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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biochemickych véd

Autor: Bc. Petra Blazkova

Skolitel: Doc. PharmDr. Martin Beranek Ph.D.

Nazev diplomové prace: VySeteni deficitu v alfa-1-antitrypsinovém genu pomoci real-
time PCR

Diplomova prace se zamétuje na validaci metody PCR v realném case (real-time
PCR) pro vysetfeni mutaci Z a S v genu SERPINAI, ktery se nachazi na dlouhém
raménku 14. chromozému (14932.13) a obsahuje pokyny pro piipravu proteinu zvaného
alfa-1-antitrypsin (A1AT). A1AT je inhibitor serinovych proteaz a chrani tkané pied
degradaci neutrofilni elastazou. Nedostatek, ktery je nejCastéji zplisoben pravé témito
mutacemi, muize zpusobit onemocnéni plic a jater u déti a dospélych. Metoda real-time
PCR se po uspésné validaci aplikovala na soubor 46 klinickych vzorkit DNA ziskanych
zkrve a 30 vzorki DNA z bun€k bukalni sliznice. 1zolace DNA byla provedena
extrakci kitem QIAamp® DNA Mini Kit od firmy QIAGEN. Ke genotypizaci jsem
pouzila sadu primerti a hybridiza¢nich sond dle Snydera (2006). Analyza teploty tani
probihala v termocykléru LightCycler 1.2. Vysledky vzorki DNA ziskanych z krve
byly nasledné porovnany s vysledky ziskanymi akreditovanou metodou zalozenou
na principu PCR/RFLP. Ob¢ metody davaly 100% shodné vysledky. V téchto vzorcich
byla zjisténa frekvence Z alely 14 % a wt alely 86 %. Frekvence S alely byla nulova.
Ve vzorcich DNA ziskanych z bukalniho stéru byla zjisténa frekvence Z alely 3 % a wt

alely 97 %. Frekvence S alely v této skupiné vzorkl byla nulova.



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biochemical Sciences

Candidate: Bc. Petra Blazkova

Supervisor: Doc. PharmDr. Martin Beranek Ph.D.

Title of diploma thesis: Alpha-1-antitrypsin deficiency analysis using real-time PCR

This diploma thesis focuses on the validation of the method PCR in real-time (real-
time PCR) to investigate the Z and S mutations in the gene SERPINAL, located at the
long arm of chromosome 14 (14932.13) and provides instructions for making a protein
named alpha-1 - antitrypsin (A1AT). A1AT is a serine protease inhibitor that protects
tissues from degradation by neutrophil elastase. Deficiency, which is most commonly
caused by these mutations, can cause children and adult’s liver and lung disease.
A method of real-time PCR was applied after successful validation to a set of 46 clinical
samples of DNA extracted from blood samples and 30 samples of the DNA from cells
of the buccal mucosa. DNA isolation was performed by kit extraction QIAamp ® DNA
Mini Kit by QIAGEN. | used a set of primers and hybridization probes according
to Snyder (2006) for genotyping. Melting curve analysis was carried out in the
thermocycler LightCycler 1.2. Results of DNA samples obtained from blood were
compared with the results obtained through an accredited method based on the principle
of PCR/RFLP. Both methods gave a 100% identical result. In these samples were
determined frequencies 14 % of the Z allele and 86 % of the wt allele. The frequency
of the S allele was zero. In samples of DNA extracted from buccal swabs were found
frequencies 3 % of the Z allele and 97% of the wt allele. The frequency of the S allele

in this group was zero.



Klicova slova

Gen, alfa-1l-antitrypsin, genetické zmény, mutace Z, mutace S, fenotypové projevy,
PCR, DNA

Keywords

Gene, alpha-1-antitrypsin, genetic changes, Z mutation, S mutation, phenotypic
manifestations, PCR, DNA



OBSAH

1.
2.

UVOD ... s 11
TEORETICKA CAST ....coooooiiiiiiiieieeseeses sttt 12
2.1. STRUKTURA A FUNKCE ALFA-1-ANTITRYPSINU.......cccoiiiiiiiineneeienees 12
2.2.  LABORATORNI VYSETRENT ATAT ....oiviiriirierincrinesisssssssssssssssssssesnens 14
2.3. CHARAKTERISTIKA GENU PRO ALAT ..ottt 15
2.4,  MUTACE V GENU SERPINAL ..ottt 16
24.1. A 1 (11 oL PP U PP PR PP 17
24.2. SIMULACE ...ttt 17
24.3. DaAlST IMULACE . ..ecuvveeveeeiiee et e ste e st e e se e s e et e e sbe e e ste e e s e e s steeesnaeesnteeesraeesnreeenseeens 18
2.4.4.  Vztah mezi genotypem a hladinou ALAT VKIVI oo 19
2.5, DEFRIC T AL AT ettt bbb bt nae e 19
2.6.  VYSKYT DEFICITU ATAT wooovoiveveeieieeieeteeieeeseseesesseesesseeses s, 21
2.7.  KLINICKY OBRAZ DEFICITU ATAT....oiviirieeieeieeseeesessesessssessessessessenses s, 22
2.7.1. ONEMOCTIENT PLIC 1.eevviiieiiiiisie it 23
2.7.2. ONEMOCTIENT JALET .....viveeveirisiee sttt ens 24
2.7.3. DalST ONEMOCNEN ... .eciuviiiitieeiieestieesie e st e e stre e ste et e e s re e st e e saeesbe e e sraeesnreeenseeeas 24
2.8, LECBA DEFICITU ATAT w.ooovoieeeeeeeeteeeeee e eeeesessessessee s sess s 25
2.9. DIAGNOSTIKA DEFICITU ALAT ..ottt 26
2.9.1. KINICKE VYSELIONT ..ottt 27
2.9.2. Laboratorni VYSEIENT .......covirieriiiriiie ettt 27
2.9.3.  REAIHIME PCR ..o 28
2.9.3.1. Princip real-time PCR ... 28
2.9.3.2. Genotypizace pomoci hybridizacnich sond..........cccccooiriiiiiniininiciennn, 29
2.9.3.3. Genotypizace pomoci hydrolyzacnich sond..........c.cccoovviviniiiniininicninnenn 30
2.9.3.4. Vyhody a nevyhody metody real-time PCR .........c.cccocvviviviiiiive i 33
2.9.35. Vyuziti metody real-time PCR ... 33
2.9.4.  Screening defiCitu ALAT ... 33
CIL DIPLOMOVE PRACE .......c.oooiiiiiiriiniinienseisse s 35
. EXPERIMENTALNI CAST ....coooooiiiiiiiisisssesssesssss s 36
4.1. PREHLE]? POUZIVANYCH PRISTROJU, REAGENCI{ A SPOTREBNIHO
MATERIALU ...ttt bbbt e n e nne e 36
I O o 4 113 ([T T PR PR PP 36
4.1.2. REAGENCIE ...ttt ettt et et st eesa e re e e aenre e 36
4.1.2.1. Reagencie NaizolaCi DNA ... 36

4.1.2.2. Reagencie na PCR areal-time PCR ..o 37



4.1.2.3. DalSi TRAZENICIC ...vveveeieiitiriie ittt sttt sttt ettt sttt b et sbeenne e 38

4.1.3. Spotfebni MALETIAL.......coviieiieiiiee e 38
4.2. IZOLACE DNA PRO OPTIMALIZACNI A VALIDACNI UCELY
(PROTOKOL 1) ...ttt ses s tests sttt nass st nesnenean 39
4.2.1. POStUP 1ZOIACE DINA ... s 39
4.2.2. Opticka charakteristika ziskané DNA ...........ccoooiiiiiinei e 39
4.2.3.  ZAVErY ProtokOIU 1 ...c.oiiiiiiieiee e 40
4.3. OPTIMALIZACE PODMINEK PCR PRO Z A S MUTACI V GENU A1AT
(PROTOKOL 2) ...ttt sttt sttt en st san s 41
43.1.  Amplifikace vzorkli a provedeni elektroforézy...........cccocevvviiiiiiiinniciee, 42
4.4. OPTIMALIZACE PODMINEK REAL-TIME PCR PRO Z A S MUTACI V GENU
ALAT (PROTOKOL 3)..cvieiieieieeeteteee et eseessesnes s st st ssnss s esnessnssssnssnsenenns 43
4.4.1. Real-time PCR a analyza kiivek teploty tani .........c.ccvevereieiiiinininesesesene 44
4.4.2. ) DA (S (o) {0 (72 W TR 44
4.5. VALIDACE PRAVDIVOSTI METODY REAL-TIME PCR
(PROTOKOL 4) .ottt sttt sttt an s 45
45.1. Real-time PCR a analyza kiivky teploty tani...........ccocooereriiiinienininescsene 46
4.6. VALIDACE OPAKOVATELNOSTI METODY REAL-TIME PCR
(PROTOKOL 5) .ottt ten sttt s s ane st nesnenean 47
4.7. VALIDACE MEZILEHLE PRECIZNOSTI METODY REAL-TIME PCR
(PROTOKOL B) ...ttt tes sttt sttt en et nsetan s 48
4.8. VALIDACE CITLIVOSTI METODY REAL-TIME PCR
(PROTOKOL 7)ottt sttt sttt en st an s 49
4.9. POROVNATELNOST VYSLEDKU REAL-TIME PCR S VYSLEDKY METODY
PCR/RFLP (PROTOKOL 8).....vviieiieieiieiseeee ettt sttt ssn s 51
4.10. SPOLEHLIVOST METODY REAL-TIME PCR PRI POUZITI VZORKU BUKALNI
SLIZNICE (PROTOKOL 9) ..o st es st stess e ssneesenesnse s, 53
VYSLEDKY .....cooioioieeeeeeeeee ettt ee e es et een st s st en et en et en s en e 54
5.1. VYSLEDKY OPTIMALIZACE PODMINEK PCR PRO Z A S MUTACI V GENU
ALAT (PROTOKOL 2) ...ttt sttt 54
5.2. VYSLEDKY OPTIMALIZACE PODMINEK REAL-TIME PCR PRO Z A S MUTACI
V GENU ALAT (PROTOKOL 3) ...t snes st 55
5.3. VYSLEDKY VALIDACE PRAVDIVOSTI METODY REAL-TIME PCR
(21 T@ @] (O] I OO 58
5.4. VYSLEDKY VALIDACE OPAKOVATELNOSTI METODY REAL-TIME PCR
(PROTOKOL 5) ..ottt es sttt sttt en st an et nseaan e 60
54.1. Hodnoceni opakovateInosti..........ccovviiieeiinieiinise e 60

5.5. VYSLEDKY VALIDACE MEZILEHLE PRECIZNOSTI METODY REAL-TIME
PCR (PROTOKOL 6) ...ttt 62



5.5.1. Hodnoceni mezilehl€ preCiznosti ..o.vueieiieiiieiieeieeseeseeseesee e ssiee e sseessnesnnens 62

5.6. VYSLEDKY VALIDACE CITLIVOSTI METODY REAL-TIME PCR

(PROTOKOL 7) oottt ettt 63
5.7. POROVNANI VYSLEDKU REAL-TIME PCR S VYSLEDKY METODY PCR/RFLP
(PROTOKOL 8)....oveeeeeeeeeeseeeeee e eee ettt 64

5.8. SPOLEHLIVOST METODY REAL-TIME PCR PRI POUZITI VZORKU BUKALNI
SLIZNICE (PROTOKOL 9) ...ttt sttt 69
B, DISKUSE ..ottt e oot ee et et e e s e e et et et e s es et e e ees et ee e e e et esesee e s eeetesesesseresesesesesenserenas 72
TR 77N Y4 ) 2 ST 79
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK .....cooooveeeeeeeeeeeeeeseeeeeeesesesesesesesesesesesesesesasassasssssenens 81

SEZNAM POUZITE LITERATURY ....oooovovoveeeeeeeeeeeeeeeeeeee s er e eresesesesesesesesesasaseasssenens 82



1. UVOD

V diplomové praci jsem se zaméiila na defekt v genu pro alfa-1-antitrypsin,
strukturu, funkci genu a vysledného proteinu, ktery je kodovan timto genem. Zabyvala
jsem se populacné nejcastéjSimi zmeénami v genu a jejich fenotypovymi projevy.

Alfa-1-antitrypsin (A1AT) je vysoce polymorfni glykoprotein, ktery je syntetizovan
hlavné v jatrech, makrofazich a epitelovych buiikach. Patii mezi hlavni inhibitory
serinovych proteaz, tzv. SERPINY = serine protease inhibitors. Serpiny kontroluji
nékolik typti chemickych reakci tim, ze blokuji aktivitu enzymtu. ALAT v Krvi inhibuje
trypsin, chymotrypsin, renin, kalikrein, urokinazu, plazmin a trombin. Hlavni funkci
je inhibice enzymu elastazy neutrofilti, ktera se uvoliiuje z bilych krvinek pii boji
s infekci. Nerovnovaha mezi hladinou proteaz a jejich inhibitort v organismu vede
u dospé€lych k poskozeni plicnich sklipki (alveoltl), coz ma za nasledek vznik
emfyzému plic a nevratného plicniho onemocnéni, které zptisobuje extrémni dusnost.

Gen pro A1AT (SERPINA1) je lokalizovan na distdlnim konci dlouhého raménka

v

chromozomu 14. Bylo identifikovano vice nez 90 alel, z nichz nejcastéjsi je alela M.
se sniZzenou koncentraci ALAT a s tim souvisejicim onemocnénim plic nebo jater.
Experimentalni ¢ast prace se bude zabyvat optimalizaci a validaci metody real-time
PCR pro vySetieni téchto mutaci. Po validaci bude metoda pouzita ke genotypizaci
souboru klinickych vzorki DNA ziskanych z krve a bun€k bukalni sliznice.

Ze ziskanych vysledka bude nasledné uréena frekvence mutace Z a S v obou souborech.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. STRUKTURA A FUNKCE ALFA-1-ANTITRYPSINU

Alfa-1-antitrypsin (A1AT) je hlavni proteinazovy inhibitor séra, ktery predstavuje
ochranu ptfed nadbytkem serinovych proteaz. A1AT tvoii podstatnou cast frakce alfa-1-
globulinli, proto na jeho nedostatek muze upozornit jejich nizka hodnota pfi
elektroforéze bilkovin. Za normalnich okolnosti tvotfi 90 % této frakce. Molekulova
hmotnost ALAT je 52 kDa. [1, 2]

Za normalnich podminek organismus produkuje 34 mg Al1AT/den/kg tclesné
hmotnosti. Polo¢as AIAT v krvi je az 5 dni. Izoelektricky bod tohoto proteinu
se pohybuje mezi 4 az 5. [3, 4] Jedna se o jednoifetézcovy protein, ktery je tvofen
394 aminokyselinami a tfemi uhlohydratovymi postrannimi fetézci vazanymi
na asparagin. Vyskytuje se v nejméné 75 polymorfnich formach. [5, 6]

Alfa-1-antitrypsin se sklada ze tiéi B-listd (A, B, a C) a deviti a-Sroubovic (A-I)
s odkrytou mobilni reaktivni smyckou obsahujici methioninovy zbytek v poloze
358 polypeptidového fetézce, ktery je rozhodujici pro interakci s neutrofilni elastazou.
[7. 8]

Na obrazku 1 je zobrazena struktura A1AT, kde jsou B-listy A, B, a C uvedeny
v Cervené, modré a zelené barve (sA, sB a sC) a devét a-Sroubovic je oznaceno pismeny

A-I (hA az hl). Reaktivni smycka (RCL) se nachazi v horni ¢asti molekuly.

"Back"

Obr. 1: Struktura A1AT [9]
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Po pfipojeni enzymu k molekule A1AT je enzym piemistén z horniho do dolniho
polu proteinu, kde se inaktivuje a je odstranén z cirkulace. Dochazi ke konformacni
zméné proteinu vloZenim reaktivniho centra jako dalSiho Fetézce do B-listu molekuly.

[10] Zménu konformace zobrazuje obrazek 2.

Obr. 2: Konformacni zména A1AT pfi inhibici neutrofilni elastazy [11]

V levé obrazkové Casti je neutrofilni elastdza (tmavé Sedd) inaktivovdna pohybem
Z horniho do dolniho polu proteinu a v pravé casti obrazku je reaktivni smycka

(Cervena) vloZena jako dalsi vlakno do B-listu A (zelend).

Elastaza neutrofilii je protein o molekulové hmotnosti 29 kDa, ktery je tvofen
prekurzory bunék myeloidni fady pod vlivem rlstovych faktorti bile krevni fady
napft. faktoru stimulujiciho  granulocyto-makrofagové kolonie (GM-CSF) nebo
je deponovany V cytoplazmatickych granulich. Zraly granulocyt jiz neni schopen tvorby
elastazy. Je to enzym, ktery za normalnich okolnosti slouzi v plicni tkdni k likvidaci
poskozenych nebo starych bunék, bakterii a podpoie hojeni. Pii nedostatku A1AT
dochazi k nekontrolovanému napadeni zdravé plicni tkané a k rozvoji plicniho
onemocnéni. [12, 13]

Funkéni aktivita A1AT in vivo mize byt regulovana nékolika faktory. Jeho
schopnost inhibovat elastazy je znemoznéna piitomnosti aktivnich kyslikovych
produktii, meziproduktli z aktivovanych neutrofili a makrofagl, které mohou oxidovat
methionin na methioninsulfoxid. DalSim faktorem zpiisobujicim oxidaci je koufeni.

