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Anotace

Gen MTRR je schopny recyklovat enzym MTR (Methionine synthase), ktery je nezbytny pro
pfeménu homocysteinu na methionin. Pokud se v genu nachdzi polymorfismus (nejcastéji
A66G rs 1801294) k syntéze homocysteinu nedochazi. Absence této fyziologické reakce vede

ke zvySené hladiné¢ homocysteinu v krvi a poruse nazyvané hyperhomocysteinémie (HHcy).

Tato prace se zabyva optimalizaci podminek jedné z modifikaci PCR metody - alelové-
specifické polymerazové fetézové reakce (AS-PCR) - kterou je mozné vyuzit k vySetieni diive
zminovaného genu MTRR. V teoretické Casti prace je blize popsana metoda AS-PCR a
reagencie, které jsou k provedeni testu zapotiebi. Praktickd cast obsahuje popis vSech
provedenych reakci, diky kterym jsme zjistili, jaky mix a annealingova teplota je pro prub¢h

reakce nejvhodné;jsi.

Klicova slova

PCR, metoda AS-PCR, gen MTRR, annealingova teplota, Master Mix

Annotation

The MTRR gene is able to recycle the MTR enzyme (Methionine synthase), which is necessary
for the conversion of homocysteine to methionine. If there is a polymorphism in the gene (most
commonly A66G rs 1801294), homocysteine synthesis does not occur. The absence of this
physiological reaction leads to elevated blood levels of homocysteine and a disorder called

hyperhomocysteinemia (HHcy).

This work focuses on optimizing the conditions of one of the modifications of the PCR method
- allele-specific polymerase chain reaction (AS-PCR) - which can be used to investigate the
previously mentioned MTRR gene. In the theoretical part of the work, the AS-PCR method and
the reagents needed to perform the test are described in more detail. The practical part contains
a description of all the reactions performed, thanks to which we found out which mix and

annealing temperature is the most suitable for the course of the reaction.

Keywords

AS-PCR method, MTRR gene, polymorphism, annealing temperature, Master Mix
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1 Uvob

MTRR je enzym, ktery je v organismu nezbytny pro tvorbu methioninu. Methionin patii mezi
esencialni aminokyseliny, z ¢ehoz plyne, Ze jeho syntéza neni v lidském organismu mozna a
musi byt ziskan potravou, nebo st€penim tkanovych proteini. Hlavni funkce enzymu MTRR
v metabolickém cyklu spo¢iva v tom, ze pfeméni aminokyselinu homocystein (Hcy) na jiz

zminovany methionin, ktery je pak po ur¢itou dobu aktivni.

Metoda PCR se sklada z n¢kolika kroki, tudiz jsou v procesu k nalezeni rizné faktory, kterymi
muzeme prabeh reakce ovlivnit. Postupem Casu se ze zékladni PCR vyvinuly nové modifikace
a v této praci bude detailnéji rozebrana jedna z nich — metoda AS PCR, neboli aleloveé-

specificka polymerazova feté¢zova reakce.

Naplni teoretické Casti prace bude popis metody PCR, jeji modifikace, klinicky vyznam, funkce
genu MTRR a objasnéni pojmu, které s metodou souvisi — naptiklad SNP, polymorfismus,
heterozygot, homozygot, atd. Praktickd ¢ast bude realizovana v genetické laboratofi
GENLABS. V této ¢asti prace se soustiedim na zakladni orientaci v metodach molekularni
biologie. Jejim hlavnim cilem bude optimalizace metody AS-PCR pro vySetfeni SNP
rs1801394 v genu MTRR. Pti reakci bude sledovan vliv PCR profilu a Master Mixu na vysledek
detekce a nasledné uvedeni této metody do klinické praxe.

Mym podnétem pro vybér tématu byla moZznost prace v laboratornim prostiedi, kterd mé
jakozto Clovéka se zajmem o prirodni védy ihned nadchla. Touto problematikou jsem se nikdy
nezabyvala, a proto beru psani jako $anci se néco naucit a zorientovat se v novem oboru, se
kterym jsem se do této doby setkala jen okrajove. StfedoSkolska odborna ¢innosti je spojenim
aktivit, které mi v procesu vzdélavani ptijdou stézejni — pfijimani novych vyzev a rozsifovani
obzorl. Zaroven toto téma nebylo mnohokrat zpracovano formou odborného textu nebo ¢lanki,

a tak bych réda svou praci pojala jako shrnuti vSech nalezenych zdroju.

2 PCR

2.1 Objev metody

PCR metoda byla vyvijena od zac¢atku 70. let minulého stoleti. Objeveni zakladniho principu je
ptipisovano americkému védci Kary B. Mullisovi, ktery toho ¢asu pracoval jako laborant pro

americkou spole¢nost Cetus, zaméfenou na biotechnologie. V nésledujicich letech se metoda



diky vyndlezu automatické syntézy oligonukleotidi vyrazné posunula kupiedu, pronikla do
vétSiny laboratofi a zacala se bézné uzivat v praxi. V roce 1985 byla tato metoda poprvé
publikovana v prestiznim védeckém Casopise Science a jiz za 10 let obdrzel Kary Banks Mullis

za svij objev Nobelovu cenu za chemii (The Nobel Prize, 1993)

2.2 Vyuziti

PCR se dostala do povédomi vétSiny lidi v disledku pandemie Covidu, ktera vypukla v roce
2020. Metoda se bézné pouziva pro diagnostikti virovych infekci a tedy i viru SARS-CoV-2,

vvvvv

ovSem pouhy zlomek mozného vyuziti PCR.

