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ULOHAE
Analyza polymorfismu pro ADH a stanoveni jeji
aktivity v séru

TEORETICKY UVOD

Alkoholdehydrogendaza (ADH) je enzym oxidujici primarni a sekunddrni alkoholy a dioly. Zfrejmé
nejvyznamné;jsim z téchto alkoholl je ethanol, jehoZ metabolismus je lokalizovan v gastrointestinalnim
traktu, predevsim v jatrech (az 98 %). Zde dochazi ucinkem ADH ve spolupraci s koenzymem NAD* k
oxidaci ethanolu na acetaldehyd. Vznikajici acetaldehyd je pak ddle oxidovan aldehyddehydrogenazou
(ALDH) na acetat, ktery ve svalové tkani vstupuje do citratového cyklu jako acetyl-CoA a je postupné
preménén na CO,, H,0 a energii v podobé 15 molekul ATP (obr. 1). Existuje nékolik typl ADH a ALDH
enzymd, které jsou kddovany rliznymi geny. Ukazalo se, Ze tyto rdzné varianty mohou u lidi ovliviiovat
riziko vzniku zavislosti na alkoholu. Pfepokladd se, Ze mechanismus vzniku zavislosti spojenych
s vyskytem urcitych forem ADH a ALDH je zplsoben lokdlnim zvySenim obsahu acetaldehydu
vyplyvajici bud' z rychlé oxidace ethanolu, nebo pomalejsi oxidace acetaldehydu.
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Obr. 1: Metabolismus ethanolu

U lidi bylo identifikovano sedm rdznych genl pro ADH (ADH1A, ADH1B, ADH1C, ADH4, ADH5,
ADH6, ADH7) nachazejicich se na chromosomu 4. Jednotlivé formy ADH byly pak na zakladé
podobného obsahu aminokyselin a kinetickych parametr( rozdéleny do péti tfid. Tfida | obsahuje geny
pro ADH1A, ADH1B a ADH1C, které maji hlavni podil na oxidaci ethanolu v jatrech. Do tfidy Il patfi gen
pro ADH4, ktery se uplatiiuje pfi oxidaci ethanolu az pfi vyssich koncentracich. Gen pro ADH5 patfici
do tfidy lll kdduje enzym zvany formaldehydehydrogendaza a vyznacuje se velmi nizkou afinitou pro
ethanol. mRNA ADH6 (tfida IV) byla izolovana z jater plodu i z jater dospélych jedincl, tento enzym
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vSak doposud nebyl z tkané vyizolovan a je o ném zndmo jen malo. Do posledni rodiny V patfi ADH?7,
ktery se podili na oxidaci retinolu a v mensi mire také na oxidaci ethanolu.

U genl pro ADH1B a ADHIC bylo objeveno nékolik SNPs ovliviiujicich kinetické vlastnosti
téchto enzymU. Napfiklad polymorfismus nachazejici se v kodujici oblasti ADH1B genu, ktery vede k
zaméné aminokyseliny argininu v pozici 48 za histidin (ADH1B*48H) nebo polymorfismus v genu ADH1C
vyznacujici se zaménou valinu v pozici 350 za izoleucin (ADH1C*350I). Tyto substituce maji za nasledek
produkci atypickych forem enzym( s mnohonasobné zvySenou Vmax pro oxidaci etanolu na acetaldehyd
oproti formam klasickym (zvySeni az o 70%). Vysledky fady analyz ukazuji, Zze polymorfismy
ADH1B*48H a ADH1C*350! se pravé vyskytuji u osob s nadmérnou konzumaci alkoholu. Pfima
souvislost mezi polymorfismy a alkoholismem vsak nebyla potvrzena.

Restrikcni analyza

Restrikéni endonukleasy jsou enzymy, které rozpoznavaji ve dvousroubovicové DNA
specifickou sekvenci sloZenou obvykle ze 4 az 6 parl bazi a vtomto misté DNA specificky Stépi. Vétsina
rozpoznavanych sekvenci restrikénimi enzymy jsou tzv. palindromy. Nékteré restrikéni enzymy
katalyzuji stépeni dvou vldken DNA v polohach symetricky rozmisténych okolo stfedu palindromové
sekvence (Hhal); vznikaji tak fragmenty s koheznimi ¢i lepivymi konci. Jiné restrikéni enzymy naopak
Stépi fetézec pfimo ve stfedu palindromu (Sspl). Vznikaji pak fragmenty se zarovnanymi ¢i tupymi
konci.

K analyze jednotlivych polymorfisml vyuZijeme restrikéni analyzu genu ADHIC za vyuZiti
restriktasy Sspl (rs698). Jako material pro analyzu bude slouzit vzorek lidské krve, ze kterého budeme
amplifikovat ¢4st oblasti genu obsahujici dany polymorfismus, a nasledné se provede restrikéni
analyza.