Takto postizené molekuly A1AT pozbyvaji schopnost vazat a neutralizovat proteazy.
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Tato situace je nebezpe¢na praveé u pacientl s nizkymi koncentracemi ALAT. Molekula
mize byt také inaktivovana proteolytickym ptuisobenim thiolovych protedz. [6, 14]
AL1AT potencuje proliferaci a diferenciaci B-lymfocyti navozenou cytokiny, pusobi
kostimulaénim efektem na produkci IgE (imunoglobulin E) a 1gG4 (imunoglobulin G)
lymfocyty B, které jsou stimulovany béznymi induktory napt. IL-4 (interleukin 4). [12]
Pfi napadeni organismu virem lidské imunodeficience (HIV) infek¢nost vyznamné
koreluje se snizenim exprese elastizy na bunééném povrchu monocytd,
ale ne na lymfocytech. Snizené hladiny A1AT koreluji se zvySenou expresi elastazy

na povrchu bunék a zvysuji infekénost HIV. [15]

2.2. LABORATORNI VYSETRENI A1AT

Pro stanoveni Al1AT jako proteinu lze pouzit metodu imunoturbidimetrie
a imunonefelometrie. Vysetfeni se provadi ze vzorku krevniho séra nebo plazmy.
Metoda je jednoducha, rychla a vysoce piesna. [2, 16]

A1AT je reaktant akutni faze, proto je nutné odbér pro moznou faleSnou negativitu
opakovat. Akutni zanét muize hladinu A1AT pii jeho deficitu normalizovat, ale
nedochazi ke zvyseni typickému pro tento stav. [1, 17]

Vysledek laboratorniho testu, ktery méfi hladinu alfa-1-antitrypsinu v krvi, mtze byt
uveden v riznych jednotkach méteni: miligramech na decilitr (mg/dl), mikromolech
na litr (umol/l) nebo gramech na litr (g/l). Referenéni rozmezi A1AT v krvi bézné
udavané v ¢eskych laboratofich je 0,9-2,0 g/l. [2, 13]

Mezi piic¢iny zvySené hladiny A1AT v krvi patii akutni zanéty (vzestup v plazmé
béhem 12 az 24 hodin, max. 4. - 5. den), nadory (napf. mnohocetny myelom, kdy
maligni plazmocyty v kostni dieni produkuji IL-6 (interleukin 6), ktery vede ke zvysené
produkci bilkovin akutni faze - alfa-1-antitrypsinu), hepatopatie (akutni i chronicka
hepatitida, alkoholova cirh6za) a progresivni polyartritida. ZvySenou hladinu
fyziologicky pozorujeme v téhotenstvi. [17, 18]

Snizené koncentrace A1AT u postizenych jedincit mé za nésledek vyskyt priméarniho
plicniho emfyzému (CHOPN). Dal$im onemocnénim, které je sdruzeno s nedostatkem
AlAT, je neonatalni hepatitida nebo cirhdza. Nékteti autofi uvadéji soucasny vyskyt

glomerulonefritidy nebo revmatoidni artritidy. [19]
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2.3. CHARAKTERISTIKA GENU PRO AIAT

SERPINAI gen (gen pro AlAT) patii do genové rodiny nazyvané serpiny
(inhibitory serinovych nebo cysteinovych peptidaz). Genova rodina je skupina gent,
ktera sdili stejné¢ charakteristiky. Klasifikace jednotlivych gent do rodin ukazuje,
ze jsou geny fylogeneticky ve vzajemném vztahu a vznikly z jednoho ptvodniho
genu. Oficidlni nézev tohoto genu je inhibitor serinovych enzymu (protedz), clade A
(alfa-1 antiproteinasa, antitrypsin), ¢len 1. Gen SERPINAI se nachazi na dlouhém (q)
raménku chromozému 14 v poloze 32.1. (14932.13), ktery je znazornén na obrazku 3.
Presngji fe¢eno, gen SERPINA1 se nachdzi od paru bazi 94,843,083 do paru bazi
94,857,028 na chromozému 14. [20]

Chr 14
= 0 = @
o o - - o e [2s] [ e Y] s} - (ST I I B o L T )
] 3] - - [ ] — — = ] [ S =+ - = W N
- - = = - = 3] L I o ] [ [ T Y Y I [} ] [ L T L T L R Ly ]
o o [+% fay o o faxy fa N - o o oo O faxy o o o oo o o O

lq23 1

| 1N N =

Obr. 3: Chromozoém 14 s lokusem q32.13 [21]

Gen SERPINAT nebo jeho genové produkty jsou zndmé 1 pod jinymi nazvy:
AlA, A1AT, AIAT HUMAN, AAT, alpha-1 antiproteinase, alpha-1 antitrypsin,
alphalAT, alpha-1 proteinase inhibitor, PI, PI1, protease inhibitor 1 (anti-elastase),
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin),
member 1. [20]

AI1AT je kédovan piiblizné 12,2 kb dlouhym genem, ktery je slozen ze 7 exont
a 6 intront. Ze 7 exonu jsou ¢tyfi kodujici (11, 11, 1V, V) a tii nekodujici (la, 1b a Ic).
SERPINAI1 gen koduje 418 aminokyselin proteinu, z toho 24 aminokyselin tvofi
signalni peptid (viz obrazek 4). [4, 14]

signal
e (A7) (G>a)
pep Glu26aval Glu3d2lys

| l

5 H ﬂ Il 1 v ' —3
|

Transcription Protein coding region
control region

Obr. 4: Struktura SERPINA1 genu s mistnim oznacenim nejcastéji vyskytujicich

se mutaci [4]
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24. MUTACE V GENU SERPINA1

Gen A1AT vykazuje zietelnou genetickou polymorfii. Bylo identifikovano vice nez
120 mutaci v genu SERPINAI1. N¢které z nich vSak nemaji vliv na produkci ATAT,
zatimco jiné ano. Mnoho mutaci méni jednotlivé bloky stavebnich proteint
(aminokyselin) v A1AT a dochazi ke zméné¢ struktury celého proteinu. [1, 20]

Alely alfa-l-antitrypsinu se dédi v rodinach autozomalné kodominantné.
Kodominantni dédi¢nost znamena, Zze mohou byt vyjadieny dvé rizné varianty (alely)
genu a ob¢ verze prispivaji ke genetické vlastnosti. Kazdy jedinec ma dvé kopie genu
pro AL1AT a obdrzi jednu kopii genu od kazdého rodice. Vétsina lidi ma dvé normalni
kopie alfa-1-antitrypsinového genu. Jedinci s deficitem maji bud’ jednu normalni kopii
a jednu kopii posSkozenou nebo obé kopie poskozené. Ti, kteti maji jeden normalni gen,
mohou produkovat relativni dostatek A1AT a zit zdravy zivot, zejména pokud nekoufi.
Lidé, kteti maji poskozené obé kopie genu, nejsou schopni produkovat dostate¢né
mnozstvi ALAT. [16]

Bylo identifikovano vice nez 90 alel, ale jenom nékolik z nich byva spojeno s nizkou
nebo nedetekovatelnou hladinou A1AT v séru. [21]

Pii analyze DNA jsou nejcastéji zachyceny alely PiM, PiS a PiZ. Alela PiM
(zkracen¢ alela M) je populacné nejbézngjsi alelou SERPINAI1 genu (wild type).
Vétsina lidi ma genotyp MM se dvéma kopiemi alely M v kazdé bufice a je spojen
PiZ (zkracené Z) a PiS (zkracené S). Celosvétové se odhaduje, ze 161 miliond lidi ma
jednu S nebo Z alelu a jednu M alelu v kazdé bunice (genotypy MS nebo MZ). Oznaceni
M, S, Z alel vyplyva z rychlosti migrace v gelové elektroforéze. M alela migruje stfedni
rychlosti, S pomalou a Z velmi pomalou rychlosti. [1, 20, 22]

V evropské populaci je relativné vysoka frekvence PiM, PiS a PiZ alel. Vysoky
vyskyt S a M alel v evropské populaci a s tim souvisejici relativni snizeni plazmatické
hladiny A1AT nemusi mit pro nositele pouze negativni dopad. Bylo prokéazano,
ze heterozygoti MZ a MS jsou 1épe chranéni pred tuberkuldézou plic. Lepsi prognozu,
mensi rozsah plicniho poSkozeni a mensi riziko sekundarnich infekénich komplikaci

maji pacienti s cystickou fibrézou plic. [12, 23]
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24.1. Z mutace

Pii nejbéznéjsi mutaci v A1AT oznaCované jako Z mutace (nebo Z alela) dochazi
k ndhradé aminokyseliny kyseliny glutamové lysinem Vv pozici 342 proteinu
(Glu342Lys, GAG—AAG). Jedna se o zaménu dusikové baze guanin za adenin
v nukleotidové pozici 11940 v exonu 5. Z alela produkuje velmi malo A1AT. [20, 22,
24]

Mutace Z je v molekule alfa-1-antitrypsinu umisténa na hlavé provazce 5A a spodni
casti reaktivni smycky. Tato zména ve struktuie bilkoviny podporuje interakci mezi
reakénim centrem smycky v jedné molekule a mezerou v B-listu A dal$i molekuly
A1AT, coz zpisobuje vznik molekularni vazby nebo tzv. polymeraci smycka-list. [8,
25]

Patologicky genotyp spojeny s jaterni 1ézi a nizkou hladinou A1AT je téméf vzdy
genotyp ZZ. Jeho frekvence je uddvana v rozmezi 1: 1500-3500. Takovy clovek
nemiize mit normdlni hladinu AT1AT, kter4 by dostatecné chrénila plice a ma tedy mirn¢
zvySené riziko poskozeni plic nebo jater, zejména pokud koufi. [1, 16]

Homozygoti ZZ jsou charakterizovani hladinou pod 10 % normalnich hodnot,
U heterozygoti MZ je hladina snizena na 60 % (50 % hladiny kodovano alelou M
a 10 % alelou 2). [12]

Ve Spojenych statech je predpokladany vyskyt heterozygotnich genotypi Z 2 az 4 %
a prevalence homozygotniho genotypu ZZ je 0,02-0,04 %. Piiblizné 4 % Evropant jsou
heterozygotni pro alelu Z (genotyp MZ) a cca 1/1700 jedinct je homozygotem ZZ. [26,
27]

24.2. S mutace

Alela S je dal$i varianta, ktera zpiisobuje deficit AIAT (AATD). Vytvafi stfedné
nizkou hladinu tohoto proteinu. [16, 20]

Pii mutaci v A1AT, oznacované jako S mutace (nebo S alela), dochazi k nahradé
aminokyseliny kyseliny glutamové valinem v pozici 264 proteinu (Glu264Val,
GAA—GTA). Jedna se o zaménu dusikové baze adenin za thymin v nukleotidové

pozici 9628 v exonu 3. [12, 22, 23]
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Homozygoti SS vykazuji 50 % normalni koncentrace A1AT, heterozygoti MS asi
80 % a jedinci s genotypem ZS méné nez 40 % normalni koncentrace. [28]

Ve Spojenych stitech ma 3 az 8 % jedincl heterozygotni genotyp S a piiblizné
0,05 % populace ma homozygotni genotyp SS. Na nasem kontinenté je S mutace béZzna
v jizni Evropé, kde bylo prokdzano 28 9% heterozygotnich jedincti (genotyp MS)
a vyskyt jedincti s homozygotnim genotypem SS je nizsi nez 1 %. [26, 27]

2.4.3. DalSi mutace

Nékteré varianty A1AT patii mezi genetické polymorfismy, které nemaji vliv
na mnozstvi A1AT v séru ani na jeho funkci. Mezi M varianty patii M1 (Ala213Val,
GCG—GTG), M2 (ArglOlHis, CGT—CAT) a M3 (Glu376Asp, GAA—GAC).
Dal$imi béZnymi variantami jsou V, T, a Lfrankfurt. [4, 23]

Jiné varianty vedou k produkci abnormalné malé formy A1AT, ktera je rychle
odbourana v jatrech. V dusledku toho maly nebo zadny A1AT neni k dispozici
Vv plicich. Jedinci s témito mutacemi maji zdrava jatra a plice jsou bez ochrany A1AT.
Tvorba polymert mize byt zptisobena variantami S (Glu264Val) a | (Arg39Cys), které
jsou spojeny s mirnéj$im nedostatkem a mensim rizikem onemocnéni. Rychlost tvorby
polymert je mnohem pomalejsi nez u varianty Z, Siiyama N€00 Maion, c0Z vede k mensi
retenci proteinu v hepatocytech, mirn¢jsimu nedostatku v plazmé a k zanedbatelnému
riziku vzniku onemocnéni u heterozygoti. Dalsi variantou A1AT je F alela
(Arg223Cys, CGT—-TGT). Bodova mutace v této variant¢ zavadi cystein namisto
argininu. Normalni molekula A1AT ma jeden zbytek cysteinu. Zavedeni druhého
zbytku cysteinu do této molekuly podporuje tvorbu disulfidovych intramolekularnich
a intermolekularnich vazeb s jinymi molekulami A1AT. [4, 10, 20]

Stejné jako varianta I (Arg39Cys, CGC—TGC) je i varianta P (Val256Asp
GAT—GTT) doprovazena mirnym poklesem koncentrace bilkovin (60 az 70 %
normalni hladiny). [23]

Mezi dalsi deficitni varianty A1AT, které jsou spojeny se snizenim sérové
koncentrace ALAT a vznikem emfyzému patfi napiiklad Mheerlen, Mprocidas Mauartes
Mumineral springss Plowell @ Whethesda. Siiyama Varianta je nejcastéjsi pficinou nedostatku AIAT

v Japonsku a varianta Mmaiton na Sardinii. Obé z téchto alel pravdépodobné zpisobuji
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jaterni onemocnéni. Varianta Mpmaien (APhe52, delece TTC) je doprovazena
dramatickym poklesem hladiny méné nez 20 %. [14, 23]

Varianty A1AT, pii kterych je hladina A1AT nedetekovatelna, se nazyvaji null
alelické varianty a jsou spojeny s pifed¢asnym rozvojem emfyzému. Piikladem je alela
Nulliydwigshaten. NUll varianty nezpiisobuji polymeraci A1AT a tudiz nepfedstavuji riziko
onemocnéni jater. Nejcastéjsi jsou mutace, které zavadéji predcasny stop kodon jako
napiiklad Nullpejiingham (Lys217AAG — StopTAG). [4, 14, 23]

Mezi nefunkéni varianty patéi vzacna mutace Pittsburgh (Met358Arg) v aktivnim

misté molekuly A1AT, kdy dochdzi ke zmén¢ inhibitoru elastazy na inhibitor trombinu.

[4]

2.4.4.  Vztah mezi genotypem a hladinou A1AT v krvi

SERPINALI alely jsou vyjadfeny kodominantné, proto bude mit typ a kombinace
mutaci za nasledek riznou hladinu cirkulujiciho A1AT a souvisejici klinické projevy.

[29] Jednotlivé genotypy a jejich odpovidajici krevni hladiny A1AT uvadi tabulka 1.

Tab. 1: Genotypy a jejich odpovidajici krevni hladiny A1AT (modifikace tabulky) [13]

GENOTYP pmol/l mg/dl g/l
MM (dvé normalni 20-48 150-350 1,5-3,5
kopie)
MZ (jedna normalni a 17-33 90-210 0,9-2,1
jedna deficitni kopie)
SS (dvé nepatrné 15-33 100-200 1-2
deficitni kopie)

SZ (jedna deficitni a 8-16 75-120 0,75-1,2
jedna nepatrné deficitni

kopie)
7.7 (dvé deficitni kopie) | 2,5-7 20-45 0,20-0,45
NULL (dvé nefunkéni 0 0 0
kopie)

2.5. DEFICIT A1IAT

Deficit A1AT byl poprvé popsan v roce 1963 Laurellem a Erikssonem, kteti zjistili

absenci alfa-1-globulint pfi elektroforéze sérovych proteint. [11]
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Jedna se o geneticky dédiéné onemocnéni, které predavaji rodice na své déti
prostiednictvim svych genii a mize vést k zavaznému onemocnéni plic u dospélych
nebo k onemocnéni jater v kazdém véku. [30]

Pfi jaternim onemocnéni se abnormalni molekuly proteinu A1AT mohou navzijem
vazat a tvorfit polymery, které se hromadi v endoplazmatickém retikulu hepatocytti. Tim
je zabranéno jejich vyplaveni do krevniho ob&hu. Polymery vznikaji silnou interakci
mezi smyckou jedné molekuly AIAT a [-skladanym listem druhé molekuly
AL1AT = polymerizace smy¢ka-list. Pii kumulaci dojde k aktivaci kaspazy, stresovych
proteinti, poskozeni mitochondrii, apoptoze ¢i autofagii. Tyto zmény vSak nevysvétluji
zna¢nou variabilitu klinického prubéhu onemocnéni. [1, 6] Obrazek 5 uvadi schéma

polymerizace A1AT.

Obr. 5: Schéma tvorby polymertt A1AT v jatrech [31]

Na obrazku je zobrazeno schéma tvorby polymerti Z varianty alfa-1l-antitrypsinu
(Glu342Lys, viz Cerna Sipka) nebo mutace v doméné (modry kruh), ktera otvira p-list
a upfednostiiuje vloZeni ¢astecné smycky a vznik nestabilniho meziproduktu (M*).