PCR je velmi senzitivni metoda a umoziuje piesné detekovani riznych mutaci, genetickych
predispozic nebo onemocnéni, jako jsou tuberkuldza, virova meningitida a hepatitida, nebo
napiiklad AIDS. Lze nahlédnou 1 do mnoha dalSich obord. V zoologii se metoda vyuziva pii
rozboru chovani zvifat, v archeologii a paleontologii se diky ni mohou analyzovat genové
variace tisice let starych zvifecich i rostlinnych druhti, evolu¢ni biologové ji uplatituji pii

zafazovani organismi do taxonomickych tiid. (American physiological society, 2004)

2.3 Prubéh

Polymerazova fetézova reakce neboli PCR (Polymerase Chain Reaction) (LabGuide, 2014) je
jednou z hlavnich technik molekularni biologie a funguje na principu fizené replikace DNA.

Jeji pritbéh 1ze rozdélit do nekolika ¢asti.

Na pocatku celého procesu, nez za¢ne opakujici se cyklus reakcei, je poc¢ate¢ni denaturace DNA.
Provadi se pfi teplotach kolem 95 °C, po dobu 3—5 minut (SMARDA, 2005), béhem kterych se
dvousroubovice deoxyribonukleové kyseliny rozplete na dva fetézce. Denaturace v samotnych
cyklech probiha za stejné teploty, ale jeji doba je né€kolikanasobné kratsi (zpravidla 30-60
sekund), protoze uz je k dispozici templatova DNA vytvoiena v prvnim cyklu PCR, ktera je

obvykle kratsi a jeji denaturace tim padem neni tak komplikovana.

Po denaturaci ptichdzi na fadu annealing, coZ je proces trvajici zhruba 20 — 45 sekund, pii némz
se primery (kratké Useky nukleové kyseliny) sparuji s komplementarnim Gsekem templatového
fetézce (Laboratoi molekularni biologie rostlin PFF JU, 1994). Dvousroubovice je v tuto chvili

jiz plné denaturovana a je tedy umoznéno navazani primerti na oba dva fetézce. Teplota, pfi



které probiha annealing (napojeni specifického useku fetézce nukleové kyseliny ke
komplementarnimu fetézci) (Ta— annealing temperature), je velmi dilezitym krokem, protoze
v piipadé, Ze neni dostateéné nizka, mize se stat, ze nasednuti primeru na fetézec DNA
neprobéhne. Na druhou stranu ale musi byt dostateéné vysoka, aby nedochéazelo
k nespecifickému nasedani oligonukleotidii a naslednému vzniku nespecifickych produkti.
Annealingovou teplotu je mozné vypocitat pomoci vzorce nebo urcit experimentdlné

(SMARDA, 2005).

V nésledujici fazi jsou primery nahybridizované a ptipravené na proces elongace (také zvany
extenze) pii teploté 72 °C (Laborator molekuldrni biologie rostlin PFF JU, 1994). Syntéza
DNA probihd v ptitomnosti termostabilni polymeréazy — enzymu, ktery se izoluje z termofilnich
mikroorganismt. Jako ptiklad takového enzymu mtizeme uvést Taq DNA polymerazu, ktera se
izoluje z bakterie Thermus aquaticus (ScienceDirect, 1995) . Organismus byl objeven
v extrémnich podminkéach a je podle toho i pojmenovan — thermus pro jeho stabilitu pii
vysokych teplotach a aquaticus jako oznaceni jeho vyskytu. Je prvnim druhem bakterie, ktery
je schopen piezit a rychle se rozmnozit v teplotach presahujicich 80 °C. Béhem syntézy DNA
se polymeraza napoji na 3°- konec oligonukleotidu a pridava k nové se syntetizovanému fetézci

DNA nové nukleotidy (ExCedr, 2013).

Vsechny vySe popsané kroky jsou citlivé na teplotu a pravé dodrZeni odpovidajici teploty je
zasadni pro spravny pribéh PCR. Cely proces se odehrava v piistroji zvaném termocykler,
ktery je schopny cyklicky ménit teplotu v kratkém castovém tseku. Cely cyklus se opakuje
ptiblizné 25 — 35krat a pocet kopii DNA, podle vzorce (2", kde n je pocet cyklir), exponencialné
roste. Pouzitim vzorce mizeme spocitat, kolikrat byl vybrany usek DNA amplifikovan a

zjistime, Ze se poéty mohou vysplhat az na miliardu kopii (SMARDA, 2005).

Produktem PCR reakce jsou Useky DNA nazyvané amplikony, které se dale daji zkoumat
pomoci mnoha riznych metod. Jednou z nejznaméjsich je elektroforéza — metoda, ktera funguje
na principu separace nabitych ¢astic v elektrickém poli (Biogen, 1999). Vzorky se nanesou do
jamek vytvofenych hiebenem v agarosovém nebo polyakrylamidovém gelu a nasledné se

podrobi elektroforetické separaci (LabGuide, 2014).



