25. Enzymové a jiné markery vyuzivané
v diagnostice vybranych patologickych stavii

Lukas Pacal

1. Cil

Srovnani elektoforeogrami izoenzymt laktatdehydrogendzy separovanych v agar6zovém gelu ze
vzorkl normalnich a patologickych sér.

2. Uvod do problematiky

Laktatdehydrogendza (LD, EC 1.1.1.27) je cytoplazmaticky ubikvitirni enzym. Katalyzuje
reverzibilni pfeménu laktdtu na pyruvat (posledni krok anaerobni glykolyzy). V organizmu jsou
piitomny dva typy polypeptidovych fetézcii oznaCovanych jako H (heart) a M (muscle). Kazda
molekula enzymu je tetramer tvofeny jednim nebo obéma typy podjednotek. Riiznymi
kombinacemi téchto podjednotek vznikd pét izoenzymi (enzymy, které maji stejnou funkci, ale
1is1 se strukturou; primdrn{ izoenzymy vznikaji v disledku rozdilti ve struktufe dvou a vice genil,
v piipad¢ sekundarnich izoenzymu je odliSnost zpisobena posttranslacni modifikaci; izoenzymy
se 1i8f svymi fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi, napf. elektroforetickou pohyblivosti): LD1 (H4),
LD2 (H3M), LD3 (H2M2), LD4 (HM3) a LD5 (M4). Podjednotky M pievladaji v izoenzymech
LD4 a LDS5 vyskytujicich se hlavné v tkdnich s pfevahou anaerobniho metabolizmu (kosterni
svalstvo, jatra) kde katalyzuji pteménu pyruvétu na laktat. [zoenzymy s pievahou podjednotek H
(LD1 a LD2) katalyzuji pfeménu laktitu na pyruvdt ve tkdnich s aerobnim metabolizmem
(myokard, mozek, ledviny, erytrocyty).

laktat + NAD" — pyruvat + NADH + H”,

redukovany NADH + H" Ize dokézat nasledujici reakci s tetrazoliovou solf

NADH + H' + tetrazoliova siill (NBT) — NAD" + formazan

Zvysené hodnoty LD v plazmé nachazime u:
1) poskozeni myokardu
e vzestup izoenzymu LD1 a LD2, napf. pfi akutnim infarktu myokardu (LD1/ LD2 vétsi
neZ jedna, u zdravych osob je pomér mensi neZ jedna)
2) posSkozeni jater
e clevace izoenzymii LD4 a LDS5, napt. akutni virovd hepatitida, cirh6za, otrava
organickymi rozpoustédly
3) krevnich chorob
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® hemolytické a megaloblastické anemie

Izoenzymy se 1i§i ndbojem, a proto se daji elektoforeticky rozd¢lit. [zoenzym LD1 se pohybuje
nejrychleji smérem k anodé, LD5 naopak ke katod¢€. Pfi ndsledné inkubaci v roztoku obsahujicim
substrat enzymu (laktdt) a barvivo lze vizualizovat jednotlivé izoenzymy, které reaguji se
substratem za vzniku NADH a H+, ktery redukuje bezbarvy indikator NBT na barevny formazan.
Intenzita zabarveni je pfimo imérnd mnozstvi jednotlivych izoenzymti.

3. Material

Sklenénd podlozni skli¢ka (7,6 x 2,6 cm), elektroforetickd vana, el. zdroj, termostat, automatickd
pipeta a Spicky, vzorky séra.

Roztoky:

Barbitalovy pufr:

Barbitalum solubile 103 ¢
Kyselina dietylbarbiturova 1,84 ¢
Aqua destillata ad 1000 ml

Barvici roztok:

Lithiumlaktét (substrat pro enzym)

Koenzym NAD+

Oxidované barvivo tetrazoliova modi (NBT)

Prenasec elektronti mezi NADH a barvivem (fenazinmethosulfat)
Pufr o pH 8,6 a aktivujici ionty

4. Postup

Na ocisténd sklenénd podloZzni mikroskopickd sklicka nalijeme na nivelizacnim stolku 1 %
agar6zovy roztok a nechdme ztuhnout.

s s

Na skli¢ka nandSime analyzované vzorky séra (10 pl) pomoci hrany filtracniho papiru a nechdme
15 minut difundovat do agar6zy. Na kazdé sklicko nandsime 2 vzorky.

Po 15 minutidch povrch gelu oplichneme destilovanou vodou a vloZzime do elektroforetické
aparatury. Sklicka s gelem spojime s barbitalovym pufrem pomoci prouzku filtra¢niho papiru,
uzavieme aparaturu, spojime se zdrojem a d€lime za ndsledujicich podminek : U =200 V, I =
cca32 mA,t=55min, T =10°C.