B-list mize ptijmout bud’ smycka jiné molekuly A1AT za vzniku dimeru (D), ktery pak
zasahuje do polymert (P) nebo vlastni molekuly za vzniku latentni konformace (L).
Jednotlivé molekuly A1AT v ramci polymeru jsou zobrazeny v barvé Cervené, zluté

a modré.
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Podobny mechanismus tvorby polymert se vyskytuje i u dvou dal§ich mutaci, které
vedou ke snizeni plazmatické hladiny a zaroven K tvorbé jaternich inkluzi. Jedna
se 0 variantu Siiyama (Ser’>Phe) a Miaron (delece **Phe). [4, 12]

Cim vétsi je mnozstvi ulozeného abnormalniho A1AT, tim vétsi je pokozeni jater.
Toto onemocnéni lze =zatfadit mezi lyzosomdlni stfddaci choroby. Je jasné,
ze abnormalni A1AT musi byt ur€itym zplsobem z endoplazmatického retikula
vyluovan, protoze jinak by bylo postizeni organt ¢astéjsi a vyskytlo by se v niz§im
veku. Postizeni jater ddle zhorSuji i1 jiné faktory - hepatotoxické 1€ky, pravidelny ptijem
alkoholu, virova onemocnéni. [32]

Polymery A1AT mohou také pfispét k nadmémému zanétu a k rozvoji kozniho
onemocnéni — panikulitidy. (viz kapitola 2.7.3.) [20]

2.6. VYSKYT DEFICITU AIAT

Deficit se sice vyskytuje na celém svété, ale jeho prevalence se 1iSi podle poctu
obyvatel a etnika. Tato porucha postihuje asi 1 na 1500 az 3500 jedincd. Tento stav
se vyskytuje ve vSech etnickych skupinach, nejcastéji u bélocht evropského ptvodu.
U lidi asijského pivodu je deficit neobvykly. [16, 20]

Z vice nez 12 miliont lidi, u nichz byla diagnostikovana CHOPN (chronicka
obstruk¢ni plicni nemoc) ve Spojenych statech, je asi u 3 % z nich predpokladan vyskyt
deficitu A1AT. Odhaduje se, Ze 20 milionil lidi ve Spojenych statech jsou nositeli
neodhalenych abnormalnich kopii genu, které zptsobuji deficit a miiZze dojit k predani
do dalsi generace. [13]

Frekvence Z a S mutace v celé Evropé se velmi li§i mezi jednotlivymi zemémi,
geografickymi oblastmi a etnickymi skupinami. Distribuce S varianty se znac¢né lisi
od Z varianty a je také vice homogenni. Nejvyssi frekvence S alely je v jizni Evropé
(primérna genova frekvence 5,64 %) s vrcholem na Pyrenejském poloostrové (genova
frekvence >14 %). Distribuce postupné klesa podél jihozapadniho gradientu smérem
k severovychodnimu. Naproti tomu, Z alela je nejbéznéjsi v severozapadni Evropé
s frekvenci klesajici od zapadu na vychod a ze severu k jihu. Primérna genova
frekvence je 1,40 % s vrcholem v jizni Skandinavii, Dansku, Nizozemsku, Velké

Britanii a severni Francii (genova frekvence >2 %). [4, 10, 33]
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Frekvence Z alely v Evropé je nejvyssi ve skandinavskych zemich a frekvence
S alely ve Spanélsku a Portugalsku. [34]

Rozvoj onemocnéni do manifestniho stadia trva v primeéru 7 let. Po objeveni prvnich
pfiznaklti je nasledné stanovena diagnoza. Deficit AIAT je nejCastéjsi genetické
onemocnéni, kvuli kterému se provadi pediatrické transplantace jater. Environmentalni
faktory, zejména expozice tabdkovému koufi, chemickym latkdm a prachu, maji
pravdépodobny dopad na zavaznost deficitu A1AT. [13, 20]

Neni jasné, pro¢ nedostatek A1AT vede u nékterych pacientii k onemocnéni jater
a U ostatnich zptisobi onemocnéni plic. Za tento rozdil jsou cCastecné zodpoveédné
faktory zivotniho prostfedi. Plicni onemocnéni se vyviji u homozygoti ZZ, ktefi jsou
kufaci tabaku nebo jsou vystaveni dychéni drézdivych latek. Zatimco nekuféci jsou

ohroZeni onemocnénim jater, které se rozviji pozdé&ji v Zivoté. [35]

2.7. KLINICKY OBRAZ DEFICITU AIAT

Klinicky stav spojeny s nedostatkem A1AT vyplyva predevS§im z poSkozeni tkané
v disledku nekontrolované aktivity elastazy v plicich nebo hromadénim Spatné

slozeného nebo agregovaného proteinu v jatrech. [29]

Mezi ptiznaky deficience A1AT patfi:

Priznaky tykajici se plic:
e dusnost
e chronické bronchitida
e kaSel s nebo bez vykaslavani sputa
e opakujici se infekce dychacich cest
e mensi tolerance zatéze
e astma bez odpovédi na 1écbu
e celoro¢ni alergie

e bronchiektazie
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Priznaky tykajici se jater:
e nevysvétlitelné onemocnéni jater nebo zvysSené jaterni enzymy
e zezloutnuti kiize a o¢niho bélma (Zloutenka)
e otok bficha (ascites) nebo nohy

e zvraceni krve (z rozsifené Zily v jicnu nebo zaludku) [30]

Vrozeny deficit je jiz v détstvi provazen vyraznymi a zavaznymi klinickymi
piiznaky. V dusledku vznika chronicka choroba bronchopulmonalni, emfyzém plic
ajaterni cirhéza. Ziskany deficit vznikd jako disledek nadmérnych ztrat bilkovin

piipadné proteinové malnutrice. [2]

2.7.1.  Onemocnéni plic

Deficit A1AT se muze projevit jako onemocnéni plic u dospélych. Mezi prvni
ptiznaky AATD patii duSnost a sipani, které se objevi mezi 20. az 40. rokem. Jiné
symptomy mohou zahrnovat opakované respiracni infekce, tinavu, buSeni srdce pfi
vstavani, problémy se zrakem a nechtény ubytek na vaze. Pozdé&ji se mize rozvinout
polyglobulie a cor pulmonale. CT vysetfeni prokaze bilateralni bazalni emfyzém. Horni
laloky plic a jejich vaskularizace jsou relativné normalni. Nachazime typicky
spirometricky nalez s poklesem poméru FEV3/FVC a prukaz fenoménu zadrzovani
vzduchu (air-trapping). [12, 16]

Deficit A1AT je diagnostikovan u mnoha lidi s chronickou obstrukéni plicni nemoci,
ktera miiZze byt zpiisobena praveé timto deficitem. Nekteii jedinci s pokrocilym AATD
maji poskozeny malé vzdusné vaky (alveoly) v plicich. Ptiznaky zahrnuji rozedmu plic,
potize s dychdnim, kaSel a sudovity hrudnik. Koufeni nebo expozice tabakovému koufi
zvySuje vyskyt symptomi a poskozeni plic. Mezi dalSi bézné diagndzy patii astma,
chronické bronchitidy a bronchiektazie - chronicky zanétlivy nebo degenerativni stav
bronchi a bronchiolu. [16, 20]

Deficit A1AT je nejcastéjsi znamy geneticky rizikovy faktor pro vznik emfyzému.
Jedna se o plicni onemocnéni zpisobené zni¢enim jemnych stén malych vzduchovych
vaklil (alveoll). S touto destrukci plicni sklipky ztraci svoji pruznost. Ve vétSich

alveolech nemtize spravné probihat vyména kysliku a oxidu uhli¢it¢ho. Emfyzém
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obvykle vyvolava ptiznaky u lidi ve véku 30 nebo 40 let. I kdyz neexistuje zadny 1€k,
je k dispozici 1écba priznakd a terapie, ktera zpomali destrukci. Pacienti s téz§im
¢i pokrocilym plicnim onemocnénim mohou byt kandidati na transplantaci plic. [13, 30]

Pacienti trpi na chronické bronchitidy. Plice jsou oteklé, ucpané hlenem
a je omezeno proudéni vzduchu. Pradusky dychacich cest jsou ¢asto v bronchospasmu,

stahy svall snizi pratok vzduchu a tento stav vede k rozvoji chronického kasle. [13]

2.7.2.  Onemocnéni jater

Klinicky obraz s AATD souvisejicim onemocnénim jater je velmi variabilni
a pohybuje se od chronické hepatitidy a cirhozy az k fulminantnimu selhani jater. [36]

Asi u 10 % novorozencii s homozygotnim genotypem ZZ dochazi k rozvoji
syndromu neonatalni hepatitidy. Prodlouzena zloutenka po porodu s konjugovanou
hyperbilirubinémii a abnormalnimi hodnotami jaternich enzymu jsou charakteristické
klinické pfiznaky tohoto genotypu. Tento syndrom je povazovan za akutni reakci
na polymeraci abnormalniho proteinu v hepatocytech. [1, 34]

Déti s onemocnénim jater v dasledku deficitu trpi prijmy, mohou mit Spatny rast
a nedostatecnou télesnou hmotnost. Jiz v prvnim roce Zivota dochazi ke zvySeni
aminotransferaz a cholestatické Zloutence. Nachazime zvétSend jatra a slezinu.
Ztvrdnuti jater mlZe vést k otoku bficha, které je zplsobeno hromadénim tekutiny.
U starSich déti a dospélych byva ptitomny pocit Slabosti a unavy. Vétsina z nich vSak
nema vubec zadné piiznaky onemocnéni jater. [30, 32]

Piiblizné 15 % dospélych s deficitem ma poSkozend jatra a vzhledem k tvorbé
jizevnaté tkan¢ v jatrech dochazi postupné K rozvoji cirhdzy. Mezi pfiznaky cirhozy
patii zdufeni bficha, otoky chodidel nebo nohou a Zloutenka. Jedinci jsou také vystaveni

riziku vzniku hepatocelularniho karcinomu. [20]

2.7.3. DalSi onemocnéni

Vzacné se miZe u tohoto deficitu projevit onemocnéni znamé jako panikulitida.

Jedna se o zanét podkozni tukové tkéané, 1iSi se podle zdvaznosti a mize se objevit
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v kazdém veku. Vyskytuje se rovnomérné mezi muzi i zenami a pramérny veék nastupu
je ptiblizné kolem 40. roku zivota. [13]

Panikulitida je zanét tukové a vazivové tkané, ktera se nachazi tésné pod vnéjsi
vrstvou naSi pokozky. Vypadéd jako vceli plastev, kde jsou kulicky tuku oddélené
sténami nebo septem. [30]

Muze vzniknout z mnoha pfi¢in a deficit ALAT je jednim z nich. Mezi dalsi pfic¢iny
patii onemocnéni pojivové tkané¢ (systémovy lupus erythematodes, revmatoidni
artritida). Panikulitida je zakladem tzv. lymfoproliferativnich onemocnéni (napf.
lymfom), onemocnéni slinivky btisni, dny, dysfunkce ledvin, dale tzv. ateroembolizace,
kdy se srazenina z krevnich cév dostava do fibro-tukové vrstvy na kuzi. Dalsi pfi¢inou
mohou byt nezadouci G¢inky n€kterych 1éka véetné kortikosteroida. [13]

Onemocnéni se projevuje vyskytem typicky cCervenych skvrn na kizi, které
se mohou vyskytnout kdekoliv na téle. Bézn¢ se nachazi v oblasti stehen, hyzdi
a v oblastech podléhajici zranéni a tlaku. Skvrny se mohou vyvinout v hluboké viedy
nakizi s poskozenim tkéné, tzv. nekréozu. Tyto nekrotické skvrny jsou obvykle

bolestivé na dotek. Lékaisky termin pro tento stav je nekrotizujici panikulitida. [30]

2.8. LECBA DEFICITU A1AT

Lécba je ve vétsingé pripadi zaméfena symptomaticky. Hlavnim cilem je prevence
nebo zpomaleni progrese onemocnéni plic.

Pacienti s emfyzémem podstupuji terapii bronchodilatancii, inhala¢nimi kortikoidy,
pfipadné vyuzivaji kontinualni oxygenoterapii. Volbou mtize byt transplantace plic pro
pacienty v konecném stadiu onemocnéni plic. Mezi dalsi postup patii odvykani koureni.
Pro 1écbu je zasadni, jestli osoba s AATD kouii nebo ne. U pacientd s emfyzémem
se jako dopliikova léEba pouziva intravendzni podavani A1AT. Lécba je nakladna
a nezbytné celozivotni. Neni jasné, zda ma tento postup preventivni efekt. [6, 12, 16]

Sklada se z tydennich nitroZilnich infuzi purifikovaného A1AT z plazmy zdravych
darcti testovanych na hepatitidu A, B, a C, HIV 1 na dalsi infekéni viry. Cilem
je zvyseni koncentrace proteinu v krvi, plicich a zpomaleni nebo zastaveni progrese
plicniho onemocnéni. Tato 1é€ba nemuze obnovit ztracené funkce plic, ale neni

povazovana za lék. Mezi nejCastéj$i nezadouci ucinky patii bolesti hlavy, horecka,
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kopftivka a tinava. Zavazné nezadouci ucinky napft. anafylaxe a selhani srdce jsou velmi
vzacné. [5, 16, 30]

Dlouhodobéjsiho efektu by se mohlo dosahnout prostfednictvim technik
proteinového inzenyrstvi. Snahou je nahradit methionin v pozici 358 jinym
aminokyselinovym zbytkem, ktery by nepodléhal oxidaci, neovliviioval funkci proteinu
a mohl poskytovat ochranu proti proteazam mnohem delsi dobu. V uvahu pfipada
| genova terapie, pii které by se do dychacich cest aplikoval modifikovany adenovir
s vlozenym genem pro A1AT. Po infekci timto virem by mohly plicni epitelidlni bunky
exprimovat tento gen a lokaln€ vytvaret A1AT. Pokusy na zvifatech naznacuji, Ze by
tato metoda mohla byt uskuteCnitelnd. Na experimentalni trovni zastava i 1éCba
kyselinou retinovou, kterd mé pozitivni vliv na regeneraci alveoll u pokusnych krys
s deficitem. U ¢lovéka chybi o této 1é¢be dostatek poznatkd. [6, 12]

Neexistuje zadna specificka terapie s deficitem souvisejicim onemocnénim jater.
Klinicka péce spociva predevsim v poskytovani podplrnych opatfeni, ktera se zamétuji
na symptomy, 1é¢bu biochemickych abnormalit zptisobenych dysfunkci jater a prevenci
komplikaci. [14]

Transplantace jater je né€kdy nezbytné Zivot zachranujici opatieni. NaStésti studie
ukazuji, Ze pouze malé procento lidi s deficitem a postizenymi jatry vyZzaduje
transplantaci jater. Klinicka pracovisté konstatuji, ze pacienti s tézkou poruchou funkce
jater maji nizkou miru onemocnéni a jsou schopni Zit relativné normalni Zivot.
Po transplantaci jater zdravého darce uvoliuji pacienti A1AT do krve. Perspektivnim
postupem je terapie orientovand na blokadu polymerace in vivo a tim zabranéni rozvoje
poskozeni jater. U¢inny by mél byt jakykoliv postup, ktery by urychlil sekreci A1IAT
z jaternich bunék. [12, 13]

2.9. DIAGNOSTIKA DEFICITU A1AT

Deficit ALAT muze byt diagnostikovan jiz v novorozeneckém ¢i kojeneckém veéku.
V¢asna diagnoza deficitu A1AT je velmi dulezita. [1, 30]

I kdyz je deficit jednim z nejcastéjSich genetickych poruch na svété, je Casto Spatné
diagnostikovan. Mnoho pacienti ma astma, bronchitidu, symptomy souvisejici
se stresem, rozedmu plic zplsobenou koufenim nebo chronickou obstrukéni plicni

nemoc neznamého puvodu. [13]
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Diagnostika se opira o zjisténi poklesu frakce alfa-1-globulint v séru pod 2 % nebo
0 pfimy prikaz nizké koncentrace A1AT. Kvantitativni stanoveni A1AT v séru
je variabilni, pouze stanoveni fenotypu urci kompletni diagnozu. Histologické vySetieni
jaterniho punktatu prokaze PAS-pozitivni inkluze s obsahem A1AT. Diagndzu potvrdi
az molekularni vySetfeni Pi lokusu. Je vhodné pravidelné sledovani transamindz,
ultrasonografie (USG) je indikovana pravidelné pro véasnou diagnostiku maligniho
zvratu. [32]

Diagnostika mé& vyznam u emfyzému a novorozeneckych hepatopatii. Odlisna
pohyblivost nejcastéjSich variant M, S, Z na elektroforéze umozni zakladni screening
a vzacné formy odlisi nezbytné genetické vySeteni. Dalsi vyznam je u reakce akutni
faze, kdy je syntéza A1AT v jatrech stimulovidna prozanétlivymi cytokiny. Nové
je A1AT vyuzivan jako endogenni marker pfi ztraté proteinti (exsudativni enteropatie).
Stanoveni koncentrace A1AT ve stolici pfispiva ke stanoveni diagnézy a rozsahu
Crohnovy choroby nebo ulcerdzni kolitidy. [12]

29.1. Klinické vySetieni

U osoby podezielé na AATD se pii vySetieni odhali sudovity hrudnik. Pti poslechu

na hrudi stetoskopem se objevi dusnost a jsou slySet dychaci Selesty. [16]

2.9.2.  Laboratorni vySeti‘'eni

Laboratorni diagnostika je zaloZena na testovani vzorku krve u osob, které jsou

V podezieni na AATD. Obvykle se provadi tfi typy testi:

1. genotypizace, ktera ur¢i mutace v genu pro ALAT
2. fenotypizace, kterd urci typ A1AT bilkoviny

3. stanoveni mnozstvi A1AT v krvi ¢loveka (viz kapitola 2.2.) [16]

Isoelektrickd fokusace (IEF) je klasickd metoda pro stanoveni fenotypu AI1AT
aje povazovana za zlaty standard pro identifikaci ALAT varianty. Tato metoda
je pomérné pracna a Casové naro¢na. Principem IEF je oddéleni proteinti na zakladé

jejich naboje v gradientu pH gelu. [24, 36]
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Varianty jsou pojmenované podle abecedy a souvisi s jejich migrac¢ni rychlosti
v gelu. Normalni A1AT migruje ve stfedu (M). Pokud varianty migruji rychleji nez M
jsou oznaceny A-L a pokud pomaleji jejich oznaceni je N-Z. [10, 37]

Dalsi vyznamné laboratorni informace poskytuje biopsie jater, ktera ur¢i zavaznost
poskozeni. Toto vySetieni s sebou nese velmi malé, ale potencialn¢ zavazné riziko
vyskytu nezadoucich ucinkd (napt. krvaceni). Biopsie je vyhrazena pro pacienty
s probihajicim onemocnénim jater. Pti jaterni biopsii jedince s deficitem ALAT se pod
mikroskopem zkoumaji jaterni buniky, které jsou naplnény granulemi. Ve skute¢nosti
sejedna o abnormalni A1AT protein, ktery nelze odstranit z jater. Granule jsou
ptitomny i u jedinci, kteti nemaji s deficitem A1AT spojené onemocnéni jater. Pomoci
biopsie jater se prokazuje akumulace A1AT v jaterni bufice ve formé& PAS pozitivnich,
diastdza rezistentnich globuli a jejich podstatu je moZzné oziejmit pomoci
imunohistochemického vySetieni. [1, 13]

Ke genotypizaci SERPINA1 genu lze pouzit sekvenovani nebo stanoveni
polymorfismu délky restrik¢énich fragmentt (PCR/RFLP). [22]

V ramci experimentalni ¢asti diplomové prace byla k detekci nejcastéji vyskytujicich
se alel (M, Z a S) pouzita genotypizace pomoci real-time PCR a hlavnim principem
meéfeni byla analyza teploty tani danych vzorki DNA se znacenymi hybridiza¢nimi

sondami.