2.4 Elektroforéza nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny obsahuji fosfatové skupiny, které jsou zdporné€ nabité. Této vlastnosti DNA
vyuziva jedna z nejpouzivanéjSich metod molekularni biologie, elektroforeticka separace, diky

které miizeme analyzovat produkty PCR (GOTTWALDOVA, 2017).

Existuje vice druht elektroforéz — pulzni gelova elektroforéza, ktera pracuje s molekulami
veétSich rozméra, které by neproSly poérovitou strukturou gelu pii standartni gelové
elektroforéze. DalSim typem je denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE), jenz
denaturuje dvousroubovici DNA, rozvétvuje ji a tim vytvaii jednofetdzcové oblasti. Ctvrtym
typem elektroforézy bych se chtéla zabyvat podrobnéji, jelikoz jsem jeho prostfednictvim

analyzovala vysledky AS-PCR.

Gelova elektroforéza nejéastéji vyuziva jako nosi¢ vzorkt gel z polyakrylamidu nebo agarézy.
Gely se lisi velikosti port, které se nachazi v jejich sitovité struktuie — polyakrylamidovym
gelem projdou jen mensi molekuly o velikosti kolem 10-1000 bp, zatimco péry agarézového
gelu jsou veEtsi a mohou se v nich pohybovat molekuly o rozmérech 100 bp — 50 kb. Pii
vertikalni a horizontalni gelové elektroforéze se gel nachazi na desce, pii kapilarni elektroforéze
v kapilarach (SMARDA, 2005, str. 13). Pfiprava agarézového gelu spoliva v rozpusténi
agardzy v pufru, ktery se nachazi i v elektrolytu (Veterinarni fakulta Brno, 2011). Tekuta smés
gelu se nalije do elektroforetické vany s hiebenem, ktery se po ztuhnuti gelu vyjme a zanecha

po sobé jamky, kam se nasledn€ pomoci pipety nanese DNA.

Gelova elektroforéza je zpiisob, kterym lze separovat Castice na zdkladé jejich rozmért.
(Amoeba Sisters, 2018). Elektroforeticka pohyblivost (rychlost pohybu ¢astic), totiz nezavisi
na velikosti elektrického naboje, nybrz na velikosti ¢astice — mensi se pohybuji rychleji, a tim

padem se v gelu dostanou dal, neZ ty vétsi. (SMARDA, 2005, strana 14)

Gelova elektroforéza funguje na principu mechanického pienosu hmoty, zplsobeného
elektrickym polem. Do elektroforetické vany se nejdiive umisti gel s elektrolytem, do jamek se
napipetuje DNA a potom se spusti elektrické proud, vlivem kterého se vytvoii elektrické pole.
Na strané€ gelu, kde byly hiebenem vytvotfeny jamky, se nachéazi katoda, zatimco na stran¢ druhé
nalezneme opacné nabitou anodu, ke které se sbihaji zaporné nabité fosfatové skupiny ptitomné

v DNA (Amoeba Sisters, 2018).
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Vysledky elektroforetické separace nejsou samy o sobé dobie viditelné, a tak se pro jejich
zvyraznéni pouzivaji barviva, nejCastéji etidiumbromid. Latka se interkaluje mezi péary
nukleovych bazi a cervenym fluoreskovanim reaguje na ultrafialové zareni, takZze muzeme
sledovat, kam se dostaly jednotlivé fragmenty DNA. DalSim zplsobem, jak zviditelnit
fragmenty DNA v agar6zovém gelu jsou fluorescen¢ni kyaninova barviva. Pro

polyakrylamidové gely Ize pouzit barveni stibrem. (SMARDA, 2005. strana 14)

2.5 Slozky PCR smési

2.5.1 Templatova DNA

DNA neboli deoxyribonukleova kyselina, je nezbytnou slozkou PCR smési, jelikoz obsahuje
sekvenci, kterd je béhem procesu amplifikovana a zaroven zastava funkci predlohy nebo
templatu, podle kterého se syntetizuji nové fetézce. Je tvofena nukleotidy — zaékladnimi
stavebnimi jednotkami DNA. Nukleotidy se skladaji z fosfatové skupiny a deoxyribdzy
(pétiuhlikového sacharidu), na kterou je pfipojena jedna ze 4 nukleovych bazi — adenin (A),
thymin (T), cytosin (C) nebo guanin(G) (National Human Genome Research Institute, 2005)
(Ndrodni zdravotni informacni portal, 2018). Na zakladé komplementarity bazi jsou pak vlakna
schopna se spojit a vytvofit tvar dvouSroubovice. Pro potfeby PCR se DNA obvykle izoluje

z krve, dal$ich t€lnich tekutin, mikroorganickych kultur atd.

Extrakce DNA pifedchazi vétsiné molekularné-biologickych vysetieni. K provedeni reakce staci
jen fragment genetické informace a neni podminkou, Zze musi byt dokonale izolovany — lze
pouzit naptiklad ptimo ¢ast tkang. Obecné ovSem plati, Ze ¢im preciznéji je DNA vyizolovana,

tim kvalitngjs$i a 1épe Citeln&jsi je pak vysledny produkt amplifikacni reakce (WikiSkripta,
2020).

