Protokol: Cysticka fibr6za — metoda ARMS

Uvod:

Cysticka fibrdza je nejcastéjsSim autozomalné recesivnim onemocnénim vyskytujicim se v zakavkazské
populaci. Incidence je 1:2500-3500 novorozencd. Zhruba kazdy 27. ¢lovék v Ceské republice je zdravym
prenasecem cystické fibrézy. Jedna se o monogenni onemocnéni zplisobené mutacemi v CFTR genu,
ktery se nachazi na chromozomu 7qg31. Existuje vice nez 2000 mutaci v genu CFTR a nejcastéjsi mutace
F508del je detekovana asi u 70 % pacientd. Gen CFTR kdduje protein CFTR, coZ je nezbytny regulator
homeostdazy tekutin a elektrolytd mnoha povrchi sliznic. Jeho hlavni funkci je Fizeni chloridového
kanalu. Zakladnim defektem pfi onemocnéni je porucha v transportu iontl chléru, sodiku a vody pres
apikdlni membranu specializovanych epitelidlnich bunék. Pokud tedy protein CFTR chybi nebo
nefunguje spravné, dochazi k akumulaci viskdzniho hlenu v plicnim a gastrointestinalnim traktu. Tato
abnormalni konzistence tekutiny vede k infekcim, zanétdm, podvyZivé a nakonec k progresivni
multiorganové dysfunkci.

Amplifikaéni refrakéni mutacni systém (ARMS) je metoda detekce jakékoliv mutace, inzerce nebo
delece. Jedna se o variantu alelové specifické PCR. Principem metody ARMS je, Ze nedokonalé
sparovani (Mismatch) PCR primeru na 3’ konci znemoznuje PCR. Pokud tedy primer nehybridizuje na
svém 3’ konci dokonale, nedohazi k amplifikaci. Vybér vhodnych primerd umozniuje amplifikaci a
detekci specifickych zmutovanych nebo normalnich sekvenci DNA. Metoda ARMS se skldda ze dvou
samostatnych PCR reakci, z nichz jedna je specificka pro normalni DNA sekvenci a druha pro sekvenci
s mutacemi.

Postup (Kit Elucigene CF-EU2v1):

1. Testovany vzorek DNA o koncentraci 346,3 ng/ul jsem zfedila 20x, aby se koncentrace
pohybovala v rozmezi 1,5-25 ng/ul.

2. Dale jsme zvortexovali a zcentrifugovali smés primerU a hlavni smés pro PCR a ptipravili jsme
dvé (A, B) reakéni smési pro urcity pocet vzorkd dle tabulky:

Podet vzorku, které se maji
testovat

1 10 25 50

Smés primeru (ul) 4.5 45 112,56 | 225

Hlavni smés pro

PCR (ul) 7,5 75 187,5 | 375

Celkem (ul) 12 | 120 | 300 | 600

3. Poté jsme napitetovali 10 pl reakéni smési A do oznacené PCR zkumavky A a pfidali 2,5 pl
testovaného vzorku DNA. To stejné jsme udélali s reakéni smési B, tedy jsme napitetovali 10 pl
reakéni smési B do oznacené PCR zkumavky B a pfidali 2,5 pul testovaného vzorku DNA.

4. Pripravili jsme si i negativni kontroly, kde jsme dali 2,5 pl vody misto testovaného vzorku DNA.

5. Zkumavky jsme zcentrifugovali a dali do cycleru, ktery jsme nastavili nasledovné:
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6. Po dokonceni programu ndsledovala kapilarni elektroforéza.

7. Smichali jsme 6,8 ul standardu velikosti GS600v2 LIZ a 250 ul cinidla Hi-Di Formamid a
promichali.

8. Do jamek 96jamkové desticky jsme dali 15 pl smési a pfidali jsme jednotlivé do jamek 3 pl
produktu z amplifika¢ni smési A a B.

9. PCR destic¢ku jsme dali zdenaturovat do cycleru na: 94 °C po dobu 3 minut a poté 4 °C po dobu
30 sekund.

10. Desticku jsme kratce zcentrifugovali a vloZili do analyzatoru.

Vysledky:

Ve smési A (horni ¢ast obrazku) je detekovano 50 mutantnich sekvenci genu CFTR, jsou zobrazované
jako modré piky. Ve smési B jsou detekovany odpovidajici normalni sekvence (wild-type) a jsou
zobrazovany jako zelené piky.

Z obrazku muzZeme vidét, Ze se nevyskytuje Zadna mutace (Zadny modry pik) a zaroven se vyskytuji
vSechny normalni sekvence (zelené piky). Jsem tedy wild-type homozygot.

Ve smési A i B jsou zahrnuty vnitini kontrolni markery amplifikace (STR), aby bylo ovéreno, Ze se jedna
o stejného clovéka a nedoslo k zaméné jednotlivych zkumavek A a B mezi rlznymi pacienty. Jsou
zobrazené jako Cervené piky.
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Smés A také detekuje normalni sekvenci pro nejcastéji pozorovanou mutaci F508del (delece 3pb
v exonu 11, coZ vede ke ztraté fenylalaninu na pozici 508). Normalni sekvence se zobrazuje jako
zeleny pik.
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Kromé toho jsou ve smési A’detekovany opakované sekvence polyT (polymorfni tymidinovy trakt)
zobrazené jako ¢erné piky.” Poly(T) sekvence umisténa v sestfihovém akceptorovém misté intronu 8
ma tfi varianty s 5, 7 nebo 9 tymidiny. Alela 7T nebo 9T generuje pfevainé normalni transkript mRNA,
zatimco varianta 5T ovliviiuje Ucinnost sestfihu a vede ke snizeni hladin normaini mRNA v dudsledku
delece exonu 9. Proteinovy produkt transkriptu CFTR postradajiciho exon 9, ma nefunkcni gen CFTR. U
mé se tedy nevyskytuje 5T.

Zaveér:

Nebyla detekovana zZadna z 50 mutaci ani mutace F508del a byly detekovany vsechny normalni
sekvence. Nejsem tedy nemocnd ani prenasec cystické fibrdzy.