2.9.3. Real-time PCR

2.9.3.1. Princip real-time PCR

Real time PCR (PCR v realném c¢ase) vychazi z principu PCR a krom¢ kvantifikace
ma tato metoda Siroké uplatnéni v klinické diagnostice pfi genotypizacni analyze. Pro
tuto metodu byl vyvinut specialni termocyklér (real-time cyklér), ktery je kombinaci
klasického termocykléru a fluorescenéniho skeneru. Priistroj umoziuje detekci
fluorescence a monitorovani PCR reakce v realném case. [38]

Kvalitativni analyza (mutani analyza) je zaloZena na detekci zmén sekvence
analyzovanych amplikonii. Ke genotypizaci lze pouzit hybridiza¢ni nebo hydrolyza¢ni
sondy. Pti genotypizaci pomoci hybridizac¢nich sond se pouziva analyza kiivky tani.

Ptistroj méfi charakteristickou teplotu tani cilové DNA a identifikuje rizné genotypy
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na zaklad¢ odlisnych teplot tani produkti. U kazdého vzorku je zméfena teplota tani,
pik tani, vyska, Sitka a plocha pod kazdym pikem. [39]
RozliSeni zdravé a mutované alely pomoci hydrolytickych (TagMan) sond probiha

na principu tzv. alelické diskriminace (viz 2.9.3.3.).

2.9.3.2. Genotypizace pomoci hybridiza¢nich sond

Hybridiza¢ni sondy se velmi ¢asto pouzivaji v klinickych laboratotich pro zjistovani
genotypll asociovanych s chorobami pomoci analyzy kiivky tani po dokoncené PCR
amplifikaci. Zjistime malé mutace nebo polymorfizmy v genech zarodec¢nych linii, které
zpusobuji  dédi¢né choroby (cysticka fibréza, zilni trombdza, emfyzém,
hemochromaté6za a hypercholesterolémie). [39]

Jednoduse znacené hybridizaéni sondy (FRET sondy) vyuzivaji principu FRET
(fluorescence resonance energy transfer) = pienos energie mezi dvéma sousedicimi
sondami pfi jejich prostorovém pfiblizeni. Jedna sonda je znafena na 3’ konci
donorovym a druhd na 5° konci akceptorovym fluoroforem a jsou navrzeny tak, aby
hybridizovaly k cilové sekvenci nukleové kyseliny v tésné blizkosti obvykle
s dvounukleotidovou mezerou. Muta¢ni (sensor) sonda hybridizuje s vysetfovanou
sekvenci a ma nizsi teplotu tani nez sonda kotvici (anchor) sonda. Nizsi teplota tani
mutaéni sondy zajiStuje, Ze je fluorescenéni signal vygenerovany béhem analyzy kiivky
tani stanoven pouze muta¢ni sondou. [38, 40, 41]

Teplota tani je zavisla na Grovni komplementarity mezi muta¢ni sondou a templatem
DNA. V piipadé, Ze je mutacni sonda netplné komplementarni, hybrid je nestabilni
ama nizs§i teplotu tani. Pokud je pIné komplementdrni, ma teplotu tani vyssi.
Pti ochlazeni reakéni smési nasednou vSechny sondy bez ohledu miry komplementarity
na amplikon amplifikovany predeslou PCR. Po nasednuti obou sond dochazi k excitaci
donorového fluoroforu, ktery emituje fluorescenéni svétlo k excitaci akceptoru.
Vysledkem je nartst fluorescence na maximum, ktery je detekovan pfistrojem.
V ptipadé, Ze vzorek obsahuje mutovanou alelu, dochazi pti postupném ohfivani smési
k uvolnéni sondy a poklesu fluorescence. K uvolnéni plné¢ komplementarni sondy
z nemutované alely (wild type, wt) dojde az pii vyssi teploté, coz je opét detekovano

jako pokles fluorescence. Vysledek je interpretovan jako zmeéna fluorescence
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pti riznych teplotach a z maxima vzniklého grafu tak lze stanovit genotyp pacienta. [38,

41] Vysledné kiivky tani pro rizné genotypy zobrazuje obrazek 6.

Fluorescence
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Obr. 6: Kfivky tani zdravého homozygota (wt/wt), nemocného homozygota (mut/mut)
a heterozygota (wt/mut) [42]

V horni ¢asti obrazku je vynesena kiivka tani (zavislost intenzity fluorescence oproti
teploté), ktera v oblasti teploty tani strmé klesd. V dolni ¢asti obrazku vidime zdpornou

derivaci kiivky tani, kde je teplota tani zobrazena jako vrchol kiivky.

2.9.3.3. Genotypizace pomoci hydrolyza¢nich sond

Principem genotypizace pomoci TagMan sond je vzajemna diskriminace alel
s pouzitim odliSn¢ znafenych fluorescencnich hydrolyzacnich sond, které se lisi
v sekvenci pouze v misté SNP (single nucleotide polymorphism). Na 5" konci obou
hydrolyza¢nich sond je navazan odlisné znaceny fluorofor (reportér) a na 3° konci
je zhasec (quencher), ktery piijima energii od fluoroforu a vyzatfuje energii s delsi
vlnovou délkou. Sonda je navrZena tak, aby jeji sekvence byla komplementarni k urcité
cilové sekvenci uvnitt amplifikované oblasti. Jedna sonda je specificka pro wt alelu
a druha pro alelickou variantu. Pokud je sonda v neaktivnim stavu, fluorofor Se nachazi
Vv prostorové blizkosti zhdsece, ktery pohlcuje jeho fluorescencéni zareni. Na zakladé

ptitomné alely hybridizuje bud’ sonda specificka pro wt alelu nebo sonda pro alelu
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mutovanou. Pokud se jedna o heterozygota, hybridizuji obé dvé sondy. Hydrolyza¢ni
sondy vyuzivaji 5°-3" exonukledazové aktivity Taq DNA polymerazy k hydrolyze
navazanych sond na cilové sekvenci DNA. Taq DNA polymeraza se aktivuje
a prodluzuje fetézec ve sméru 5>3". Kdyz narazi na sondu, za¢ne ji S$tépit od jejiho
5" konce. Nasledkem je prostorové oddéleni fluoroforu a zhdsece, ktery prestane
pohlcovat jeho excitovanou energii a dochazi ke zvySeni fluorescencni aktivity.
Nenavazana sonda neni S$tépena, fluorescence je dal zhaSena a nasledné dochazi
K jejimu rozkladu. Pocet detekovanych alelickych variant v jedné sérii méfeni zavisi
na designu metody a na schopnosti piistroje detekovat urCity pocet odlisSnych
fluorescencnich signala. [40, 43, 44] Obrazek 7 zobrazuje alelickou diskriminaci sond
Vv pribéhu real-time PCR.
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Obr. 7: Mechanismus alelické diskriminace pii pouziti TagMan sond [45]

Obrazek popisuje alelickou diskriminaci fluorescenéné odlisné znacenych (FAM nebo
VIC) hybrolyzacnich sond. TagMan sonda (VIC) je komplementarni k sekvenci,
dochazi k jeji hybridizaci a nasledné¢ je vlivem exonukledzové aktivity DNA

polymerazy §té€pena, ¢imz dochazi k odd¢€leni fluoroforu (VIC) a zhdsece. Vysledkem

31



je zvySeni fluorescen¢niho signalu. Nekomplementarni sonda (FAM) zistava

nenavazana, quencher dale zhasi fluorofor a nevznika zadny fluorescencni signal.

Signal fluorescencnich sond je zobrazen v bodovém grafu. Vyrazny signal z jedné
nebo druhé sondy znamend, ze pacient je bud’ zdravy, nebo nemocny homozygot.
U heterozygotniho jedince davaji signal ob&é dvé sondy v poméru 1:1. Pii detekci
je nutno zohlednit tzv. background fluorescenci, kterou zptsobuje fada faktoru. Mezi
tyto faktory patii zejména degradace sondy, ptekryv fluorescenénich kanalli fluoroforii
pouzitych sond, nespravné hybridy sondy a jeji neodpovidajici alely. Vzorky s velmi
nizkym signalem fluorescence jsou oznaeny jako negativni. [46] Na obrazcich 8 a 9
uvadim bodovy graf a amplifika¢ni kiivku s vzristajicim fluorescenénim signalem sond

S moznymi vyslednymi genotypy.

NTC's
|— (no template confrols)
0 ’

.

6000 10000

Obr. 8: Bodovy graf fluorescenénich signald s vyslednymi genotypy [47]

Homozygote Allele A : VIC
(Allele A) Allele G : FAM

S Homozygote
(Alleld G)

Obr. 9: Amplifikacni kiivka s vzrustajicim fluorescen¢nim signalem sond [47]
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2.9.3.4. Vyhody a nevyhody metody real-time PCR

Tato metoda je pomérné nenarocna na provedeni a reprodukovatelnd. Dalsi vyhodou
je moznost analyzovat velké mnozstvi vzorku najednou bez nutnosti dalSich analyz
napf. elektroforeticka separace. Hlavnim limitem zatim ziistava vysokd potizovaci cena

potiebnych zatizeni. [48]

2.9.3.5. Vyuziti metody real-time PCR

Real-time PCR ma velmi Siroké vyuziti v molekularné¢ biologické diagnostice
i vyzkumu. V soucasné dobé patii k zakladnim laboratornim postuptim. Je vyznamnou
diagnostickou metodou pro detekci bodovych mutaci, jejichz povaha je dulezita pro
diagnostiku onemocnéni a spravnou 1é¢bu. Metoda dale slouzi ke kvantifikaci mnozstvi
produktu PCR, coz ma vyznam pfi studiu genové exprese nebo diagnostice nékterych

patogent. [38]

2.9.4.  Screening deficitu A1AT

U nemocnych, u nichZ se rozvine CHOPN ve véku do 45 let nebo u jedincu s velkou
rodinnou z4tézi CHOPN miize byt zjisténi deficitu A1AT velmi cenné. V téchto
pfipadech by se mél provést screening rodiny nebo podobné opatfeni. Koncentrace
A1AT pod 15 — 20 % normalnich hodnot je vysoce podezield z homozygotniho deficitu.
[49]

Ke screeningu deficitu A1AT lze pouzit elektroforézu séra, protoze AIAT tvoii
témet 80 % frakce alfa-1-globulinli. Diagnéza miize byt potvrzena kvantifikaci A1AT
v séru nefelometricky. [27]

Jako dal$i screeningovou metodu lze pouzit semikvantitativni hodnoceni hladiny
ATAT se stanovenim jeho biologické aktivity ve vzorcich zaschlé krve na kartickach
z filtra¢niho papiru. Metoda je zaloZena na principu enzymatického inhibi¢niho testu
v agarovém gelu. Otlak disku z karti¢ky s krevni skvrnou je umistén mezi dvé agarové
vrstvy, kdy jedna z nich obsahuje standardni mnozstvi trypsinu a druhd odtu¢néné

mléko. Jakmile trypsin prochazi diskem s krvi, dochazi k vytvoreni komplexu trypsinu
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s inhibitorem. Pouze aktivni trypsin projde vrstvou mlééného kaseinu, kterou natravi
atim porusi. Nad skvrnou krve s dostatecnym mnozstvi A1AT zistava mlécna zona
prakticky neprihlednd s difundovanym hemoglobinem. Velikost zo6ny udava

semikvantitativni informaci o mnozstvi A1AT. [21]
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3. CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace je optimalizovat a validovat metodu real-time PCR
pro vysSetieni mutaci Z a S v alfa-1-antitrypsinovém genu. Optimalizace bude zahrnovat
navrh master mixu, vybér vhodnych primerQ, zna¢enych hybridizac¢nich sond a jejich
mnozstvi, objem piidavané DNA, koncentrace hofe¢natych iontl a teplotni profil PCR
v termocykléru LightCyler 1.2.

Validace bude zahrnovat uréeni pravdivosti a specificnhosti metody. V dalsi fazi
bude probihat validace opakovatelnosti, mezilehlé preciznosti méfeni a urceni citlivosti
metody pomoci vzorku s klesajici koncentraci DNA.

Dal§im cilem bude porovnat vysledky takto pfipravené metody u souboru
klinickych vzorki DNA ziskanych z krve a vySetfenych akreditovanou metodou
zalozenou na principu PCR/RFLP. Poté vysetfit vzorky DNA z bun¢k bukalni sliznice.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. PREHLED POUZIVANYCH PRiSTROJU, REAGENCII
A SPOTREBNIHO MATERIALU

4.1.1. Pristroje

Cyklér Veriti (Life Technologies)

Vortex BioVertex V1 (Biosan)

Centrifuga Microfuge 18 (Beckman Coulter)
Termoblok, suché lazen (Major Science)
Automatickeé pipety 0,2 — 1000 pl (Finnpipette)
Real-time termocyklér LightCycler 1.2 (Roche)
Elektroforeticka vana se zdrojem (Owl)

Nanodrop ND 1000 (ThermoFischer)

vV V V V V V VYV V

4.1.2. Reagencie
4.1.2.1. Reagencie na izolaci DNA

Pro izolaci DNA byl pouzit kit QIAamp® DNA Mini Kit od firmy QIAGEN®, ktery

obsahoval:

» Proteinaza Q (Qiagen)
» AL pufr (Qiagen)

» AW1 pufr (Qiagen)

» AWS2 pufr (Qiagen)

» AE pufr (Qiagen)

36



4.1.2.2. Reagencie na PCR a real-time PCR

Primery

Primery byly navrzeny podle Snydera, 2006.

S MUTACE:

FW Forward primer 10 pmol/ul 5" - AGC GTT TAG GCATGT TTAAC -3’

RE Reverse primer 10 pmol/ul 5" - AAG TTT ATA CAG AGT AGC AGT G -3’

Z MUTACE:
FW Forward primer 10 pmol/ul 5" - GTC CAC GTG AGC CTT GCT -3’

RE Reverse primer 10 pmol/ul 5" - CAT GAA GAG GGG AGACTT GG -3’

Sondy

Sondy byly navrzeny podle Snydera, 2006.

S MUTACE:

Anchor sonda 5"—-CCC ACG ATATCA TCA CCA AGT TCC — 3" — Fluorescein
(2 pmol/pul)

Sensor sonda LC Red 640 -5"—CAC CTG GTA AAT GAACTC -3’
(2 pmol/ul)

Z MUTACE:

Anchor sonda 5"—-TGA AGC TGC TGG GGC CAT GTT T — 3" — Fluorescein
(2 pmol/ul)

Sensor sonda LC Red 640 — 5" — GAC CAT CGA CAA GAA AGG GA -3
(2 pmol/pl)
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4.1.2.3. Dalsi reagencie

PCR:

» 10X Takara pufr (obsahuje 15 mM roztok MgCl,)
» dNTPs 2,5 mM roztok (Takara)
» Taq HS, koncentrace 5U/ul (Takara)

» Demineralizovana voda PCR kvality

Real-time PCR:

» Fast Start DNA Master 10x (Roche)
» MgCl; 25 mM roztok (Roche)
» Demineralizovana voda PCR kvality

» Dimethylsulfoxid (DMSO)

Gelova elektroforéza:

» Agardza (Serva)
» Velikostni marker XIII (Roche)
» Ethidiumbromid 10 mg/ml (Merck)

4.1.3. Spotifebni material

» PCR zkumavky 200 pl
» Plastové eppendorfské zkumavky 1,5 ml
> Spicky kompatibilni s pouzitymi automatickymi pipetami
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4.2.

IZOLACE DNA PRO OPTIMALIZACNI A VALIDACNI UCELY
(PROTOKOL 1)

DNA jsem izolovala z péti anonymizovanych vzorki plné nesrazlivé krve (EDTA)
kitem QIAamp® DNA Mini Kit od firmy QIAGEN®. Pted izolaci je nutno vzorky

vytemperovat na laboratorni teplotu a v suché lazni piedehiat AE pufr na 70 °C.

Na izolaci DNA byly pouzity kolonky s pevnou fazi (SPE = solid phase extraction).

4.2.1. Postup izolace DNA

1)
2)

3)
4)
5)
6)

7)

8)
9)

200 pl vzorku plné nesrazlivé krve napipetujeme do eppendortky na 1,5 ml

Ke vzorku pfidime 20 pul QIAGEN Proteasy, 200 ul AL pufru pro uvolnéni
DNA z leukocytl a vortexujeme

Inkubujeme vzorek 10 minut pii 56 °C

V dalsim kroku ptidame 200 pl 96% etanolu a vortexujeme

Ptelijeme vzorek do kolonky se sbérnou tubou, zavieme vic¢ko a centrifugujeme
1 minutu pii 8000 ot./min

Pfemistime kolonku do nové cCisté sbérné tuby na 2 ml a tubu s filtratem
odstranime

Piiddme 500 pl AWI pufru, centrifugujeme 1 minutu pii 8000 ot./min
a opakujeme krok ¢€.6

Po pfidani 500 ul AW2 pufru centrifugujeme 3 minuty pii 14 000 ot./min

Piemistime kolonku do ¢isté eppendorfky na 1,5 ml, tubu s filtratem odstranime

10) Elujeme DNA 150 pl predehtatého AE pufru (70 °C)

11) Inkubujeme 1 minutu pfi laboratorni teploté a centrifugujeme 1 minutu pii 8000

ot./min

12) Eluovanou DNA zvortexujeme a ulozime do mrazaku na -20 °C.

4.2.2. Opticka charakteristika ziskané DNA

Koncentrace a cistota DNA byly meéfeny na pfistroji Nanodrop ND 1000
(ThermoFischer).
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Na obrazku 10 vidime grafické vyhodnoceni izolovanych vzorki DNA.
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Obr. 10: Grafické vyhodnoceni optické charakteristiky péti métenych vzorki DNA
Jedna se o graf zavislosti absorbance na vlnové délce 260 nm, ze které urcujeme
¢istotu a koncentraci nukleové kyseliny. Ziskané hodnoty koncentrace a Cistoty DNA

uvadi tabulka 2.