Genetickou informaci je mozné ziskat jak z prokaryotickych (DNA tohoto ptivodu se dale déli
na genomovou a plazmidovou) tak i z eukaryotickych organismui, tkani, organd, télnich tekutin
nebo i zpétng, z produkti ziskanych PCR reakci (PANTUCEK, 2018). Pii extrakci se vétsinou
kombinuji chemické a fyzikalni techniky (LabGuide, 2014). Prvnim krokem procesu izolace
genomové DNA z tkani je rozruSeni bunék pomoci tlouckt, homogenizatorti nebo sonikatort.
Nasleduje homogenizace smési bun¢k, kterd se provadi prostiednictvim lyzacniho roztoku. Uz
Z nazvu roztoku vyplyva, ze slouzi k rozpusténi bunécnych stén (z latinského lysis = rozpusténi)
(Velky lékarsky slovnik, 2006) a diky proteaze a RNaze, které obsahuje, také k natraveni

bilkovin a odstranéni RNA. Ve tfeti fazi je DNA separovana od proteint a dalSich nezadoucich
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latek (LabGuide, 2014). Jednotlivé kroky extrakce se 1isi v zavislosti na latce, se kterou je
proces provadén. DNA miize byt izolovana pomoci gravitacnich kolonek, chelexu nebo
komer¢nich kitli, av§ak nejspolehlivéjsi je zpusob, ktery vyuZzivé fenol-chloroform. Ackoliv je

vvvvv

(LabGuide, 2022)

2.5.2 Primer

Primer je oligonukleotidovy fetézec (Laborator molekularni biologie rostlin PFF JU, 1994),
obvykle dlouhy 20 — 25 nt, ktery se po denaturaci dvouSroubovice navaze na zacatek/konec
amplifikovaného useku. Dany par musi obsahovat vyvazeny pomér AT a CG pari —
uptednostiiovany jsou primery s 50 — 60% obsahem AT nebo CG part. Primery zéroven nesmi
byt ptilis komplementarni, protoZze by mohly hybridizovat spolu a vytvaret tzv. dimery. To
samé plati o jednom primeru — pokud by byly jeho konce komplementérni, hrozil by vznik
vlasenky, formace, pfi které se konec primeru pfichyti ke komplementarnim nukleotidim v jiné

Casti fetézce (LabGuide, 2014).

Formace dimeru

“aTerTaréor:

Formace vlasenky

Obr. 1: Formace primeru (https://labguide.cz/wp-content/uploads/2022/04/L G-dimer-vlasenka-768x371.jpg)

2.5.3 DNA polymeraza

DNA polymeraza je enzym, ktery je v reak¢éni smési nezbytny pro syntézu nového fetézce
DNA, ta nésleduje po annealingu — ptipojeni primerti na vlakno DNA (LabGuide, 2014). Ke
zminovanému templatu syntetizuje komplementarni fet€zec a geneticka informace se tak

duplikuje (Laborator molekularni biologie rostlin PFF JU, 1994).
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2.5.4 Nukleotidy (dNTP)

Dalsi nezbytnou slozkou PCR smési jsou volné nukleotidy, které jsou pak DNA polymerazou
na zakladé komplementarity bazi pfipojovany k templatu za vzniku nového vlakna. Nukleotid
je zékladni stavebni jednotka DNA (deoxyribonukleové kyseliny) i RNA (ribonukleové
kyseliny) a sklada se ze 3 ¢asti — fosfatove skupiny, monosacharidu (deoxyribdzy nebo rib6zy)
a nukleotidove baze (National Human Genome Research Institute, 2005). V molekulach DNA

se vyskytuji 4 typy bazi:

e adenin (A) — 6-aminopurin (SIPEK, 2011, str. 134)

NH,
s

N.f’

NP

Obrazek 2: chemicky vzorec adeninu
(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/f/f9/Adenin_%?28chemical structure%29.svg/800

px-Adenin_%?28chemical structure%29.svg.png)

e thymin (T) — 2,4-dioxo-5-methylpyrimidin (SIPEK, 2011, str. 143)
O

H3C | NH

A

N O
H

Obrazek 3: chemicky vzorec thyminu

(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/1/15/Thymin.svg/1024px-Thymin.svg.png)

e cytosin (C) — 2-oxo-4-aminopyrimidin (SIPEK, 2011, str. 135)

NH-

o
N/KO
H
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Obrézek 4: chemicky vzorec cytosinu
(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/d/dd/Cytosin.svg/800px-Cytosin.svg.png)

e guanin (G) — 2-amino-6-oxopurin (SIPEK, 2011, str. 137)

0
HN N
N
H2N/I%N H>

Obrézek 5: chemicky vzorec guaninu
(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/2/29/Guanin_%28vzorec%29.svq/1024px-

Guanin_%?28vzorec%?29.svg.png)

Komplementarni baze adenin a thymin nebo cytosin a guanin jsou schopné se spolu parovat a
drzet tim dv¢€ vlakna DNA v dvouSroubovici pohromadé (Narodni zdravotni informacni portdl,

2018).