Po ukonceni elektroforetického déleni vloZime sklicka agar6zovou vrstvou dolt do Petriho misek
(3 sklicka/misku) a opatrné podlijeme inkubac¢nim roztokem. Barvime 45 min pii 37°C. Po
obarveni vlozime na 30 min do vypiraci 14zné a poté vysuSime.
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Obarvend a vysusend sklicka naskenujeme a analyzujeme pomoci softwaru TotalLab.

Ve 4
S. Zavér
Pocitacoveé zpracované vysledky elektroforetické separace zaznamendme do protokolu. PopiSeme
rozdily mezi spektrem izoenzymu LD z normalniho a patologického séra a interpretujeme je.
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1. Cil

Prokazat
subjektu

26. Hyperlipoproteinemie

Julie Bienertova Vasku

pfitomnost/neptitomnost mutace R395W v genu pro LDL receptor u pokusného
a srovnani vysledku se zdravym kontrolnim subjektem a pacientem s familidrni

hypercholesterolémii.

2. Uvod do problematiky

Primarni

dyslipidémie jsou vrozené poruchy metabolismu spojené jak s alterovanou hladinou

lipoproteini v plazmé, jejich neobvyklou distribuci a/nebo tvorbou aberantnich lipoproteinovych

molekul.

Poruchy

mohou obecné postihovat alfa-lipoproteiny (napt. Tangierskd choroba, deficit LCAT,

deficit Apo A-1, porucha jaterni triacylglycerolové lipdzy) nebo beta-lipoproteiny, kde je pak
mozné dil¢i tiidéni na:

1.
2
3.
4

Mezi nej
1.

poruchy syntézy a sekrece betalipoprotein

. vyskyt anomalniho apoproteinu B

poruchy v pfeméné betalipoproteini

. b&Zna polygenné determinovana hypercholesterolémie

Castéjsi poruchy metabolismu betalipoproteinti patii

vrozené defekty apoB — predpokladd se u velkého procenta pacientd se Slachovymi
xantomy, kde se diive myslelo na poruchu LDL receptoru

hypobetalipoproteinémie spojend s modifikovanymi apo B — abnormélni molekuly Apo
B (B-25, B-28, B-37, B-39, B-40, B-46) vedou kniz§i stabilit¢ plazmatickych

Vv LR B

lipoproteint a niz$i plazmatické hladin¢ lipida

. familidarni hypercholesterolémie — nejcastéj$i primarni dyslipidémie, heterozygotni

v

forma ma frekvenci cca 1/500, homozygotni forma je mnohem vzacnéjsi - ma frekvenci
cca 1/10°% na pokladé poruchy LDL receptori dochdzi ke zvysené produkci LDL, jejich
prodlouzené cirkulaci a sniZzenému vychytavani. To vede u heterozygoti ke 2-3x
zvySené plazmatické hladiné LDL cholesterolu oproti zdravym, ICHS se u nich rozviji
béhem tiettho az ¢tvrtého decenia. U homozygott jsou hladiny LDL cholesterolu 6-8
vyS$i oproti normé& a neléceni pacienti vétSinou umiraji na infarkt myokardu pfed 20
rokem véku. Podkladem onemocnéni jsou mutace v LDL receptoru.

polygenni hypercholesterolémie — velmi Casté civiliza¢ni onemocnéni, na geneticky
predisponovaném terénu dochdzi sumaci urcitych environmentdlnich vlivli (faktory

vngjsiho prostredi, zejména faktory Zivotniho stylu) k hypercholesterolémii. Je ztetelna
nutriéni zavislost, onemocnéni 1ze vyrazn€ kompenzovat dietou.
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Mutace R395W zplisobuje zdménu argininu za tyrozin v pozici 395, coZ je podminéno substituci
GGG—TGG v9. exonu genu pro LDL-receptor. Tato mutace rusi restrikéni misto pro
endonukleadzu Hpall, takZe normdlni alela po PCR a restrikci poskytuje fragmenty 137, 56 a 30
bp, zatimco restrikce mutantni alely vede k zisku alel 167 a 56 bp. Uvedend mutace patii mezi asi
dvacet nejcastéjSich mutaci v LDL receptoru v ¢eské populaci.

3. Material, metody

PCR: molekularné-biologickd metoda slouzici k amplifikaci fragmentii DNA o definované délce,
coZ umoznuje ziskat v kratkém Case velké mnoZstvi kopii piislusné sekvence a tim pfedstavuje
vychodisko pro celou fadu dalSich molekuldrné-biologickych postupti. Metoda ma tfi faze: 1.
denaturace DNA — odd¢€lovani dvou fetézci DNA od sebe, 2. annealing — navdzani ohranicujicich
oligonukleotidii (primerti) a 3. elongace — syntéza ocekdvanych fragmenti DNA.