Tab. 2: Opticka charakteristika izolované DNA

Vzorek Koncentrace Cistota DNA
DNA DNA (ng/pl) (Aze0/Azso)
1 24,02 1,66
2 15,78 1,66
3 16,51 1,64
4 17,66 1,61
5 15,48 1,64

4.2.3.  Zavéry protokolu 1

Z tabulky 2 i obrazku 10 je patrné, ze nejvyssi koncentraci DNA ma vzorek €. 1,

ktery jsme nasledné pouzili pfi optimalizaci a validaci PCR reakce.
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OPTIMALIZACE PODMINEK PCR PRO Z A'S MUTACI V GENU
A1AT (PROTOKOL 2)

4.3.

Cilem optimalizace PCR reakce bylo urcit nejlep$i podminky pro detekci mutaci
v alfa-1-antitrypsinovém genu. Pro optimalizaci byly pouzity primery (viz kap.
4.1.2.2)). Pro obé mutace byl navrzen master mix, jehoz sloZeni uvadi tabulka 3
a optimalizovany tyto podminky: mnozstvi DNA, primerti, hofe¢natych iontl a teplotni

profil PCR.

Tab. 3: Slozeni a objem jednotlivych slozek zakladniho master mixu

MASTER MIX 1 vzorek 12 vzorkt
10x Takara pufr (obsahuje 2,5 ul 30 ul
15 mmol/l MgCl,)
dNTPs 2,5 mM roztok 2 ul 24 ul
Takara
Forward primer 10 pmol/ul 0,5l 6 ul
Reverse primer 10 pmol/ul 0,5l 6 ul
Taq HS Takara 5U/ pl 0,25 ul 3ul
H,0 17,25 pl 207 pl
celkem 23 pl

Ptipravila jsem Si zakladni master mix a 23 pl takto pfipraveného master mixu
napipetovala do kazdé z deseti zkumavek. V dalsi fazi jsem do kazdé zkumavky
piidavala rizna mnozstvi MgCl,, primert a vzorku izolované DNA ¢. 1 (viz kap. 4.2.).
Do 10. zkumavky byla misto DNA pfiddana H,O (negativni kontrola). Pfidavky téchto
komponent uvadéji tabulky 4 a 5.

Tab. 4: Ptidavky jednotlivych komponent k zakladnimu master mixu na detekci

S mutace a teplotni profily pro optimalizaci PCR

Vzorek | Master | Piidavek | PFidavek | P¥idavek | Profil
mix MgCl, | primeri DNA
1 23 ul 0 0 2 ul 50 °C
2 23 ul 1 ul 0 2 ul 50 °C
3 23 ul 2 ul 0 2 ul 50 °C
4 23 ul 0 RE 1,5 ul 2ul 50 °C
5 23 ul 0 0 4 ul 50 °C
6 23 ul 2 ul oba 1,5 ul 2 ul 50 °C
7 23 ul 0 0 2 ul 58 °C
8 23 ul 2 ul oba 1,5 ul 2 ul 38 °C
9 23 ul 2 ul oba 1,5 ul 2 ul 66 °C
10 23 ul 0 0 0 50 °C
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Tab. 5: Piidavky jednotlivych komponent k zakladnimu master mixu na detekci Z

mutace a teplotni profily pro optimalizaci PCR

Vzorek | Master | Pridavek | Pridavek | Pridavek | Profil
mix MgCl, primeru DNA
1 23 ul 0 0 2 ul 58 °C
2 23 ul 1ul 0 2 ul 58 °C
3 23 ul 2ul 0 2 ul 58 °C
4 23 ul 0 RE 2 ul 2ul 58 °C
5 23 ul 0 0 4ul 58 °C
6 23 ul 2ul oba 2 ul 2 ul 58 °C
7 23 ul 0 0 2 ul 50 °C
8 23 ul 2ul oba 2 ul 2ul 50 °C
9 23 ul 2ul oba2 pl 2 ul 66 °C
10 23 ul 0 0 0 58 °C

4.3.1. Amplifikace vzorku a provedeni elektroforézy

PCR probihala v cykléru Veriti pii téchto podminkach cyklovani:

e cyklovini A: denaturace 95 °C 5 min, 35x (95 °C 60 sekund, 50 °C 30 sekund,
72 °C 90 sekund), zavére¢na elongace 5 min pii 72 °C

e cyklovani B: denaturace 95 °C 5 min, 35x (95 °C 60 sekund, 58 °C 30 sekund,
72 °C 90 sekund), zavére¢na elongace 5 min pii 72 °C

e cyklovani C: denaturace 95 °C 5 min, 35x (95 °C 60 sekund, 66 °C 30 sekund,

72 °C 90 sekund), zavére¢na elongace 5 min pii 72 °C

Po PCR reakci byla provedena elektroforéza na 2% agar6zovém gelu pii napéti
105V po dobu 90 minut. Do jamek bylo naneseno vzdy 15 pl vzorku a byla pouzita
velka vana (12 zubii). Na pozici X111 byl nanesen velikostni marker X111 (Roche).
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4.4. OPTIMALIZACE PODMINEK REAL-TIME PCR PRO Z A S MUTACI
V GENU A1AT (PROTOKOL 3)

Cilem optimalizace real-time PCR reakce bylo ur¢it nejlepsi podminky pro detekci
mutaci v alfa-l-antitrypsinovém genu. Kromé primert byly pouzity hybridizacni
fluorescenéné znacené sondy (viz kap. 4.1.2.2.). Slozeni a objem jednotlivych slozek

master mixu pro ob¢ mutace uvadi tabulka 6.

Tab. 6: Slozeni a objem jednotlivych slozek zékladniho master mixu pro ob& mutace

MASTER MIX 1 vzorek 14 vzorku
Fast Start DNA Master 10 x 2ul 28 ul
Forward primer 10 pmol/ul 0,4 ul 5,6 ul
Reverse primer 10 pmol/pl 0,4 pl 5,6 ul
Anchor sonda 2 pmol/ul 0,8 ul 11,2 ul
Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 ul 11,2 ul
MgCl, Roche 25mM 1,2 ul 16,8 ul
H,O0 11,4 ul 160 pl
celkem 17 pl

Ptipravila jsem si zakladni master mix pro real-time PCR a 17 pl takto pfipravené¢ho
master mixu napipetovala do kazdé zkumavky. V dalsi fazi jsem do jednotlivych
zkumavek ptidavala rizna mnozstvi MgCl,, DMSO, primeri a sond. Do vSech
zkumavek krom¢ zkumavky €. 13 (negativni kontrola) jsem pftidala izolovany vzorek

DNA ¢. 1. Pfidavky téchto komponent u obou mutaci uvadi tabulka 7.
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Tab. 7: Pridavky jednotlivych komponent k zadkladnimu master mixu na detekci obou

mutaci a teplotni profily pro optimalizaci real-time PCR

Vzorek | Master | DMSO | MgCl, | Primery | Sensor Anchor Profil

mix sonda sonda

50pl/ml 25mM 10 pmol/pl | 2 pmol/pl 2 pmol/pl
1 17 ul 0 0 0 0 58 °C
2 17 ul 0,8 ul 0 0 0 58 °C
3 17 ul 0 0,40 ul 0 0 58 °C
4 17 pl 0 0 1,6 ul 0 58 °C
5 17 pl 0 0 0 1,6 ul 58 °C
6 17 ul 0 0 1,6 ul 1,6 ul 58 °C
7 17 ul 1 ul 0 0 0 0 58 °C
8 17 ul 1 ul 0,8 ul 0 0 0 58 °C
9 17 ul 1 ul 0 0,40 pl 0 0 58 °C
10 17 ul 1 ul 0 0 1,6 ul 0 58 °C
11 17 ul 1 ul 0 0 0 1,6 ul 58 °C
12 17 pl 1l 0 0 1,6 pl 1,6 58 °C
13 17 ul 0 0 0 0 58 °C

44.1. Real-time PCR a analyza k¥ivek teploty tani

Real-time PCR probihala v cykléru LightCycler 1.2.

Podminky denaturace: 30 sekund 95 °C, poté 40 cykli (95 °C 10 sekund, 58 °C
10 sekund, 72 ° C 15 sekund)

Tm analyza: temperace 30 °C 1,5 min, denaturace k 75 °C rychlosti 0,1 °C/s.
Analyza probihala ve dvou kanalech s korekci pozadi (kanal F1):

» Kanal F2/F1 pro Z mutaci
» Kanal F3/F1 pro S mutaci

4.4.2. Elektroforéza

Po PCR reakci byla provedena elektroforéza na 2% agardézovém gelu pii napéti

105V po dobu 90 minut. Do jamek bylo naneseno vzdy 15 pl vzorku a byla pouzita

velka vana (12 zubti). Do posledni pozice byl nanesen velikostni marker XIII (Roche).
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45. VALIDACE PRAVDIVOSTI METODY REAL-TIME PCR
(PROTOKOL 4)

V ramci prvni Casti validace metody jsem urCovala pravdivost metody na sérii
referenCnich vzorkl a specificnost metody (urceni zdravé alely u 5 vzorkii DNA
zdravych jedinci z protokolu 1). Pouzila jsem celkem 12 vzorki DNA. Jednalo
se 0 izolovanou DNA zdravych homozygott (wt/wt), postizenych homozygoti (Z/Z)
a heterozygotti (u S mutace S/wt a u Z mutace Z/wt), kterou jsem po 2 ul ptidavala
do jednotlivych zkumavek. Do 13. zkumavky jsem piidala 2 pl HyO (negativni
kontrola). V 9. zkumavce byl sledovan vliv dimethylsulfoxidu (DMSO) na vysledky
analyzy.

Pripravila jsem si master mix optimalizovany v protokolu 3 a 18 pul takto
pfipraveného master mixu napipetovala do kazdé zkumavky. Nasledné jsem

do zkumavek ptidavala vzorky DNA. Slozeni master mixu uvadéji tabulky 8 a 9.

Tab. 8: Slozeni a objem jednotlivych slozek master mixu pro S mutaci

MASTER MIX 1 vzorek 12 vzorki
Fast Start DNA Master 10 x 2,0 ul 24 ul
Forward primer 10 pmol/ul 0,4 pl 4,8 ul
Reverse primer 10 pmol/ul 0,4 ul 4,8 ul
Anchor sonda 2 pmol/ul 2,4 ul 28,8 ul
Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 ul 9,6 ul
MgCl, Roche 25mM 1,2 ul 14,4 pl
H,0 10,8 ul 130 pl

celkem 18 pl

Tab. 9: Slozeni a objem jednotlivych slozek master mixu pro Z mutaci

MASTER MIX 1 vzorek 12 vzorki
Fast Start DNA Master 10 x 2,0 24 ul
Forward primer 10 pmol/ul 0,8 pl 9,6 ul
Reverse primer 10 pmol/ul 0,8 ul 9,6 ul
Anchor sonda 2 pmol/ul 0,8 ul 9,6 ul
Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 ul 9,6 ul
MgCl, Roche 256mM 1,2 ul 14,4 ul
H,O 11,6 pl 139 ul

celkem 18 pl
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45.1. Real-time PCR a analyza kiivky teploty tani

Real-time PCR probihala v cykléru LightCycler 1.2.

Podminky denaturace: 30 sekund 95 °C, poté 40 cykli (95 °C 10 sekund, 58 °C 10
sekund, 72 ° C 15 sekund)

Tm analyza: 30 °C 1,5 min, denaturace k 75 °C rychlosti 0,1 °C/s.
Analyza probihala ve dvou kanalech:

» analyza pro S mutaci probihala v kanale F3/F1 (wt 46,4 °C)
» analyza pro Z mutaci probihala v kanale F2/F1 (wt 53,8 °C)
» teplota se 1isi u vzorku s ptidavkem DMSO (44,6 °C pro S mutaci a 49,6 °C pro

Z mutaci)
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46. VALIDACE OPAKOVATELNOSTI METODY REAL-TIME PCR
(PROTOKOL 5)

V druhé ¢asti validace byla provedena analyza opakovatelnosti metody (n = 6)
vzorku heterozygota pro S a Z mutaci. Pfipravila jsem si opét optimalizovany master
mix, jehoz slozeni uvad¢ji tabulky 10 a 11. 18 pl takto pfipraveného master mixu jsem
napipetovala do kazdé zkumavky a nasledné piidavala 2 pl téhoz vzorku DNA.

Do 7. zkumavky jsem pfidala 2 ul H,O (negativni kontrola).

Tab. 10: SloZeni a objem jednotlivych slozek master mixu pro S mutaci

MASTER MIX 1 vzorek 10 vzorku
Fast Start DNA Master 10 X 2,0 ul 20 pl
Forward primer 10 pmol/ul 0,4 pl 4,0 ul
Reverse primer 10 pmol/ul 0,4 pl 4,0 ul
Anchor sonda 2 pmol/ul 2,4 ul 24 ul
Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 ul 8 ul
MgCl, Roche 25mM 1,2 ul 12 ul
H,O 10,8 ul 108 pl
celkem 18 pl

Tab. 11: SlozZeni a objem jednotlivych slozek master mixu pro Z mutaci

MASTER MIX 1 vzorek 10 vzorki

Fast Start DNA Master 10 x 2,0 ul 20 pl
Forward primer 10 pmol/ul 0,8 wl 8 ul
Reverse primer 10 pmol/ul 0,8 ul 8 ul
Anchor sonda 2 pmol/ul 0,8 pl 8 ul
Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 ul 8 ul
MgCl, Roche 25mM 1,2 ul 12 ul

H,O 11,6 ul 116 ul

celkem 18 pl

Real-time PCR a Tm analyza probihala za stejnych podminek (viz kapitola 4.5.1.).
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47. VALIDACE MEZILEHLE PRECIZNOSTI METODY REAL-TIME PCR
(PROTOKOL 6)

Ve tieti Casti validace byla provedena analyza mezilehlé preciznosti metody (n = 5)
vzorku heterozygota pro S a Z mutaci. Kazdy vzorek jsem méfila celkem pétkrat a to
vzdy jeden vzorek v riiznych sériich. Pfipravila jsem master mix dle tabulky 12 a 13,
18 ul napipetovala do kazdé zkumavky. Nasledné jsem v péti nasledujicich sériich

do zkumavek ptidavala 2 pl téhoz vzorku DNA.

Tab. 12: SloZeni a objem jednotlivych slozek master mixu pro S mutaci

MASTER MIX 1 vzorek 10 vzorku
Fast Start DNA Master 10 X 2,0 ul 20 pl
Forward primer 10 pmol/pl 0,4 pl 4,0 ul
Reverse primer 10 pmol/ul 0,4 pl 4,0 ul
Anchor sonda 2 pmol/ul 2,4 ul 24 ul
Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 ul 8 ul
MgCl, Roche 25mM 1,2 ul 12 ul
H,O 10,8 ul 108 pl
celkem 18 pl

Tab. 13: SloZeni a objem jednotlivych slozek master mixu pro Z mutaci

MASTER MIX 1 vzorek 10 vzorki

Fast Start DNA Master 10 x 2,0 ul 20 pl
Forward primer 10 pmol/ul 0,8 ul 8 ul
Reverse primer 10 pmol/ul 0,8 pl 8 ul
Anchor sonda 2 pmol/ul 0,8 ul 8 ul
Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 ul 8 ul
MgCl, Roche 25mM 1,2 pl 12 ul

H,O 11,6 pl 116 pl

celkem 18 pl
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4.8. VALIDACE CITLIVOSTI METODY REAL-TIME PCR

(PROTOKOL 7)

Ctvrta validaéni ¢ast se tykala urdeni citlivosti metody. Analyza byla provedena

na fedici fadé vzorku heterozygota S/wt a Z/wt s klesajici koncentraci DNA.

Priprava redici rady:

Naredila jsem DNA na 20 ng/ul (20 ul, zkumavka ¢&. 2). Pfipravila jsem si
5 eppendorfskych zkumavek s 10 pl demineralizované vody a oznacila cisly 3-7.
Ze zkumavky €. 2 jsem odebrala 10 pl do zkumavky ¢. 3, vortexovala a odebrala z ni
10wl do zkumavky ¢. 4, opét vortexovala a pokracovala timto zplsobem

az do zkumavky ¢. 7.
Pfipravila jsem master mix dle tabulky 14 a 15, napipetovala 18 pl do kazdé
zkumavky. Do PCR zkumavek jsem nasledné ptidavala vzdy 2 ul DNA z kazdé

zkumavky fedici fady a do 7. zkumavky 2 pl vody (negativni kontrola).

Tab. 14: SloZeni a objem jednotlivych slozek master mixu pro S mutaci

MASTER MIX 1 vzorek 15 vzorki
Fast Start DNA Master 10 x 2,0 ul 30 ul
Forward primer 10 pmol/ul 0,4l 6,0 pl
Reverse primer 10 pmol/ul 0,4 ul 6,0 ul
Anchor sonda 2 pmol/ul 2,4 ul 36 ul
Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 ul 12 pl
MgCl, Roche 25mM 1,2 ul 18 ul
H,O 10,8 pl 162 pl

celkem 18 pl

Tab. 15: Slozeni a objem jednotlivych slozek master mixu pro Z mutaci

MASTER MIX 1 vzorek 10 vzorkt

Fast Start DNA Master 10 x 2,0 wl 20 pl
Forward primer 10 pmol/ul 0,8 ul 8 ul
Reverse primer 10 pmol/ul 0,8 ul 8 ul
Anchor sonda 2 pmol/ul 0,8 ul 8 ul
Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 ul 8 ul
MgCl, Roche 25mM 1,2 ul 12 ul

H,O 11,6 pl 116 ul

celkem 18 nl
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Nasledujici tabulka uvadi jednotlivé zkumavky se vstupnimi a vyslednymi

koncentracemi DNA, které byly pouzity k validaci citlivosti metody.