2.5.5 MgCl;

Chlorid hotecnaty je dulezitou slozkou enzymatickych reakci v organismu, jako je naptiklad
syntéza proteini. V PCR podporuje nasednuti primerti na specifickd mista ovliviiovanim

teploty tani primeru (ExCedr, 2013).

2.5.6 Pufr

Pufr je zajist'uje optimalni prostiedi, ve kterém PCR probiha (SIPEK, 2011, str. 129), pfi¢emz
dokéze udrzet vhodné podminky pro aktivitu DNA polymerazy (Laborator molkeularni
biologie rostlin PFF JU, 1994). Pufr zajistuje hodnotu pH od 8,3 do 9,0 (PAPOUSEK, 2022),

coz je idealni rozmezi pro funkci a stabilitu polymerazy, ktera umoziiuje syntézu DNA.

2.6 Alelové-specificka PCR

Alelové specifickd PCR je typem reakce, ktera je provadéna za ucelem nalezeni mutaci
v ur¢itém tseku genetické informace. Jeji princip je pomérné jednoduchy — sklada se ze dvou
oddélenych PCR reakci a tfi specifickych primert. Prvni primer je v jedné reakci
komplementarni s obvyklou formou genu a v druhé reakci se naopak napojuje na sekvenci,

kterd obsahuje mutaci nebo polymorfismus. Druhy primer je v obou reakcich totozny
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(SMARDA, 2005). Podle toho, ve které reakci doslo k amplifikaci za vzniku PCR produktu ,

se nasledné rozhodne o pfitomnosti/neptitomnosti mutace ¢i polymorfismu. (LabGuide, 2022)

3 SOUVISEJICI POIMY

3.1 Heterozygot a homozygot

Gen lze popsat jako jednotku dédi¢né informace (SIPEK, 2011, str. 137), ktera se nachézi na
chromozomu a udava fenotyp (viditelny projev znaku) (SIPEK, 2011, str. 136). Gen je
v genomu zastoupen dvéma alelami — jednu dédime od matky a druhou od otce — které se
nachazi v ur¢itém lokusu (konkrétni pozice na chromozomu). Geny mohou kddovat jeden
fenotypovy projev (monogenni dédi¢nost, naptiklad barva duhovky nebo mnozstvi
produkovaného proteinu) nebo i vice fenotypovych projevi (pleiotropni efekt). Naopak nékteré
znaky jsou kodovany vice geny (polygenni dédi¢nost). Rozdil mezi heterozygotem a
homozygotem spoc¢iva v tom, zda jsou alely v genu jedince stejné — v piipadé homozygota —
nebo naopak rozdilné — v piipadé heterozygota (Ndrodni zdravotnicky informacni portdl,
2022).

3.2 Polymorfismus

Polymorfni (poly = vice/mnoho a morphos = tvar) znamena vicetvary nebo mnohotvarny.
(Geneticky polymorfismus, 2016) Genovym polymorfismem oznacujeme stav, kdy je mozny
vyskyt vice nez jedné alely (Polymorfismus lidské DNA, 2007). V piipadé, Ze se jedna z alel
vyskytuje u méné nez 1 % populace, hovoiime o mutaci (SIPEK, 2011, str. 37) — tzn. zméné
sekvence DNA, ktera je (v piipadg, Ze nebrani v rozmnozovéani) dédi¢na. (SIPEK, 2011, str.
140) DNA polymorfismus je velmi bézny, jelikoz se obvykle fenotypové neprojevuje.
(Genetika — Biologie, 2011)

3.3 SNP

Single nucleotid polymorphism, ¢esky zvany jednobodovy polymorfismus (Genetika —
Biologie, 2011), je nejbéznéjsi typ polymorfismu v genomu c¢lovéka (Genetika — Biologie,
2011). Jedna se o zaménu jedné baze v genové sekvenci. Vznika kombinaci vzniku mutace a
tzv. genetického driftu (SIPEK, 2011, str. 143), coz je situace, kdy se do nasledujici generace
nahodné dostane rozdilny pomér zastoupeni dvou alel napt. v dusledku migrace (Biogeografie,

2010). Substituci nukleové baze mize dojit ke zaméne aminokyseliny a nékdy i zméné projevu
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fenotypu (Polymorfismus lidské DNA, 2007). ldentifikace SNP se vyuziva napiiklad ke
konstrukci genetickych map, ovéfovani parentity, identifikaci jedincti nebo pii vyzkumech

Vv oblasti popula¢ni genetiky (Polymorfismus lidské DNA, 2007).

3.4 Gen MTRR

Gen MTRR, také nazyvan zkratkou MSR (Methionine Synthase Reductase), se nachéazi na
chromozomu 5p15.31. NejcastéjSim polymorfismem tohoto genu je A66G rs1801294, ktery
zpusobuje substituci alely A za alelu G v pozici 66 genu MTRR.