Restrikéni misto pro restriktasu Sspl: AAT | ATT
TTA|TAA

Zaména Val/lle v genu ADHIC je vysledkem jednonukleotidové substituce G/A, kdy Stépeni
restriktasou Sspl podléha alela A.

Aktivita ADH

Aktivita ADH se méfi kolorimetrickou metodou vyuzivajici redukci N,N-dimethyl-4-
nitrosoanilinu (NDMA) a ethanolu jako substrdtu. Vyrazné Zluty NDMA je v pfitomnosti NADH+H*
enzymaticky redukovan na bezbarvy hydroxylaminovy derivat. Jde tedy o recyklaci koenzymu, ktery se
redukuje pfi oxidaci ethanolu a nasledné se opét oxiduje pfi redukci NDMA. Zména zbarveni reakéni
smési se pozoruje pfi 440 nm.

Odbeér kapildarni krve

Kapildrni krev se pouzivd v pfipadech, kdy je tfeba jen malé mnozstvi vzorku. Hlavni zasady pfi
odbéru:

» prohratim mista vpichu (bFfisko prstu, usni boltec, u kojencl pata) zabezpedit dobré prokrveni
(prilozit teply vihky obklad 3 min pred vlastnim odbérem)

*  misto vpichu dezinfikovat

= vypich smérovat ze strany do bfiska prstu, kde je lepsi prokrveni nez ve stfedu
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* po nabodnuti lancetou prvni kapku otfit (pfimés tkanového moku), dalsi tvorbu kapek podpofit
lehkym tlakem (pfFi silném vymackavani je v krvi pfimés tkanového moku)

= krev se obvykle odebira do specialnich kapilarnich krevnich zkumavek nebo do malych plastovych
¢i sklenénych zkumavek. U prouzkovych testl se kapka krve aplikuje pfimo.

* po odbéru pfriloZit na misto vpichu vatu smocenou dezinfekénim prostfedkem

Zpracovdni krve

Krev odebrana bez poufZiti protisrazlivych prostredkll se po kratsi dobé srazi, v dlsledku
premény rozpustného fibrinogenu na vlaknitou sit fibrinu. Odstfedénim (10 min., 10 000xg, pokojova
teplota) srazené krve se ziska sérum. Doba srazeni musi byt dostatecna (pfi pokojové teploté po 15—
30 min). PfedCasné oddéleni séra od krevnich elementl vSak miiZe vést k dodatecné tvorbé fibrinu a
koagulaci séra.

Postup prace:

Odbér vzorku krve

Odbér kapilarni krve se provadi z boku Spicky prstu (toto misto je nejméné citlivé na bolest)

1. Pfipravte si sterilni, jednordzovou autolancetu — odSroubujte sterilni ¢epicku a nastavte
hloubku vpichu.
Otrete prst kapesnickem s alkoholem a vyckejte, dokud prst nebude UplIné suchy.
Uchopte jednorazovou autolancetu mezi ukazovackem, prostrednickem a palcem. Pritisknéte
autolancetu pevné z boku ke Spicce prstu (toto misto je nejméné citlivé na bolest) a palcem
stisknéte spoust na doraz.

4. Prvni malou kapku otfete a dalsi tvorbu kapek podporte jemnym masirovdnim prstu smérem
ke konecku.

5. Krev odeberte do sterilni mikrozkumavky. Odeberte vzorek pro PCR a zbytek krve nechte srazet
30 min.

PCR

Smichejte 4 ul odebrané krve se 4 ul 5 nM EDTA.
Ptipravte reakéni smési dle uvedené tabulky do PCR zkumavky:

Slozeni reakéni smési

krev 2,5 ul
Sspl F+R primer (10 uM) 1,5 ul
Kapa MasterMix B 12,5 pl
DMSO 1,3 ul
PCR voda 7,2 ul

3. Reakéni smési jemné promichejte, kratce sto€te a vlozte do termocycleru. Na termocycleru
nastavte ndsledujici program:


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Fibrinogen
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Fibrin
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95°C 5 min

95°C 30s

55°C 30s }40x
72°C 1 min

72°C 5 min

Restrikéni analyza polymorfismu genu ADH1C

1. Pfipravte reakéni smés dle uvedené tabulky do PCR zkumavky:

Reakcni smés Sspl

PCR produkt 10 pul
10x FastDigest Buffer Green 2 ul
Enzym Sspl 1l
PCR voda 7 Wl

2. Reakéni smés promichejte, kratce stocte a inkubujte 20 min pti 37°C.
3. Pripravte si 1,5% agarosovy gel.
4. Vzorky naneste na gel v nasledujicim pofadi:

Délkovy marker —RA Sspl

Stanoveni aktivity ADH v krevnim séru

1. Srazenou krev centrifugujte 10 min pfi pokojové teploté pfi 10 000 x g.
Opatrné odeberte sérum a preneste do sterilni mikrozkumavky.
Ptipravte reakéni smési dle uvedené tabulky do mikrokyvety:

Vzorek
Sérum 20 ul
Reakéni pufr 60 ul

4. Reakéni smés promichejte a mére zménu absorbance pfi 440 nm po dobu 20 min pfi 25°C.

Vyhodnoceni
- Nazdakladé vysledku restrikéni analyzy urcete, jaky genotyp ADH1C genu obsahoval vas vzorek krve
- Vypocttéte specifickou aktivitu ADH (€340 NDMA = 34-10° Mt.em™) v kat/ml séra
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ULOHAF
Analyza Leidenské mutace

TEORETICKY UVOD

Jednou ze zakladnich funkci krve v organizmu je udrzovani stalého vnitiniho prostredi
tzv. homeostazy, coz je zakladni podminka pro jeho spravné fungovani resp. existenci.
Vzhledem k této nezastupitelné roli krve v téle, musi existovat mechanizmus zabranujici jejim
nadmeérnym ztratdm v pripadé poranéni. Schopnost krve srazet se v misté poranéni je slozity
mnohastupfiovy proces (Obrazek 1), ktery je na kaidé Grovni pfisné regulovan. U¢innd
regulace tohoto procesu je obzvlasté dulezita, protoze nekontrolované srazeni krve by mélo
pro organizmus fatalni nasledky.

Podnétem ke vzniku krevni srazeniny vSak nemusi byt pouze vnéjsi poranéni, mize jit
i 0 souhru endogennich pro-koagulacnich faktord, jako je zpomaleni krevniho pritoku cévou,
poranéni krevni cévy Ci geneticky podminéna zvysena krevni srazlivost.

Geneticka dispozice ke zvysené krevni srazlivosti predstavuje vyznamny rizikovy faktor.
Jde o pfipady, kdy jsou v disledku mutace v téle produkovany krevni faktory v pozménéné
formé, coz zplisobuje napft. jejich funkéni zmény ¢i zvySenou koncentraci. U osob s témito
dispozicemi ovsem ke spontdnnim trombdézam obvykle nedochazi, teprve az v soudinnosti
s dalsimi rizikovymi faktory se muze, ale také nemusi, krevni sraZzenina vytvofrit.
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Obrazek 1. Schéma procesu srazeni krve
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Vramci cviCeni bude provedena analyza jednonukleotidového bodového
polymorfizmu (SNP) 1691 G/A genu pro faktor V. Faktor V je plazmaticky glykoprotein
s klicovou roli v koagulaci. V koagula¢ni kaskadé plsobi bud’ prokoagulacné (pokud byl
natraven trombinem ¢i aktivovanym faktorem X) nebo antikoagulacné (pokud byl natrdven
aktivovanym proteinem C). Tzv. Leidenskda mutace zplsobuje rezistenci faktoru
V k aktivovanému proteinu C, coZz vede k nedostatecné degradaci mutované varianty
proteinem C. Tato mutace je nejzndméjsi a nejrozsifené;jsi, vyskytuje se cca u 5 % osob
v populaci. Nositeldm Leidenské mutace hrozi az 7x vyssi riziko Zilni trombdzy.

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

Postup prace:

PCR

Smichejte 4 ul odebrané krve se 4 ul 5 nM EDTA.
Ptipravte reakéni smési dle uvedené tabulky do PCR zkumavky:

SloZeni reakcéni smési

krev 2,5 ul
FV F+R primer (10 uM) 1,5 ul
Kapa MasterMix B 12,5 pl
PCR voda 8,5 ul

3. Reakéni smési jemné promichejte, kratce stocte a vlozte do termocycleru. Na termocycleru
nastavte nasledujici program:

95°C 5 min

95°C 30s

55°C 30s } 40x
72°C 1 min

72°C 5 min

Restrikéni analyza polymorfismu genu pro FV

1. Pfipravte reakéni smés dle uvedené tabulky do PCR zkumavky:

Reakcni smés Sspl

PCR produkt 10 ul
10x FastDigest Buffer Green 2 ul
Enzym Tagql 1u
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PCR voda 7 ul

2. Reakéni smés promichejte, kratce stocte a inkubujte 20 min pfi 37°C.
3. Pripravte si 2.0 % agarosovy gel.
Vzorky naneste na gel v nasledujicim poradi:

Délkovy marker —RA Tagl

Vyhodnoceni

- Nazakladé vysledku restrikéni analyzy urcete, jaky genotyp genu pro FV obsahoval vas vzorek krve
a jestli jste nositeli Leidenské mutace.