Tab. 16: Redéni DNA a jeji vysledna koncentrace pouzita k validaci citlivosti

Vzorek Vstupni koncentrace Vysledna
(stejna DNA o jiné c., DNA koncentrace
7.zk. voda) DNA

1 40 ng 20 ng/pul
2 20 ng 10 ng/pl
3 10 ng 5 ng/nl
4 5ng 2,5 ng/pl
5 2,5ng 1,25 ng/nl
6 1,25 ng 0,62 ng/ul
7 demineralizovana voda 0 ng/ul

Podminky real-time PCR a analyzy Tm se neméni (viz kap. 4.5.1.).
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4.9. POROVNATELNOST VYSLEDKU REAL-TIME PCR S VYSLEDKY
METODY PCR/RFLP (PROTOKOL 8)

Po optimaliza¢ni a valida¢ni casti jsem se zaméfila na porovnatelnost vysledki
s akreditovanou metodou zaloZenou na principu PCR/RFLP. Vysetiila jsem celkem
46 vzorki DNA ziskanych z krve v nékolika sériich. V kazdé sérii se analyzovalo
16 vzorkl pro kazdou mutaci zvlast (celkem 32 vzorkl v sérii). Namétené vysledky
jsem po analyze porovnavala s vysledky ziskanymi metodou PCR/RFLP a vlozenymi
do laboratorniho informacniho systému.

Ptipravila jsem master mix zvlast pro kazdou sérii vzorku dle tabulky 17 a 18.

Do zkumavek jsem pipetovala 18 pl master mixu a 2 pl vzorku DNA.

Tab. 17: SlozZeni a objem jednotlivych slozek master mixu pro S mutaci

MASTER MIX 1 vzorek 18 vzorku
Fast Start DNA Master 10 x 2,0 ul 36 ul
Forward primer 10 pmol/ul 0,4 ul 7,2 ul
Reverse primer 10 pmol/ul 0,4 pl 7,2 ul
Anchor sonda 2 pmol/ul 2.4 ul 432 ul
Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 ul 14,4 pl
MgCl, Roche 25mM 1,2 ul 21,6 ul
H,O 10,8 pl 194.4 pl
celkem 18 pl

Tab. 18: SloZeni a objem jednotlivych slozek master mixu pro Z mutaci

MASTER MIX 1 vzorek 18 vzorki
Fast Start DNA Master 10 x 2,0 ul 36 ul
Forward primer 10 pmol/ul 0,8 pl 14,4 ul
Reverse primer 10 pmol/ul 0,8 ul 14,4 ul
Anchor sonda 2 pmol/ul (LC 640) 0,8 ul 14,4 ul
Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 ul 14,4 pl
MgCl, Roche 25mM 1,2 ul 21,6 ul

H,O 11,6 ul 208,8 ul

celkem 18 nl

Podminky real-time PCR a analyza Tm se neméni (viz kap. 4.5.1.). Analyzované

vzorky DNA ziskané z krve uvadi tabulka 19.
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Tab. 19: Analyzované vzorky DNA ziskané z krve

Vzorek Oznaceni Typ
vzorku vzorku
1 12fn89 krev
2 12fc81 krev
3 12fd22 krev
4 12fd23 krev
5 12fe5 krev
6 12fe6 krev
7 12fb12 krev
8 12fh63 krev
9 12fh64 krev
10 12fh96 krev
11 12fi38 krev
12 12fp67 krev
13 12fk92 krev
14 12fp29 krev
15 12fp66 krev
16 12fg81 krev
17 12fp68 krev
18 12fp69 krev
19 12fp95 krev
20 12fs36 krev
21 192/13 krev
22 333/13 krev
23 286/13 krev
24 515/13 krev
25 516/13 krev
26 696/13 krev
27 697/13 krev
28 698/13 krev
29 719/13 krev
30 905/13 krev
31 957/13 krev
32 1303/13 krev
33 1376/13 krev
34 1377/13 krev
35 1378/13 krev
36 1889/13 krev
37 2303/13 krev
38 2304/13 krev
39 2446/13 krev
40 2469/13 krev
41 2470/13 krev
42 2525/13 krev
43 2577/13 krev
44 2578/13 krev
45 2579/13 krev
46 2586/13 krev
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4.10. SPOLEHLIVOST METODY REAL-TIME PCR PRI POUZITI VZORKU
BUKALNI SLIZNICE (PROTOKOL 9)

Po ovéfeni vysledkt z protokolu 8 jsem hodnotila spolehlivost metody real-time
PCR pi#i detekci Za S mutace z alternativniho zdroje DNA. V nasem pfipad¢ se jednalo
0 30 vzorki DNA ziskanych z bukélnich buné¢k. Pfipravila jsem master mix zvlast’ pro
kazdou sérii vzorkl dle tabulky 17 a 18 (viz kapitola 4.9.). Analyzované vzorky DNA
uvadi tabulka 20.

Tab. 20: Analyzované vzorky DNA ziskané z bukalniho stéru

vzorek Oznaceni Typ vzorku
vzorku

1.vzorek bsl bukalni stér
2.vzorek bs2 bukalni stér
3.vzorek bs3 bukalni stér
4. vzorek bs4 bukalni stér
5.vzorek bs5 bukalni stér
6.vzorek bs6 bukalni stér
7.vzorek bs7 bukalni stér
8.vzorek bs8 bukalni stér
9.vzorek bs9 bukalni stér
10.vzorek bs10 bukalni stér
11.vzorek bs11 bukalni stér
12.vzorek bs12 bukalni stér
13.vzorek bs13 bukalni stér
14.vzorek bs14 bukalni stér
15.vzorek bs15 bukalni stér
16.vzorek bs16 bukalni stér
17.vzorek bs17 bukalni stér
18.vzorek bs18 bukalni stér
19.vzorek bs19 bukalni stér
20.vzorek bs20 bukalni stér
21.vzorek bs21 bukalni stér
22.vzorek bs22 bukalni stér
23.vzorek bs23 bukalni stér
24.vzorek bs24 bukalni stér
25.vzorek bs25 bukalni stér
26.vzorek bs26 bukalni stér
27.vzorek bs27 bukalni stér
28.vzorek bs28 bukalni stér
29.vzorek bs29 bukalni stér
30.vzorek bs30 bukalni stér

Podminky real-time PCR a analyza Tm se neméni (viz kap. 4.5.1.).
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5. VYSLEDKY

5.1. VYSLEDKY OPTIMALIZACE PODMINEK PCR PRO Z A S MUTACI
V GENU A1AT (PROTOKOL 2)

V prvnim kroku jsem provedla optimalizaci podminek PCR pro amplifikaci alfa-1-
antitrypsinového genu. K optimalizaci jsem pouzila vzorek izolované DNA ¢. 1
z protokolu 1 (viz kapitola 4.2.), u néhoz jsem v 9.zkumavkach optimalizovala
mnozstvi DNA, primert, hofenatych iontd a teplotni profil PCR. 10. zkumavka
slouzila jako negativni kontrola. Po PCR reakci byla provedena elektroforéza na 2%
agarozovém gelu. Na vysledky detekce elektroforézou na 2% agar6zovém gelu

poukazuji obrazky 11a, 11b.
1 2 3 4 5 XIII16 7 8 9 10

délka produktu 320 bp — —

Obr. 11a: Vysledky PCR amplifikace na elektroforéze pro S mutaci

X T 2=3 04 o586 7 § 9830

délka produktu 230 bp -

Obr. 11b: Vysledky PCR amplifikace na elektroforéze pro Z mutaci

Vysledky elektroforézy ukazaly, Ze nejoptimalnéj$i podminky jsou v objemovém
nastaveni komponent a teplotniho profilu jako ve vzorcich €. 1, 5 u Z mutace a vzorcich

¢. 1, 5 a7 u S mutace, které popisuje tabulka 21.
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PCR u obou mutaci

Tab. 21: Optimalni podminky a ptidavky komponent k zakladnimu master mixu pro

vzorek master | pridavek pridavek pridavek | Profil
Z mutace mix MgCl, primeru DNA

1 23 ul 0 0 2ul 58 °C

5 23 ul 0 0 4 ul 58 °C

vzorek master | pridavek pridavek pridavek | Profil
S mutace mix MgCl, primeri DNA

1 23 ul 0 0 2ul 50 °C

5 23 ul 0 0 4 ul 50 °C

7 234l 0 0 2 ul 58°C

V dalsi fazi optimalizace nepiidavam do zakladniho master mixu dal$i objem

primert ani hofecnatou stl.

VYSLEDKY OPTIMALIZACE PODMINEK REAL-TIME PCR PRO Z A
S MUTACI V GENU A1AT (PROTOKOL 3)

5.2.

Po optimalizaci PCR amplifikace nésledovala optimalizace ptidavka jednotlivych
komponent k zakladnimu master mixu real-time PCR. Krom¢ primert byly pouzity
hybridizaéni fluorescenéné znacené sondy (viz kap. 4.1.2.2.). Vysledky analyzy
jednotlivych vzorkl uvadi tabulka 22, ve které jsou tu¢né odliSeny vzorky s nejvyssi

hodnotou fluorescence a teploty tani.

Tab. 22: Vysledné hodnoty fluorescence a teplot tani pro jednotlivé vzorky

vzorek Z mutace S mutace
F2/F1 Tm (°C) F3/F1 Tm (°C)

1 0,005 52,4 0,009 46,6
2 0,007 52,5 0,007 47,6
3 0,016 53,8 0,009 46,4
4 0,008 52,3 0,003 46,9
5 0,002 53,0 0,012 46,4
6 0,005 52,6 0,003 46,9
7 0,006 50,3 0,008 44,6
8 0,009 50,3 0,007 45,5
9 0,013 49,6 0,009 44,2
10 0,011 50,7 0,003 45,3
11 0,002 50,4 0,009 44,7
12 0,005 50,3 0,003 45,2
13 0 0 0 0
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Na obrazcich 13 a 14 uvadim grafické vysledky u vybranych vzorki pro Z mutaci

(vzorky ¢. 1, 3) a S mutaci (vzorky ¢. 1, 5). U obou mutaci je zobrazena negativni
kontrola (vzorek ¢. 13).
&U'm B" S R T A e N OIS S SRR AR R e e ki

/""\.\
= — vzorek &. 3 53,8 °C
0.014— / \

vzorek €. 1 52,4 °C

‘.I\ vzorek ¢. 13 negativni Kontrola
1]

45 50 55 60 65 70
Temperature [°C)

Obr. 13: Teplota tani vybranych vzorki pro Z mutaci
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Obr. 14: Teplota tani vybranych vzorki pro S mutaci

Po reakci byla provedena elektroforéza na 2% agar6zovém gelu, ktera ukazuje jeden

specificky produkt predpokladané délky. Na vysledky detekce elektroforézou poukazuji
obrazky 15a, 15b.
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Obr. 15a: Vysledek real-time PCR amplifikace elektroforézou u S mutace
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Obr. 15b: Vysledek real-time PCR amplifikace elektroforézou u Z mutace

Na zaklad¢ vysledkt optimalizace jsem pii vySetfeni mutace S nadale pracovala
s podminkami jako ve vzorku €. 5 (annealing 58 °C, Tm pro wild-type alelu 46,4 °C),
Vv piipadé mutace Z s podminkami jako ve vzorku ¢. 3 (annealing 58 °C, Tm pro wild-
type alelu 53,8 °C). Pro analyzu dalsi vzorka jsem pouZila objemy jednotlivych slozek

master mixu véetné jejich pridavkd, které uvadi tabulka 23.

Tab. 23: Slozeni master mixu pro ob¢ mutace

MASTER MIX S mutace Z mutace

/1 vzorek /1 vzorek
Fast Start DNA Master 10 x 2,0 ul 2,0 ul
primer FW 10 pM/ pl 0,4 wl 0,8 ul
primer RE 10 pM/ pl 0,4 0,8 wl
anchor sonda 2 pmol/ul 2,4 ul 0,8 ul
senzor sonda 2 pmol/ul 0,8 ul 0,8 ul
MgCl, Roche 25mM 1,2 ul 1,2 ul
H,O 10,8 pl 11,6 pl

celkem 18 pul +2 pl vzorku

DNA
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53. VYSLEDKY VALIDACE PRAVDIVOSTI METODY REAL-TIME
PCR (PROTOKOL 4)

V protokolu 4 jsem se vénovala validaci pravdivosti metody na sérii referencnich
vzorkli a specificnosti metody. Pouzila jsem celkem 12 vzorkih DNA zdravych
homozygotli (wt/wt), postizenych homozygoti (Z/Z) a heterozygoti S/wt a Z/wt.
13. zkumavka slouzila jako negativni kontrola a v 9. zkumavce byl sledovan vliv
DMSO na analyzu. Analyzované vzorky vcetné¢ vyslednych genotypid popisuje

tabulka 24.

Tab. 24: Analyzované vzorky k validaci pravdivosti metody s vyslednymi genotypy

Vzorek Identifikace vzorku Genotyp
(podle zaznami vzorku
pracovisteé)
1 DNALP.B. wt/wt
2 DNAZ2 P.B. wt/wt
3 DNA3 P.B. wt/wt
4 DNA4 P.B. wt/wt
5 DNAS5 P.B. wt/wt
6 AAT 2013VZ 2 2/1Z
7 AAT1 2012 Z/Z
8 S mutace Kontrola UKBD wt/wt wt/wt
Z mutace Kontrola UKBD Z/wt Zlwt
9 S mutace Kontrola UKBD wt/wt wt/wt
+ 1 ul DMSO
Z mutace Kontrola UKBD Z/wt Z/wt
+ 1yl DMSO
10 AAT2 2012 wt/wt
11 AAT3 2012 Zlwt
12 FV 1/13 VZOREK 5 S/wt
13 Negativni kontrola negativni
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Na obrazcich

mutace Sa Z.

0,008-

-3,002-

16 a 17 uvadim ptiklady grafickych vysledkti ziskanych genotypu

—— HOMOZYGOT WILD TYPE
| = HETEROZYGOT
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Obr. 16: Homozygot wt/wt pro S mutaci a heterozygot S/wt
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Obr. 17: Homozygot wt/wt pro Z mutaci, homozygot Z/Z a heterozygot Z/wt

70
Temperature °C)

Metoda analyzy Z a S mutace v genu AIAT poskytla jednoznac¢né vysledky

Z hlediska pravdivosti analyz u referencnich vzorkt. Vliv DMSO zptisobil posun teploty

tani k niz§im hodnotam, nevedl vSak k rychlejSimu odtavani sond a k ostiejSim pikiim.

Ptidavek DMSO proto analyzu neovlivnil a neposunul k lepSim vysledktim. Na zakladé

analyzy zdravych alel péti vzorkl jsem zjistila, ze je metoda specificka a nedochazi

K interferenci ostatnich latek, které jsou pfitomné v analyzovaném vzorku.
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54. VYSLEDKY VALIDACE OPAKOVATELNOSTI METODY REAL-TIME
PCR (PROTOKOL 5)

V protokolu 5 byla provedena analyza opakovatelnosti metody. Pro validaci jsem
pouzila vzorek heterozygota Z/wt a S/wt v poétu opakovani (n = 6). V tabulce 25

uvadim analyzované vzorky vcetné jejich vyslednych genotypu.

Tab. 25: Analyzované vzorky DNA s vyslednymi genotypy

Vzorek Identifikace vzorku Vysledek analyzy
1.-6. Smutace | Anonymizovany vzorek S/wt
Z mutace AAT3 2012 Zlwt

5.4.1. Hodnoceni opakovatelnosti

Naméfené hodnoty teplot tani testovanych vzorkd jsem vlozila do tabulky 26,

vypocitala primér, smérodatnou odchylku (SD) a varia¢ni koeficient (CV).

Tab. 26: Hodnoceni opakovatelnosti na zakladé hodnot teploty tani

1 2 3 4 5 6 Priumér SD Cv
n==6 O | (%)
WT 52,15 | 52,37 | 52,37 52,26 52,1 52,21 52,24°C | 0,11 0,21
alela °C °C °C °C °C °C
proZ
mutaci
Z 58,85 | 58,63 | 58,95 58,95 58,95 | 58,95° | 53,79°C | 0,13 0,24
mutace °C °C °C °C °C C
WT 46,74 | 46,64 | 46,84 46,74 47,09 46,84 46,82 °C | 0,15 0,33
alela °C °C °C °C °C °C
pro S
mutaci
S 53,99 | 53,59 | 53,79 53,79 53,44 53,79 53,73°C | 0,19 0,36
mutace °C °C °C °C °C °C
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Na obrazku 18 a 19 uvadim vysledné kiivky teplot tani pii validaci opakovatelnosti

vzorku heterozygota pro S a Z mutaci.
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Obr. 18: Ktivka teplot tani vzorku S/wt pii validaci opakovatelnosti
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Obr. 19: Ktivka teplot tani vzorku Z/wt pii validaci opakovatelnosti

Opakovatelnost analyzy vzorku heterozygota pro Z a S mutaci v genu AlAT
poskytuje akceptovatelné vysledky. Tm pro zdravé a mutované alely uvadi tabulka 26.
Hodnota CV pro wt alelu pti analyze Z mutace je 0,21 % a pro mutovanou alelu 0,24 %.

Hodnota CV pro wt alelu pii analyze S mutace je 0,33 % a pro mutovanou alelu 0,36 %.
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5.5. VYSLEDKY VALIDACE MEZILEHLE PRECIZNOSTI METODY
REAL-TIME PCR (PROTOKOL 6)

V protokolu 6 byla provedena analyza mezilehlé preciznosti metody. Pro validaci
jsem pouzila vzorek heterozygota Z/wt a S/wt, ktery jsem méfila celkem pétkrat a to
vzdy jeden vzorek v jedné sérii. V tabulce 27 uvadim analyzované vzorky vcetné jejich

vyslednych genotypu.

Tab. 27: Analyzované vzorky DNA s vyslednymi genotypy

n=5 Identifikace vzorku Vysledek analyzy
S mutace Anonymizovany vzorek S/wt
Z mutace AAT3 2012 Zlwt

5.5.1. Hodnoceni mezilehlé preciznosti

Nameétené hodnoty teplot tani testovanych vzorkil jsem vloZzila do tabulky 28,

vypocitala primér, smérodatnou odchylku (SD) a varia¢ni koeficient (CV).