Funkéni gen MTRR, jehoz alely nejsou variantni, je schopny recyklovat MTR (Methionine
synthase) — enzym umoznujici chemickou reakci, pfi niz se homocystein preménuje na
methionin (Gene Reports, 2020). Diky obnové MTR enzymu mize probihat remethylace
homocysteinu (Hcy). Homocystein je Skodliva latka, kterd je v organismu pfirozené
odbouravana. Pokud se v genu vyskytuje zminény polymorfismus a remethylace neprobiha,
zvysi se koncentrace homocysteinu v krvi a dojde k poruse nazyvané hyperhomocysteinémie
(HHcy). HHcy miZe byt zpisobena nedostatkem vitamini Be a B12 nebo kyseliny listové —
latek zé&sadnich pro spravnou funkci metabolismu homocysteinu nebo pfitomnosti
polymorfismi v genech MTR, MTRR a MTHFR, které koduji enzymy nezbytné pro
katabolismus Hcy. Vysoka hladina homocysteinu $kodi nervovym builkdm a organismus je
potom néachylnéjsi k rozvinuti neuropsychiatrickych onemocnéni, jako jsou naptiklad porucha

autistického spektra (ASD), Alzheimerova choroba, deprese nebo schizofrenie. (OMIM, 2017)

4 PRAKTICKA CAST

Zazemim pro realizaci praktické ¢asti moji seminarni prace byla laboratotr GENLABS s.r.0.,
kde jsem méla moznost podilet se na optimalizaci jedné z vySe zminénych modifikaci PCR —
alelové-specifické polymerazové fetézové reakci (AS-PCR) pro detekci mutace A66G v genu
MTRR.

Pojmem optimalizace se rozumi upraveni reak¢nich podminek, se zdmérem ziskani co nejvice
specifického PCR produktu. Cilem je zajistit podminky metody AS-PCR tak, aby z reakce vysel
jen jeden konkrétni produkt, ktery bude velikostné odpovidat amplifikované sekvenci. Existuje
vice zpusob, kterymi je mozné priubéh reakce ovlivnit (Laborator molekularni biologie rostlin

PiF JU, 1994):
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e Koncentrace DNA — rozmezi, ve kterém se pohybuje hodnota idealni koncentrace
DNA je pomérné robustni, protoze PCR muze probéhnout s 1-50 i vice ng DNA.

e Annealingova teplota — snizenim teploty anealingu bychom mohli zajistit jist&jsi
nasedani primert na fetézec DNA. Tato teplota nesmi ale klesnout pfilis, protoze pii
moc nizkych teplotach dochazi k tvorbé nespecifickych produkti. Doporucuje se
provést tzv. gradientova analyza, kdy pro anealing pouzijeme teplotni gradient (riizné
teploty lisici se napt. 1 °C), ale stejnou reakéni smés se stejnym vzorkem. Nasledné
vybereme teplotu, pii které vznikl nejvice specificky produkt.

e Koncentrace MgCl, — chlorid hofecnaty plsobi v reak¢éni smési jako stabilizator DNA
polymerazy a zvySeni jeho koncentrace by mohlo vysledek reakce pozitivné ovlivnit.

e Aditiva — stejné jako chlorid hofe¢naty mohou stabilitu reakce podporovat latky jako
formamid, betaine, glycerol nebo siran amonny (NH4)2SOa4.

e Uprava podtu a délky cyklti miize pozitivné ovlivnit vytézek reakce.

e Touch-down protokol — Uprava PCR profilu na principu touch-down PCR metody,
ktera je diky vyssim teplotam pocate¢nich cykli a jejich postupnym snizovanim velmi
citliva a dosahuje specifictéjsi vysledky.

e Ramping time — mezi faktory ovlivitujici PCR patii i rychlost zmény jednotlivych
teplot. Za neuspokojivymi produkty miize stat ptili§ rychle zahiati PCR smési,

Vv jejimz disledku odpada cast primert.

Pfi praci v laboratofi jsem se zamé&fila pfedev§im na vhodnou annealingovou teplotu a pouzité

reagencie.

4.1 lzolace DNA

Jak bylo jiz diive zminéno, DNA lze izolovat z mnoha rtiznych zdrojl. Pro ucely nasi reakce,
byly pouzity vzorky DNA izolované z periferni krve 5 zdravych zen a 5 zdravych muzi, které
byly v dobé mezi odbérem a extrakci DNA skladovany pii teploté -20 °C. DNA, kterd z téchto

vzorki byla vyizolovana méla koncentraci od 216,4 do 918 ng/ul.

4.2 Reakce

Polymorfismus A66G (rs1801394) genu MTRR byl amplifikovan v termocykleru
MultiGene™. Sekvence pouzitych primert jsou uvedeny v tabulce 1. a byly pievzaty z &lanku
Ajabi et al., 2017. Pro kazdy vzorek byly ptipraveny dvé reak¢i smési. Primery MTRR F1 a
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MTRR R1 slouzily k detekci alely A (prvni reakce) a PCR produkt o délce 367 bp a primery
MTRR F2 a MTRR R2 byly navrzeny pro alelu G (druha reakce) a PCR produkt o délce 401
bp.