Roztoky:
H,0, reak¢ni pufr obohaceny o bovinni sérum albumin (RP+BSA)(10xkoncentrovany), MgCl,
(25mM), deoxynukleotid trifosfaty-dNTP (smé&s dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 10mM), primer 70 a

71 (10mM), genomovd DNA pacienta heterozygotniho pro FH, jedince suspektniho z FH a
zdravého ¢loveka (asi 50ng/ul), Taq polymeraza (SU/ul).

4. Postup

a) Rozpis pripravy mastermixu pro PCR

na 1 vzorek | na 3 vzorky

(vl (v ub
1. H,O 13,3 40
2. RP+BSA 2,5 7,5
3. MgClz 1 3
4. dNTP 0,5 1,5
5. primer 70 1,25 3,75
6. primer 71 1,25 3,75
7. DNA 5
8. Taq 0,125 0,38
PCR smés 20
celkem 25

Do 3 oznaCenych eppendorfek napipetujeme Sul DNA zkoumaného vzorku (A), pacienta
heterozygotniho pro FH (B) a DNA zdravého c¢loveéka (C). Vypocitané mnoZstvi roztokt 1-6 pro

3 vzorky uvedené v tabulce napipetujeme do zvlastni eppendorfky, nakonec napipetujeme roztok
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8 a dobie pipetou promichejte. Z této smési odebereme 20ul a ptidame k jednotlivym vzorkiim

DNA, vSe dobte promichdme.

Eppendorfky s amplifikacni smési vloZime do amplifikdtoru a spustime ulozeny program reakce:

. . | denaturace annealing elongace
T A (teplota/cas) | (teplota/cas) | (teplota/cas)
1 95°C/5” 62°C/1” 72°C/I1”
35 95°C/1” 62°C/1” 72°C/1”
1 95°C/1” 62°C/1’ 72°C/5°

b) Restrikce amplifikovaného produktu piislusnou restriktdzou

Roztoky: H,0, restrikéni pufr (10x), Hpall (8U/ul)

Provedeni:

Rozpis restrikéni smési:

1 vzorek (ul) | 3 vzorky (ul)
1.H,O 7.3 22
2.restrik¢ni pufr 2 6
3.Hpall (restrik¢ni enzym) 0,7 2,1
4.DNA (amplifikaéni produkt) 10
celkem 20

Do oznacenych eppendorfek (A,B,C) napipetujeme 10ul DNA. Ve zvlastni eppendorfce

promichdme roztoky 1-3 a smés rozpipetujeme do eppendorfek s DNA.

Restrikéni smés umistime do termostatu (370C) na min. 2 hod.

¢) Elektroforeticka separace produktu
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Roztoky: 1xXTBE pufr (pfiprava gelu a elektroforeticky pufr), nandseci pufr (bromfenolova
modi:ficol,1:1), etidium bromid

Provedeni:

Priprava 2% gelu: 2g NuSieve agarézy rozvaiime ve 100ml 1xTBE, po zchladnuti na 50°C
pfiddme 10ul etidium bromidu, nalijeme na misku s hfebenem a nechdme 30 minut ztuhnout,
opatrné vysuneme hieben a gel umistime do elektroforetické aparatury s IXTBE pufrem

Vzorky pro naniSeni na gel smichdme s nandSecim pufrem na parafinovém filmu takto: 10ul

vzorku+5ul nanaseciho pufru, cely objem potom naneseme pipetou do komtrek na gelu.

Vzorky pro elektroforézu:

1) DNA A (zkoumany vzorek ) po amplifikaci

2) DNA A po amplifikaci a restrikci

3) DNA B (jedince suspektniho z FH) po amplifikaci

4) DNA B po amplifikaci a restrikci

5) DNA C (zdravého ¢lovéka) po amplifikaci

6) DNA C po amplifikaci a restrikci

7) DNA po kontrolni amplifikaci a restrikci

Po naneseni vSech vzorkii pfipojime elektroforézu ke zdroji, zdroj nastavime na 90-100V a
nechdme asi 30 minut elektroforeticky rozd¢lit fragmenty DNA (DNA je zdporné nabitd, putuje
ke kladnému poélu, pficemz se do ni navazuje etidium bromid, ktery v UV sviti oranZové¢). Po

skonceni elektroforézy gel prohlizime na UV transilumindtoru a vysledek vyfotime.

4. Vysledky

Popis ziskaného elektroforeogramu ve vztahu k mutaci R935W v genu pro LDL receptor, popis
délky jednotlivych alel.

5. Zavér

Struén€é popiSeme princip metody. Zhodnotime, zda zkoumany pacient byl/nebyl
heterozygotem/homozygotem pro mutaci R395W v genu pro LDL a zdivodnime pro¢. Poddme

vysvétleni vysledktl elektroforézy zaznamenanych na kopii fotografie. Zdivodnime, proc¢
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heterozygotni pacient ma po restrikci dany pocet fragmentii DNA ve srovndni se zdravym

jedincem a amplifikacnim produktem .
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