Tab. 28: Hodnoceni mezilehlé preciznosti na zakladé hodnot teploty tani

n=5 1 2 3 4 5 Primér | SD | CV
O | (%)
WT alela | 52,48 52,58 52,58 53,12 | 52,15 | 52,58°C | 0,35 | 0,67
pro Z °C °C °C °C °C
mutaci
Z mutace | 59,13 58,77 59,29 59,76 | 58,95 | 59,18°C | 0,38 | 0,64
°C °C °C °C °C
WT alela | 46,38 46,69 46,43 46,58 | 46,89 | 46,59°C | 0,21 | 0,45
pro S °C °C °C °C °C
mutaci
S mutace | 53,74 53,64 53,24 53,72 | 53,99 | 53,67°C | 0,27 | 0,51
°C °C °C °C °C

Validace mezilehlé preciznosti metody pro analyzu Z a S mutace v genu A1AT
poskytla spolehlivé vysledky (viz tabulka 28), které jsou srovnatelné s vysledky
ziskanymi méfenim vzorkl (n = 6) v jedné sérii (viz kap. 5.4.1.). Hodnota CV mezilehlé
ptresnosti metody byla pii vySetfeni Z mutace pro wt alelu 0,67 % a pro mutovanou
alelu 0,64 %. Hodnota CV pii vySetfeni S mutace byla pro wt alelu 0,45 % a pro

mutovanou alelu 0,51 %.
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VYSLEDKY VALIDACE CITLIVOSTI METODY REAL-TIME PCR
(PROTOKOL 7)

5.6.

Ctvrta validaéni ¢ast se tykala urdeni citlivosti metody. Analyza byla provedena
na fedici fad¢ vzorku heterozygota pro S a Z mutaci s klesajici koncentraci DNA (viz
tabulka 29).

Tab. 29: Analyzované vzorky s vyslednymi koncentracemi DNA pouzitymi K validaci

citlivosti metody

vzorek Identifikace Vysledek analyzy
vzorku
S mutace Anonymizovany Siwt
vzorek DNA
Z mutace AAT3 2012 Zlwt
Vzorek (stejna DNA Vstupni Vysledna
o0 jiné c., 7.zk. voda) | koncentrace DNA | koncentrace DNA
1 40 ng 20 ng/pl
2 20 ng 10 ng/pl
3 10 ng 5 ng/pl
4 5ng 2,5 ng/nl
5 2,5ng 1,25 ng/nl
6 1,25 ng 0,62 ng/pl
7 demineralizovana 0 ng/ul
voda

Na obrazcich 20 a 21 uvadim grafické vysledky validace citlivosti metody pfi

riznych koncentracich DNA.

B 0025-
E - Vysledné Koncentrace DNA
0,02- 20
5 . 100/
= 5ng/ ul
o 0015- 2,5 ng/pl
i 1.25 ng/
L - 0,62 ng/ pl
9
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L
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Obr. 20: Teplota tani heterozygota Z/wt pti validaci citlivosti metody
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8 Vysledné Koncentrace DNA

20 ng/pl
10 ng/pl
S ng/pl
2,5 ng/pl
1,25 ng/pl
0,62 ng/pl

d(F3/F1)/dT
o L
=
&
1

=1

[

[

%
I

Fluorescence

D_ ) - S e YL 1 7 e PR R M T 0 TP

45 50 55 60 g5 70
Temperature [*C)

Obr. 21: Teplota tani heterozygota S/wt pii validaci citlivosti metody

Metoda je dostatecné citliva. Vzorky nafedéné DNA davaly spolehlivy vysledek i pii
nejnizsi pouzité koncentraci DNA 0,62 ng/pl.

Na zaklad¢ vysledkli optimalizace a validace jsem zjistila, ze metoda poskytuje

spolehlivé vysledky a je ji moZno aplikovat na klinické vzorky.

5.7. POROVNANI VYSLEDKU REAL-TIME PCR S VYSLEDKY METODY
PCR/RFLP (PROTOKOL 8)

V protokolu 8 bylo vySetieno celkem 46 klinickych vzorki DNA ziskanych z krve.
Nameétené vysledky jsem porovnala s vysledky ziskanymi akreditovanou metodou
PCR/RFLP a vlozenymi do laboratorniho informac¢niho systému. Vysledky genotypt
analyzovanych vzorkt v porovnani s vysledky PCR/RFLP uvadi tabulka 30.
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Tab. 30: Analyzované vzorky DNA, jejich ptivodni nalez pii PCR/RFLP a vysledek
real-time PCR

Vzorek Oznaceni Typ PCR/RFLP Real-time
vzorku vzorku PCR
1 12fn89 krev Zlwt Z/wt
2 12fc81 krev wt/wt wt/wt
3 12fd22 krev wt/wt wt/wt
4 12fd23 krev wt/wt wt/wt
5 12fe5 krev Zlwt Z/wt
6 12fe6 krev wt/wt wit/wt
7 12fb12 krev wt/wt wt/wt
8 12fh63 krev wt/wt wt/wt
9 12fh64 krev wt/wt wt/wt
10 12fh96 krev Zlwt Z/wt
11 12fi38 krev wt/wt wit/wt
12 12fp67 krev wt/wt wit/wt
13 12fk92 krev wt/wt wit/wt
14 12fp29 krev Ziwt Zlwt
15 12fp66 krev Ziwt Zlwt
16 12fg81 krev wt/wt wit/wt
17 12fp68 krev wt/wt wit/wt
18 12fp69 krev Zwt Zlwt
19 12fp95 krev Zwt Zlwt
20 12fs36 krev wt/wt wt/wt
21 192/13 krev wt/wt wit/wt
22 333/13 krev Z/Z Z/Z
23 286/13 krev wt/wt wit/wt
24 515/13 krev Zlwt Z/wt
25 516/13 krev wt/wt wit/wt
26 696/13 krev wt/wt wit/wt
27 697/13 krev wt/wt wit/wt
28 698/13 krev wt/wt wit/wt
29 719/13 krev Zlwt Z/wt
30 905/13 krev Zlwt Z/wt
31 957/13 krev wt/wt wit/wt
32 1303/13 krev Zlwt Z/wt
33 1376/13 krev wt/wt wit/wt
34 1377/13 krev wt/wt wit/wt
35 1378/13 krev wt/wt wit/wt
36 1889/13 krev wt/wt wit/wt
37 2303/13 krev wt/wt wit/wt
38 2304/13 krev wt/wt wit/wt
39 2446/13 krev wt/wt wit/wt
40 2469/13 krev wt/wt wit/wt
41 2470/13 krev wt/wt wit/wt
42 2525/13 krev wt/wt wit/wt
43 2577/13 krev wt/wt wit/wt
44 2578/13 krev wt/wt wit/wt
45 2579/13 krev wt/wt wit/wt
46 2586/13 krev wt/wt wit/wt
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Na obrdzku 22 je zobrazen vysledek elektroforetické separace po provedeni

PCR/RFLP u vybranych vzorkt s vyslednymi genotypy.
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Obr. 22: Vysledek elektroforetické separace po provedeni PCR/RFLP u ur€itych vzorki

DNA Vv porovnani s velikostnim markerem (25)

Na obrazku vidime elektroforetickou separaci jednotlivych fragmenti DNA
po provedeni PCR/RFLP. Po pravé strané gelu je priloZzen zebticek délek jednotlivych
fragmentll velikostniho markeru, podle kterého jsem wurcila délky fragmentl
jednotlivych vzorkt pacientt a jejich genotypy. Pti vySetieni S mutace jsem po separaci
ve vzorcich 1, 2, 6 nalezla 2 fragmenty o délce 100 bp + 21 bp tzn., Ze jsou obé& alely
zdravé wt/wt a ve vzorku 5 3 fragmenty o délkach 121 bp + 100 bp + 21 bp a v tomto
pfipad¢ se jedna o heterozygota S/wt. Pokud bychom nasla pouze 1 fragment o délce
121 bp, jednalo by se o mutaci na obou alelach (postizeny homozygot S/S).
Pt1 vySetteni Z mutace jsem po separaci ve vzorcich 1, 2, 4 nalezla 2 fragmenty o délce
157 bp + 22 bp tzn., Ze jsou ob& alely zdravé wt/wt. Ve vzorku 3 byly nalezeny
3 fragmenty o délkach 179 bp + 157 bp + 22 bp a jedna se heterozygota Z/wt. Pokud
bychom nasli pouze 1 fragment o délce 179 bp, jednalo by se o mutaci na obou aleldch

(postizeny homozygot Z/Z).
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Na obrazcich 23, 24 a 25 uvadim piiklady grafickych vysledkt ziskanych genotypi.
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Obr. 23: Homozygot wt/wt pro Z mutaci a hererozygoti Z/wt
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Obr. 24: Homozygot wt/wt pro Z mutaci, Z/Z a hererozygot Z/wt
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Obr. 25: Homozygoti wt/wt a heterozygot S/wt
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Vysledky vzorkit DNA (izolace z krve) ziskané metodou real-time PCR jsou
porovnatelné s vysledky naméfenymi metodou PCR/RFLP. Obé metody davaji 100%
shodné vysledky. Zastoupeni ziskanych genotypt a pocty vzorka uvadi tabulka 31.

Tab. 31: Po¢ty vzorkti DNA s vyslednymi genotypy

Genotyp Pocet vzorku
wt/wt 34
Zlwt 11
ZlZ 1

Nejvyssi pocet (34 vzorkl) je zastoupen ve skupiné genotypu wild type. Mezi
46 vySettovanymi vzorky DNA jsem detekovala 11 heterozygotnich jedinch Z/wt.
Mezi klinickymi vzorky byl pouze 1 homozygot pro Z mutaci. Zadny z vysetiovanych
vzorkd nebyl homozygotem ani heterozygotem pro S mutaci. Procentudlni zastoupeni

genotypu téchto vzorkt uvadi tabulka 32.

Tab. 32: Procentualni zastoupeni jednotlivych genotypl ve vzorcich DNA ziskanych

z krve
Genotyp Frekvence (%)
wt/wt 73,91
Zlwt 23,91
ZlZ 2,17

Z tabulky 32 je patrné, Ze genotyp wt/wt je zastoupen v 73,91 %, heterozygotni
genotyp byl detekovan u 23,91 % a homozygot pro Z mutaci u 2,17 % jedinci
z vySetfované skupiny. Frekvenci alel jsem nasledné zjistila vypoctem ze ziskanych dat
(tabulka 33).

Tab. 33: Frekvence alel v souboru klinickych vzorktt DNA ziskanych z krve

Alela Frekvence (%)
Z 14
wt 86

Na zakladé¢ vypoctu jsem ve vySetfované skupiné zjistila frekvenci Z alely 14 %

a wild type alely 86 %. Frekvence S alely je v této skupiné vzorka nulova.
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5.8.  SPOLEHLIVOST METODY REAL-TIME PCR PRI POUZITI VZORKU
BUKALNI SLIZNICE (PROTOKOL 9)

Hodnotila jsem spolehlivost metody real-time PCR pii detekci Z a S mutace
z 30 vzorki DNA ziskanych ze stéru bukalni sliznice. Vysledek jednotlivych

analyzovanych vzorki uvadi tabulka 34.

Tab. 34: Analyzované vzorky DNA ziskané z bukalniho stéru a vysledky real-time PCR

vzorek Oznacdeni Typ vzorku Vysledek
vzorku real-time PCR
1.vzorek bsl bukalni stér wt/wt
2.vzorek bs2 bukalni stér wit/wt
3.vzorek bs3 bukalni stér wit/wt
4. vzorek bs4 bukalni stér wit/wt
5.vzorek bs5 bukalni stér wt/wt
6.vzorek bs6 bukalni stér wt/wt
7.vzorek bs7 bukalni stér wit/wt
8.vzorek bs8 bukalni stér wit/wt
9.vzorek bs9 bukalni stér wt/wt
10.vzorek bs10 bukalni stér wt/wt
11.vzorek bs1l bukalni stér wt/wt
12.vzorek bs12 bukalni stér wit/wt
13.vzorek bs13 bukalni stér wit/wt
14.vzorek bs14 bukalni stér wt/wt
15.vzorek bs15 bukalni stér wt/wt
16.vzorek bs16 bukalni stér wit/wt
17.vzorek bs17 bukalni stér wit/wt
18.vzorek bs18 bukalni stér wit/wt
19.vzorek bs19 bukalni stér wt/wt
20.vzorek bs20 bukalni stér wit/wt
21.vzorek bs21 bukalni stér Z/wt
22.vzorek bs22 bukalni stér wit/wt
23.vzorek bs23 bukalni stér wit/wt
24.vzorek bs24 bukalni stér Zlwt
25.vzorek bs25 bukalni stér wit/wt
26.vzorek bs26 bukalni stér wit/wt
27.vzorek bs27 bukalni stér wit/wt
28.vzorek bs28 bukalni stér wit/wt
29.vzorek bs29 bukalni stér wit/wt
30.vzorek bs30 bukalni stér wit/wt

Na obrazcich 26 a 27 muzeme vidét kiivky teploty tani jednotlivych vzorki DNA

ziskanych stérem z bukalni sliznice.
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Obr. 26: Teplota tani vzorki DNA ziskanych z bukalnich stérii pro Z mutaci v¢etné

negativni kontroly
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Obr. 27: Teplota tani vzorkii DNA ziskanych z bukalnich stérd pro S mutaci véetné

negativni kontroly

Metoda je spolehliva i pii vySetfeni DNA ziskané z bukdlniho stéru. Zastoupeni

ziskanych genotypt a pocty vzorkl uvadi tabulka 35.

Tab. 35: Pocty vzorkii DNA s vyslednymi genotypy

Genotyp Pocet vzorku
wt/wt 28
Zlwt 2
Z/Z 0

70



Nejvyssi pocet (28 vzorkll) je zastoupen ve skupiné genotypu wild type. Mezi 30
vysetfovanymi vzorky DNA jsem detekovala 2 heterozygotni jedince Z/wt. Mezi témito
vzorky nebyl Zzadny homozygot pro Zani Smutaci a zadny heterozygot S/wt.

Procentudlni zastoupeni genotypu téchto vzorki uvadi tabulka 36.

Tab. 36: Procentualni zastoupeni jednotlivych genotypti ve vzorcich DNA ziskanych

Z bukalniho stéru

Genotyp | Frekvence (%)
wt/wt 93,33
Z/wt 6,67

Z tabulky 36 je patrné, ze genotyp wt/wt je zastoupen v 93,33 % a heterozygotni
genotyp byl detekovan u 6,67 % jedincu z vySetifované skupiny. Frekvenci alel jsem

nasledné zjistila vypoctem ze ziskanych dat (tabulka 37).

Tab. 37: Frekvence alel v souboru vzorktt DNA ziskanych z bukalniho stéru

Alela Frekvence (%)
4 3
wt 97

Na zékladé vypoctu jsem ve vySetifované skupiné zjistila frekvenci Z alely 3 %

a wild type alely 97 %. Frekvence S alely v této skupiné vzorku je téz nulova.
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6. DISKUSE

Na oddéleni molekularni biologie UKBD ve FN Hradci Kralové se jako
akreditovand metoda na detekci Z a S mutace v genu pro A1AT pouziva stanoveni
polymorfismu délky restrikénich fragmenti (PCR/RFLP). Ve své praci jsem
ke genotypizaci pouzila metodu real-time PCR na principu analyzy ki¥ivky tani
se znacenymi hybridiza¢nimi sondami. Po Uspésné optimalizaci a validaci jsem tuto
metodu pouzila ke genotypizaci vzorkd. Prvni soubor pacienti byl slozen
ze 46 klinickych vzorka z UKBD, jejichz DNA byla izolovana z krve. V tomto souboru
jsem detekovala 34 jedinci zdravych wt/wt (73,01 %), 11 heterozygoti Z/wt (23,91 %)
a jednoho jedince nemocného s genotypem Z/Z (2,17 %) V tomto souboru jsem zjistila
frekvenci Z alely 14 %. Vysledky genotypt ziskané metodou analyzy kiivky tani byly
100% shodné s jiz diive ziskanymi vysledky akreditované metody pouzivané na useku
molekularni biologie. V druhém souboru jsem provedla analyzu 30 vzorktit DNA, ktera
byla izolovana ze stéru bukalni sliznice. V tomto souboru bylo detekovano 28 zdravych
jedinctt wt/wt (93,33 %) a dva jedinci heterozygotni Z/wt (6.67 %). Mezi témito vzorky
nebyl zadny homozygot pro Z ani S mutaci a zadny heterozygot S/wt. V tomto souboru
jsem zjistila frekvenci Z alely 3 %. Frekvence S alely v obou souborech vzorkt byla
nulova.

V kapitole 2.6 bylo pojednéano o distribuci frekvence Z a S alely v populaci, ktera
se velmi 1i8§i mezi jednotlivymi zemémi, geografickymi oblastmi a etnickymi
skupinami. Deficit A1AT je typicky pro bélosskou populaci a v populaci ¢ernosské
nebo asijské je velmi vzacny. Frekvence Z alely se v obecné populaci pohybuje mezi
1 az 2 %. S alela se vyskytuje mnohem castéji a jeji frekvence je mezi 2 az 4 %. [51]

De Serres ve své praci z roku 2002 shrnul vysledky distribuce Z a S alel
z 373 epidemiologickych studii obecné populace z 58 statii celého svéta. Jako priklad
Z této prace uvadim prumérné frekvence alel ve statech stfedni Evropy pro Némecko
(S2,21%; Z 0,99 %), Mad’arsko (S 1,42 %; Z 0,58 %), Polsko (S 1,48 %; Z 0,41 %).
Ze statu severni Evropy jsou zde uvedeny frekvence pro Dansko (S 2,20 %; Z 2,26 %),
Estonsko (S 1,29%; Z 2,45 %), Finsko (Z 0,7 %; S 0,65 %), Lotyssko (S 2,65 %;
Z 4,09 %), Litvu (S 1,66 %; Z 0,98 %), Norsko (S 2,32 %, Z 1,6 %) a Svédsko
(S 1,58%; Z 1,51 %). Frekvence alel pro staty jizni a zapadni evropy jsou uvedeny pro
Francii (S 6,98 %; Z 1,14 %), Recko (S 2,98 %; Z 0,3 %), Italii (S 2,26 %; Z 1,43 %),
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Portugalsko (S 9,44 %; Z 1,87 %) a Spanélsko (S 11,16 %; Z 1,05 %). V Irsku
je primérna frekvence S alely 4 %, Z alely 0,8 % a ve Velké Britanii 4,53 % pro S alelu
apro Z alelu 1,29 %. V USA je prumérna frekvence pro S alelu 2,66 % a Z alelu
0,56 %.