Primer Sekvence
MTRR F1 5’-TCAAGCCCAAGTAGTTTCGAG- 3’
MTRR R1 5-TGTACCACAGCTTGCTCACAT-3
MTRR F2 5—-CTTGTCTACAGGGTTGCACT-3’
MTRR R2 5-TGTACCACAGCTTGCTCACAC-3’

Tabulka I: Pouzité primery (Ajabi et al., 2017)

Reak¢ni smés, jejiz slozeni je popsano v tabulce I1., byla namichana na mrazicich stojancich ve

zkumavkach o objemu 0,2 ml, kdy celkovy objem reakce byl 25 pl.

Reagencie Objem (ul)
PPP Master/Aptamer (Top-Bio, s.r.o0.) 12,5
dH20 9,5
MTRR F1/F2 primer (20 pmol) 1
MTRR R1/R2 primer (20 pmol) 1
DNA 1
Celkem 25

Tabulka I1: Slozeni reakéni smési pro jednu reakci.

Ptiprava smési probihala v laminarnim boxu, ktery byl vysvicen UV svétlem, aby nedoslo ke

kontaminaci. Nejprve bylo do zkumavek napipetovano 12,5 pl mixu — v naSem piipadé to byl
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PPP Master Mix nebo Aptamer (Top-Bio, s.r.0.). Testovala jsem dva rizné mixy z divodu
optimalizace procesu. Nasledné bylo do reak¢ni smési piidano 9,5 ul destilované vody, po 1 ul
od kazdého z primerti a 1 pl izolované DNA. Koncentrace DNA V pouzitych vzorcich se
pohybovala od 216,4 do 918 ng/ul. Po napipetovani vSech vzorku byly zkumavky uzavieny a

vloZeny do termocykleru.

4.3 Gelova elektroforéza

Uspésnost PCR reakce byla ovéfena pomoci difve popsané elektroforetické metody (ELFO),
ktera diky elektroforetické separaci a pouziti fluorescen¢nich barviv umoziuje vizualizaci PCR

produktu a ur¢eni velikosti jednotlivych fragment.

Elektroforéza byla provedena na 4% agarozovém gelu, ktery byl pfipraven smichanim 2g
agarozy v tabletkach FastGene Agarose (Nippon Genetics) a 50ml TBE pufru. Po rozpusténi
tablet byl roztok zhruba po dobu dvou minut zahfivan v mikrovinné troubé. Do tekutého gelu
bylo pfidano 5,5 pl fluorescenéni barvy Midori Green Advanced DNA Stain (Nippon Genetics).
Ptipravena smé&s byla nalita do formy s hfebinkem, diky némuz se v gelu vytvotily jamky. Do
kazdé jamky bylo nasledné naneseno 4 pl velikostniho markeru FastGene 100 bp DNA Ladder
(Nippon Genetics) a 15 pl PCR produktu.

Vysledné PCR produkty mohly dosahovat pouze dvou délek - 367 bp v piipadé alely A nebo
401 bp v piipadé alely G. Pokud byla délka PCR produktu v prvni PCR reakci 367 bp a ve
druhé PCR reakci nebyl Zadny produkt, jednalo se o homozygota AA. Heterozygot AG byl
potvrzen v piipad¢, ze produkt ziskany v prvni PCR reakci doséhnul délky 367 bp a v druhé
PCR reakci 401 bp. Posledni mozZnosti byl mutovany homozygot GG , tzn. v prvni PCR reakci
nevznikl zadny produkt a produkt ve druhé PCR reakci dosahoval delky 401 bp.

5 VYSLEDKY

Celkem byly provedeny dvé optimalizaéni reakce, pfi nichZz byl testovan vhodny mix a
annealingova teplota. V néasledujici kapitole prace jsou popsany parametry vsech provedenych

reakci a genotypy testovanych vzorki, které vzesly z vysledné optimalizované reakce.
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5.1 Optimaliza¢ni reakce 1

Béhem prvni optimaliza¢ni reakce byly testovany dva mixy — Aptamer a PPP Master mix
(TopBio s.r.0.) — a pouzili jsme vzorky M1 a F3. Jednotlivé reagencie a jejich objemy lze vidét

v tabulce 111, PCR profil je popsan v tabulce 1V.

Reagencie Objem (pl)
PPP Master/Aptamer (Top-Bio, s.r.0.) 12,5
dH20 9,5
MTRR F1/F2 primer (20 pmol) 1
MTRR R1/R2 primer (20 pmol) 1
DNA 1
Celkem 25
Tabulka I11: SloZeni reakéni smési pro prvni optimaliza¢ni reakci
Pocet cykli Teplota °C Cas (min)
Pocatecni denaturace 1 94 1
Denaturace 94 0,5
Annealing 35 60 0,5
Elongace 72 0,5
Post elongace 1 72 5

Tabulka IV.: Pouzity PCR profil pro detekci polymorfismu MTRR A66G.

Pfi pohledu na obrazek I neni mezi dvéma riznymi mixy znac¢ny rozdil. Pro vyslednou reakci

byl pouZzit mix PPP Master.
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M1 PPP Master

M1 Aptamer F3 Aptamer F3 PPP Master

Obrazek 1.: Vysledny produkt prvni reakce.

