu lékaiské genetiky LF UK a FN v Plzni a nebudou
pfedavany jinym osobam ¢i organizacim.

Prosime Vas proto, abyste kontaktovala pracovnici vyzkumného tymu Markétu
Dajbychovou na tel. ¢. 724028493, kde s Vami bude dohodnut zpiisob odbéru, ptipadné
zaSlete svoje kontaktni idaje na nasledujici adresu a my se s Vami spojime.

Kontaktni adresa: Markéta Dajbychova, studentka PiF UK
Ustav lékaiské genetiky LF UK a FN
E. Benese 13, 305 99 Plzen
nebo e-mail: marketka@dajbych.cz

Ptedem dékujeme za Vasi spolupraci

Doc. MUDr. Zdenka Ul¢ova-Gallova, DrSc. MUDr. Ivan Subrt
Gynekologicko-porodnicka klinika LF UK a FN Plzeii Ustav Lékatské genetiky LF UK a FN Plzeit
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Priloha ¢. 3: Dopis, ve kterém byl pacientkam zaslan set uréeny
ke stéru sliznice ustni dutiny

Vazena pani, vaZena sle¢no!

Na zakladé VaSeho souhlasu s GCasti na vyzkumném projektu Gynekologicko-
porodnické kliniky a Ustavu lékaiské genetiky LF UK a FN v Plzni tykajictho se
komplikaci v t€hotenstvi Vam =zasildme set uréeny ke stéru sliznice ustni dutiny.
Z technickych divodl jsme se rozhodli pro stér sliznice Gstni dutiny misto odbéru krve.
Véfime, Ze tato zména bude i pro Vas piijemnéjsi.

V obélce naleznete sterilni zkumavku, maly kartacek, obalku se zpate¢ni
adresou, informovany souhlas s analyzou DNA a stru¢ny navod ke stéru sliznice ustni
dutiny. Proved’te prosim stér sliznice Ustni dutiny podle ndvodu. V obdlce se zpateéni
adresou ndm prosim za$lete vyplnény informovany souhlas a zkumavku, v niz bude vlozen
kartacek se vzorkem sliznice ustni dutiny.

V piipadé jakékoli nejasnosti se obratte na pracovnici vyzkumného tymu

Markétu Dajbychovou na tel. €. 724028493 nebo e-mailu marketka@dajbych.cz

Dé&kujeme za Vasi spolupraci

Doc. MUDr. Zdenka Ul¢ova-Gallova, DrSc. MUDr. Ivan Subrt
Gynekologicko-porodnicka klinika LF UK a FN Plzei Ustav Lékatské genetiky LF UK a FN Plzei
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Priloha é. 4: Navod k provedeni stéru sliznice ustni dutiny

Navod k odbéru biologického materialu z astni sliznice:

1) v obdlce naleznete maly kartacek a sterilni zkumavku

2) réano pred Cisténim zubt a jidlem kartdckem dukladné setfete vnitini stranu
tvari a dasné

3) dbejte, aby se Stétinky kartacku nedotkly néceho jiného nez Gstni dutiny

4) oteviete zkumavku, kartacek vlozte dovnitt, ptebytecnou ¢ast odstiihnéte a

zkumavku peclivé uzaviete

S) zkumavku vloZte do ptiloZené obalky se zpate¢ni adresou a spolu

s informovanym souhlasem s analyzou DNA odeslete co nejdiive postou
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Priloha €. 5: Informovany souhlas s molekularné genetickym
vysSetirenim
Informovany souhlas s molekularné genetickym vySetienim

infertilita, preeklampsie, reprodukéni ztraty

PHjment, JMENO: ....cuii i

1) Souhlasim, aby mné byl odebran biologicky material na molekularné genetické
vySetfeni.
2) Souhlasim s tim, Ze vzorky izolované DNA mohou byt skladovany i n€kolik let

v zavislosti na pokroku vyzkumu v této oblasti. Potvrzuji, Ze jsem byla

poucena o vyznamu vySetfeni.

3) Potvrzuji timto, Ze ma Gcast na vyzkumnych projektech, ve kterych budou

analyzovany moje vzorky DNA, je dobrovolna.

4) Souhlasim stim, Ze mné nebudou sdéleny vysledky genetického testovani.
Pokud budouci vyzkum objevi nékteré dal§i zasadni informace o novych
moznostech genetického vySetfeni, souhlasim, abych byla o téchto moznostech

informovana.

5) Jsem si védoma, Ze individualné rozpoznatelny vzorek DNA zlstdvd mym
majetkem a mohu zadat jeho vraceni nebo zni€eni, i toho, Ze kterykoli z vyse

uvedenych souhlasi mohu kdykoli odvolat.

Datum Podpis
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Svoluji k zapijceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadné vedena evidence

vypujéovatell
Jméno a ptijmeni Cislo OP Datum vyptjéeni | Poznamka
Adresa
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