Rozlozenim frekvence Z a S alely v evropské populaci se ve své praci zabyvali
Luisetti a Seersholm (2004). Frekvenci alel v jednotlivych evropskych statech popisuje
obrazek 28.

Obr. 28: Rozlozeni frekvence (A) PiS a (B) PiZ genti v Evropé [33]

Na zaklad¢ studie Luisettiho a Seersholma z roku 2004 by se méla frekvence alel
v obecné populaci Ceské republiky (viz obr. 28) pohybovat v rozmezi od 0,5 - 1,5 %
pro Z alelu a frekvence S alely by méla byt mensi nez 2 %. Z hlediska vyskytu
frekvence Z alely by méla mit Ceska republika blizko ke statim stfedni Evropy
(napt. Rakousko, Némecko, Mad’arsko), jizni Evropy (napt. Italie) a zapadni Evropy
(napft. Francie, Spanélsko a Velka Britanie). Z hlediska vyskytu frekvence S alely ma
Ceska republika blizko k Polsku a ke statim vychodni Evropy. V roce 2005 vznikla
studie Konecné, Prochazkové a kol., které provedli genotypizaci ze vzorkt krevnich
skvrn asledovali vyskyt deficitu A1AT u 197 déti (v€k od 2 mésict do 5 let)
se snizenou hladinou A1AT zachycenou pii novorozeneckém screeningu. Na zaklade

DNA analyzy bylo detekovano 22 déti s genotypem Z/Z (11,17 %), 10 déti S/Z
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(5,08 %) a S/wt (5,08 %). Celkem 155 vySetienych déti mélo genotyp Z/wt (78,68 %).
Frekvence Z alely byla 53,04 % a S alely 5 %. Frekvence Z alely v této populaci byla
vzhledem k frekvenci v obecné populaci velmi vysoka. Na tizemi Ceské republiky
dosud nevznikla zadna screeningova studie vyskytu Z a S alel u obecné populace, tudiz
nejsou piesné znamé jejich hodnoty.

Ve svété vzniklo mnoho praci zabyvajicich se detekci mutace Z a S s vyuzitim
riznych metod od stanoveni polymorfismu délky restrikénich fragmenta (PCR-RFLP),
real-time PCR (analyza kiivky tani, alelickd diskriminace) az po sekvenacni analyzu.
Ve vétsing studii byla zaroven uréovana hladina A1AT v séru imunonefelometricky
a fenotyp isoelektrickou fokusaci. V Evropskych zemich bylo provedeno mnoho
sreeningovych studii zaméfenych na detekci Z a S mutace ve vzorcich DNA ziskanych
z vyluhtt krevnich skvrn na filtratnim papite ve formé& Gutriho karet. Jednalo
se zejména o populace novorozencd, jedinci s CHOPN, astmatem, onemocnénim jater,
rodinnou anamnézou deficitu A1AT a jeho snizenou hladinou v séru. [22, 53, 54, 55,
56]

Ve Spanélsku De la Roza, Costa et al. (2003) provedli studii u 86 pacienti
s CHOPN. Deficit ALAT byl na zakladé genotypiza¢niho vysetfeni vyloucen
U 74 pacienti (86 %), ktefi m¢li normalni koncentrace ALAT, i kdyz 1 pacient mé&l
genotyp Z/wt. Z 12 zbyvajicich pacienti (13,9 %) obsahovali pouze 2 jedinci Z alelu
a 10 jedinct (11,6 %) mélo koncentraci niz§i nez stanoveny limit bez piitomnosti
Z alely. Ziskana frekvence Z alely byla 1,74 %. V polské studii Chorostowské-Wynimko
et al. z roku 2012 byla detekce dvou nejcastéji vyskytujicich se mutaci Z a S
v SERPINAL genu zalozena na genotypizaci metodou real -time PCR s pouzitim dvou
hydrolyzac¢nich fluorescenéné znacenych sond (VIC, FAM). Ze 658 novorozencu bylo
630 (95,7%) zdravymi homozygoty (wt/wt). Mutované alely byly detekovany u 28 déti,
Z alela u 18 (2,8%) a S alela u 10 novorozenct (1,5%). Frekvence Z alely byla 1,37 %,
Salely 0,75 %. Frekvence alel ze Spanélské a polské studie jsou velmi podobné
frekvenci v obecné populaci.

Mezi dalsi studie v Polsku patfi napiiklad dvé studie Kaczora, Sanaka et al. (2007).
Kaczor, Sanak, Twardovska et al. (2007), ve své studii hodnotili frekvenci S a Z alely
V obecné populaci (n = 859) na zaklad¢ kvalitativni real- time PCR metody s pouzitim
dudlné fluorescencné znacenych sond. V celkové populaci (primérny vék 49,5 rokt;
rozsah 20-90 let) bylo detekovano 28 heterozygoti S/wt, 18 heterozygoti Z/wt
a 1 homozygot SS. Byla zjisténa frekvence S alely 1,75 % a Z alely 1,05 %. Kaczor,
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Sanak, Szczeklik et al. (2007) provedli velkou screeningovou populaéni studii vyskytu

deficitu ALAT pomoci real-time PCR s principem alelické diskriminace. Z 550 vzorkt

obecné populace bylo detekovano 12 heterozygotti Z/wt (2,18 %), 17 heterozygotd S/wt
(3,09%), 1 homozygot S/S (0,18%) a 520 wt/wt jedinct (94,55 %). Frekvence alel v této
populaci ¢inila pro S alelu 1,7 % a pro Z alelu 1,09 %. Pro ovéfeni vysledkt byl kazdy

mutovany genotyp a 202 nahodné vybranych zdravych jedinci analyzovan metodou

PCR/RFLP (71 vzorkll na vySetfeni S mutace a 131 vzorkd na vySetfeni Z mutace),

kterd byla validovand pomoci externich referenc¢nich vzorki DNA se zndmymi

genotypy (viz obrazek 29).

MM MM MS MS SS MM MM MZ MZ ZZ Marker

Obr. 29: Vysledek elektroforetické separace po provedeni PCR/RFLP s vyslednymi

genotypy [54]

Porovnani vyslednych alelovych frekvenci z téchto dvou polskych studii obecné

populace ve srovnani s naSimi vysledky (vzorky DNA z bukalniho stéru obecné

populace) mizeme vidét v grafické podobé na obrazku 30.
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Obr. 30: Porovnani alelovych frekvenci ve studiich Kaczora, Sanaka, Szczeklika et al.,

Kaczora, Sanaka, Twardovske et al. (2007) ve srovnani s nasi studii.

Frekvence alel v poskych studiich jsou velmi podobné hodnotam v obecné populaci.

Frekvence Z alely v nasi studii je nepatrn¢ vyssi neZ vV obecné populaci.

Carroll et al. (2011) ve své studii prezentoval vysledky 3000 vzorki irské populace,

kterd splnovala kritéria pro cileny screening deficitu AIAT (CHOPN, astma,
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onemocnéni jater, rodinna anamnéza deficitu a snizeni hladiny A1AT v séru. Ve studii
byla navic vySetfovana DNA, ziskana z bukalniho stéru 1100 ndhodné vybranych
jedinct z obecné populace. Genotypizace téchto dvou soubort byla provedena pomoci
analyzy kiivky tani. V souboru nahodné vybranych vzorku irské populace (n = 1100)
byla zjisténa frekvence Z alely 2,18 % a S alely 5,41 %. V souboru cilové populace
(n = 3000) byla zjisténa frekvence Z alely 9,38 % a S alely 5,18 %.

Porovnani vysledku alelovych frekvenci z nasi a studie Carrolla et al. miZzeme vidét

v grafické podob¢ na obrazku 31.

Frekvence alel ve Frekvence alel v
vzorcich spliiujicich klinickych vzorcich
Kritéria screeningu (n=46) v nasi studii
(n = 3000) této klinické
studie
9,38 %
% < 14%
“ Hwt alela i i wt alela
HZalela H7alela
i Salela
Frekvence alel ve Frekvence alel ve
vzorcich DNA (n = 1100) vzorcich DNA (n = 30)
ziskanych z bukalniho ziskanych z bukalniho
stéru obecné populace stéru obecné populace
této klinické studie 3% nasi studie
5,41 (n=30)
218 _— %
% M wt alela M wt alela
HZalela
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Obr. 31: Porovnani frekvenci alel ve vzorcich DNA ziskanych z krve cilové populace

a bukalniho stéru obecné populace ve studii Carrolla et al. a v nasi studii

Pfi porovnani naSich vysledka s vysledky studie Carrolla et al. (2011) jsme zjistili,
ze se alelové frekvence priblizné shoduji. Frekvence alely Z je priblizné ctyfikrat vyssi
Vv cilové populaci ve srovnani s populaci béznou (DNA z bukalnich stérii). Frekvence
alely S ve studii bézné irské populace je v nahodnych vzorcich podobna jako v populaci

cilové na rozdil od nasi studie, ve které alela S nebyla zachycena.
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V némecké studii Ortiz-Pallardo, Hui Zhou (2000) byla pro rychlou analyzu
genotypu ALAT v souboru 24 vzorkli DNA pacientl (v€etné 5 zdravych kotrol wt/wt)
pouzita metoda analyzy kiivky tani. Vysledky byly potvrzeny analyzou SSCP (single-
strand conformational polymorphism) a pfimym sekvenovanim. Piiklad vysledku
sekvenovani DNA v pfitomnosti vzorku s wild type alelou nebo vzorku s genotypem ZZ

popisuje obrazek 32.

mum
GTGCATAAGG

on®

T

Obr. 32: Vysledek sekvenovani vzorku s wild type alelou (A) a vzorku s genotypem ZZ
(B), kdy ¢ervené Sipky ukazuji mutantni alely [25]

Extrakci genomové DNA z malého mnozstvi séra vyuzili ke genotypizaci
43 hospializovanych pacientit s CHOPN nebo emfyzémem ve své studii Francouzi
Andolfatto a Namour (2003). Frekvence Z alely byla v této populaci 11,63 %, S alely
8,14 %. %. Frekvence alel v této populaci byla vzhledem k frekvenci v obecné populaci
vysoka.

Jako priklad studii uskute¢nénych mimo Evropu uvadim studii Bartels (2009)
a Mahra, Edberga (2010) z USA. Bartels (2009) provedla studii, ktera popisovala
detekci nejcastéjSich variant (M, ZaS) v SERPINA1 genu pomoci real-time PCR
s alelickou diskriminaci TagMan sond ve 14 pacientskych vzorcich, u nichz méla byt
potvrzena nebo vylou€ena diagndza deficitu A1AT. Navic bylo pouZito 20 zaslepenych
vzorkli DNA s jiz diive stanovenym genotypem z jiné kliniky (Mayo Clinic, Rochester,
MN) pro validaci metody real-time PCR.

Vysledné alelové frekvence z této studie (n = 14) v porovnani s nasi studii popisuje
obrazek 33.
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Obr. 33: Grafické porovnani alelovych frekvenci ve studii Bartels (2009) a nasi studii

Pokud porovname vysledky z této studie s nasimi vysledky (viz obr. 33), zjistime,
Ze jsou ob¢ hodnoty frekvence Z alely vyssi nez u obecné populace. Rozdilem byl
zachyt S alely, kterd se v nasi vySetfované populaci nevyskytovala.

Mahr, Edberg ve své studii z roku 2010 zkoumali riziko rozvoje Wegenerorovy
granulomatézy (WG) u pacientl s deficitem ALAT. Genotypizace byla provedena
metodou real-time PCR s principem alelické diskriminace. Mezi 433 pacienty s WG
byla zjisténa frekvence Z alely 4,16 % a S alely 6,24 %. U etnicky odpovidajicich
kontrolnich jedinct (n = 421) byla frekvence Z alely 2,14% a S alely 3,80%. Na zakladé
této studie byly posileny dikazy o pfi¢inné souvislosti deficitu A1AT s rizikem rozvoje

WG.
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7. ZAVER

Prace je zaméfena na metodickou ¢ast vySetfeni deficitu v alfa-1-antitrypsinovém
genu pomoci real-time PCR s principem analyzy ktivky tani. Deficit A1IAT je nejcastéji
spojen s mutaci Z a S. Po uspé$né optimalizaci a validaci metody real-time PCR byly
uréeny nejvyhodnéjsi podminky reakce pro detekci obou mutaci, které byly pouZity pro
analyzu klickych vzorkh DNA ziskanych z krve a stéru bukalni sliznice. Optimalni

podminky pro vySetieni Z a S mutace jsou uvedené v tabulce 33.

Tab. 33: Optimalni podminky real-time PCR pro vySetfeni Z a S mutace

MASTER MIX Z mutace | S mutace
Fast Start DNA Master 10 x 2,0 ul 2,0 ul
Forward primer 10 pmol/ul 0,8 ul 0,4 ul
Reverse primer 10 pmol/ul 0,8 ul 0,4 ul
Anchor sonda 2 pmol/ul 0,8 pl 2,4 ul
Sensor sonda 2 pmol/ul 0,8 pl 0,8 pl
MgClI, Roche 25mM 1,2 ul 1,2 ul
H,O 11,6 pl 10,8 ul

(LightCycler 1.2. Podminky denaturace:
30595 °C, poté 40 cykla (95 °C 10 s,

58 °C 10 sekund), 72 °C 15 s. 18 pl master mixu
Tm analyza: 30 °C 1,5 min, denaturace +
k 75 °C rychlosti 0,1 °C/s. 2 pl vzorku DNA

Analyza probihala ve dvou kanalech
F3/F1 (S) a F2/F1(2)

Po genotypizaci souboru (n = 46) klinickych vzorki DNA ziskanych z krve jsem
porovnavala vysledky s vysledky jiz diive ziskanymi akreditovanou metodou
pouzivanou na useku molekularni biologie (PCR/RFLP). Obé metody (real-time PCR
I PCR/RFLP) byly dostate¢né citlivé a vysledky 100% shodné. Bylo detekovano
34 zdravych jedincu (73,01 %), 11 heterozygota Z/wt (23,91 %) a jeden nemocny
jedinec Z/Z (2,17 %). Frekvence mutované alely Z byla 14 %. S alela se v této populaci
nevyskytovala.

Metoda PCR/RFLP patii ke starSim genotypiza¢nim metodam, kdy je po PCR
amplifikaci nutna detekce na elektroforetickém agardzovém gelu a analyza trva 2-3 dny.
Béhem jedné série vySetieni Ize analyzovat 5-10 vzorkt. U metody real-time PCR neni
potiebna elektroforeticka detekce a analyza trva 1 den. Vyhodou této metody je analyza

az 32 vzorkl béhem jedné série vySetieni.
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Na zékladé rychlejsi analyzy bez nutnosti dals$i detekce na elekroforetickém gelu
a moznosti zpracovani vice vzorkli béhem jedné serie, doporucuji pro vysetfeni mutace
Z a S v SERPINA1 genu metodu real-time PCR.

V dalsi fazi jsem hodnotila spolehlivost metody real-time PCR pro detekci Za S
mutace z alternativniho zdroje DNA, v nasem piipad¢ stéru z bunék bukalni sliznice.
Soubor tvofilo 30 vzorkd DNA, z nichz byli zachyceni 2 heterozygoti Z/wt (6.67 %).
Mezi témito vzorky nebyl zadny homozygot pro Z ani S mutaci a zadny heterozygot
S/wt. Frekvence mutované alely Z byla 3 %. S alela se v této populaci nevyskytovala.
Na zéaklad¢ ziskanych vysledkut je metoda real-time PCR spolehliva i pti vySetteni DNA
z bukalniho stéru s niz§im mnozstvim extrahované DNA.

Némi ziskané vysledky byly porovnény s vysledky evropskych studii. V nasi studii
byla zachycena pouze mutovana alela Z a jeji frekvence je pfiblizné stejna nebo jen

lehce odlisna od frekvenci z evropskych studii.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AlAT
AATD
Ccv
DMSO
DNA
dNTPs
EDTA
FW
FRET

GM-CSF
HIV
CHOPN
IEF

IgE

9G4

IL-4, 6
kDa

napf.

PAS

PCR
PCR-RFLP
RCL

RE

SD
SERPINA
SNP

SPE
SSCP

Taq
Tm
USG
WG
Wt

Alfa-1-antitrypsin

Deficit alfa-1-antitrypsinu

Varia¢ni koeficient

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic acid)
Deoxyribonukleotidy

Etylendiamintetraacetilova kyselina

Forward primer

Ptenos energie fluorescen¢ni rezonanci (Fluorescent resonance
energy transfer)

Granulocyto-makrofagové kolonie

Virus lidské imunodeficience (Human imunodeficience virus)
Chronicka obstrukéni plicni nemoc

Izoelektricka fokusace

Imunoglobulin E

Imunoglobulin G

Interleukin 4, 6

Kilodalton

napiiklad

Periodic Acid Schiff

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase chain reaction)
Polymorfizmus délky restrikénich fragmenti u produktti PCR
Reaktivni centrum smycky (Reactive centre loop)

Reverse primer

Smérodatna odchylka

Inhibitory serinovych proteaz (Serine protease inhitor)
Jednonukleotidovy polymorfismus (Single nucleotide
polymorphism)

Extrakce na pevnou fazi (Solid phase extraction)
Jednotetézcovy konformacni polymorfismus (Single-strand
conformational polymorphism)

Polymeraza Thermus aquaticus

Teplota tani

Ultrasonografie

Wegenerorova granulomatoza

Wild type
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