5.2 Optimaliza¢ni reakce 2

Druhé optimalizaéni reakce, pii které byl pouZit vzorek M5 a mix PPP Master, byla cilena na

annealingovou teplotu. K jejimu ur¢eni byl pouzit gradient annealingu, ktery je popsan

v tabulce V1.
Reagencie Objem (pl)
PPP Master mix (Top-Bio, s.r.0.) 12,5
dH20 9,5
MTRR F1/F2 primer (20 pmol) 1
MTRR R1/R2 primer (20 pmol) 1
DNA 1
Celkem 25

Tabulka V: Slozeni reakéni smési pro druhou optimalizaéni reakci

Pocet cykli Teplota °C Cas (min)
Pocate¢ni denaturace 1 94 1
Denaturace 94 0,5
Annealing 35 60,7 — 64,1 0,5
Elongace 72 0,5
Post elongace 1 72 5
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Tabulka VI: PCR profil pro amplifikaci polymorfismu MTRR A66G.

Produkt druhé optimaliza¢ni reakce miizeme vidét na obrazku II. Pfi zvySeni annealingové
teploty nevznikaly nespecifické produkty a jako nejlépe Citelny se ukézal vzorek naneseny
v 8. a9. jamce. Pro dalsi testovani byla vybrana annealingova teplota 63 °C.

Marker

S O Sy ey Swas Sy Gy e (Gasry ammy (o>

%500
400 e PR s S e e el —— —
300

M5 60,7°C M5 61,7°C M5 62,7°C M5 63,2°C M5 64,1°C

Obrazek I1.: Vysledny produkt druhé reakce.

5.3 Vysledna reakce

Ve treti, zavérecné reakci, byly zuzitkovany parametry z pfedchozich dvou optimaliza¢nich
reakci. Z dvojice testovanych mixi jsme vybrali PPP Master mix a idealni annealingovou
teplotu jsme stanovili na 63°C. Objem reagencii a PCR profil vysledné reakce jsou popsany
v tabulkach VIl a VIII.

Reagencie Objem (ul)
PPP Master mix (TopBio s.r.0.) 12,5
dH20 9,5
MTRR F1/F2 primer (20 pmol) 1
MTRR R1/R2 primer (20 pmol) 1
DNA 1
Celkem 25
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Tabulka V1I: SloZeni reakéni smési pro vyslednou reakci.

Pocet cyklu Teplota °C Cas (min)
Pocatecni denaturace 1 94 1
Denaturace 94 0,5
Annealing 35 63 0,5
Elongace 72 0,5
Post elongace 1 72 5

Tabulka VI1II: PCR profil vysledné reakce

Na obrazku 1T 1ze vidét produkty posledni optimaliza¢ni reakce. Na gel byly naneseny vSechny
vzorky s vyjimkou M1 a F3, jelikozZ jejich genotypy byly patrné z prvni optimaliza¢ni reakce a

nebylo proto nutné je testovat znovu.

Obrazek I11: Vysledny produkt posledni reakce

Tabulka IX ukazuje, Ze ve vSech ptipadech byla potvrzen genotyp AG, tedy heterozygotni
genotyp.
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Vzorek Vysledny genotyp
F1 AG
F2 AG
F3 AG
F4 AG
F5 AG
M1 AG
M2 AG
M3 AG
M4 AG
M5 AG

Tabulka IX: Vysledné genotypy vzorkt
6 ZAVER

Teoretickd cast této prace pojednavala o metodé PCR, slozkach reakéni smési a moznostech
zobrazeni PCR produktu. Déle byly objasnény dilezité pojmy souvisejici tématem prace, jako
napiiklad polymorfismus v genu MTRR. Nakonec byla popsana konkrétni modifikace PCR,
ktera byla vyuzita v praktické ¢asti prace — alelové-specificka polymerdzova fetézova reakce

(AS-PCR).

Nasledovala prakticka cast, ve které byl jako prvni vysvétlen proces optimalizace — vV naSem
ptipad¢ uréeni vhodného mixu a annealingové teploty. Dale jsem shrnula prubéh izolace DNA
a slozeni reakéni smési, které jsme pii reakcich pouzili. V posledni podkapitole, kterou

prakticka ¢ast obsahovala, byla popsana gelova elektroforéza, jeji postup a ziskané vysledky.
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Cil prace byl naplnén provedenim dvou optimalizacnich reakci — na zakladé vysledkt prvni
reakce byl vybrén vhodny mix a pomoci gradientové analyzy byla ur¢ena annealingova teplota.
VSechny testované vzorky vykazovaly heterozygotni genotyp. Ziskané vysledky budou

validovany pomoci jiné nezavislé metody, napt. sekvenaci.
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Obr. I Vysledny produkt prvni reakce
Obr. 1l Vysledny produkt druhé reakce

Obr. 111 Vysledny produkt posledni reakce
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Tab. I Pouzité primery

Tab. II SloZeni reakéni smési pro jednu reakci

Tab. III SloZeni reakéni smési pro prvni optimalizacni reakci
Tab. IV Pouzity PCR profil pro detekci polymorfismu MTRR A66G
Tab. V SloZeni reakéni smési pro druhou optimalizaéni reakci
Tab. VI PCR profil pro amplifikaci polymorfismu MTRR A66G
Tab. VII SloZeni reakéni smési pro vyslednou reakci

Tab. VIII PCR profil vysledné reakce

Tab. IX Vysledné genotypy vzorki
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