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1 UVOD

Problematiky lidské neplodnosti a ztratovosti plodi jsou v dneSni dobé celosvétovymi
problémy. A ackoliv se stdle vice a vice pard, kterym se nedaii otéhotnét, uchyluje
k technikdm asistované reprodukce, ani ty nemuseji byt zarukou uspéchu, pokud dava vznik
komplikacim spojeni genetickych informaci matky a otce v genech, které nejsou primarné
v této souvislosti zkoumany. To se mlze projevit na Zivotaschopnosti vzniklého embrya.

Souvislost polymorfismii v enzymu methylentatrahydrofoldt reduktaza (MTHFR)
s touto problematikou je kontroverznim tématem. Ackoliv je studii zkoumajici vyskyt téchto
polymorfismi budto u zen ¢i u muzi nepieberné mnozstvi, existuje pouze par studii
zkoumajicich takové jedince jako celek, tj. jako pary, které spolecné davaji vzniknout novému
jedinci. A vzhledem k vysoké mife vyskytu 2 nejznaméjSich a nejstudovanéjSich
polymorfismi C677T a A1298C, je velmi pravdépodobné, ze vysledny kombinovany genotyp
potomka s sebou miize pfinaset jistd znevyhodnéni.

Literarni ptehled je prufezem dané problematiky, ktery zacind piehledem o
homocysteinu a folatech, jejichz metabolismus je klicovy pro pochopeni ulohy enzymu
MTHEFR ve studované problematice, ktera je zde taktéz rozebrana v obecné roving.

Cilem experimentalni ¢asti prace je otestovat pary, kterym se nedaii ot€hotnét ¢i u nich
doslo k opakovanym spontdnnim potratim, na cis/trans konfiguraci 2 nejbéznéjsich
polymorfismi v enzymu MTHFR (C677T a A1298C) metodou PCR-RFLP a statisticky
zhodnotit frekvence té€chto polymorfisml v porovnani s nashromazdénymi tdaji genetické

laboratoie GENLABS pro jedince z ceské populace.



2 LITERARNi PREHLED

21 HOMOCYSTEIN

Homocystein (Hcy; 2-amino-4-thiomdaselna kyselina) byl poprvé popsan v roce 1932 (Butz &
Du Vignead). Jedna se o neesencidlni sirnou aminokyselinu, kterd vznika jako meziprodukt
metabolické pfemény esencidlni aminokyseliny methionin (Met), kterou organismus ziskava
z potravy, na neesencialni cystein (Cys).

Hcy (Obr. 2.1) je mnohdy oznacovan za ,.toxickou aminokyselinu®, pfi¢emz jeho
toxicitu zplisobuje vodikovy atom ze sulfanylové skupiny (-SH), ktery miize az agresivné
reagovat s jinymi molekulami. K tomuto jevu dochézi, je-li Hcy pfitomen ve zvySeném
mnozstvi (podrobnéji popsano nize). I pies své neptiznivé uCinky pfi zvysené koncentraci je
Hcy klicovou latkou lidského metabolismu.
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Obr. 2.1: Chemicka struktura homocysteinu.

211 METABOLISMUS HOMOCYSTEINU
K syntéze homocysteinu dochédzi v lidském organismu transmethylaci Met (Obr. 2.2).
K degradaci Hcy dochdzi bud’to transsulfuraci na cystein, anebo je v remethylacni draze

pfeménén zpét na Met (Skovierova et al., 2016).
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Obr. 2.2: ZjednoduSené schéma metabolismu homocysteinu. Bile jsou znazornény enzymy

MTHFR

ucastnici se jednotlivych reakci, zelené¢ pak dulezit¢ kofaktory. K syntéze Hcy dochazi
v methioninovém cyklu transmetylaci Met za pomoci MTTR. Vznikly Hcy je nasledné odbouran
bud'to transsulfuraci na cystein, anebo remethylaci zpét na Met za ptispéni folatového cyklu. Toho se
ucastni enzym MTHFR jakozto katalyzator konverze 5,10-methylentetrahydrofolatu na 5-
methyltetrahydrofolat (zpracovano dle Pokorny & Minarik, 2013).

REMETHYLACE
Remethyla¢ni drdha zahrnuje dva navzdjem propojené cykly (podrobné Obr. 2.3), jeZ se
podileji na ptenosu methylovych skupin, které s sebou ptinaseji folaty z vnéjsiho prostiedi

(Erben, 2016).

METHIONINOVY CYKLUS

Pti remethylaci se Hcy méni zpét na Met, a to za Ucasti enzyml 5-methyltetrahydrofolat-
homocystein-S-methyltransferaza (methioninsyntdza, MTR), anebo betain-homocystein-
methyltransferaza (BHMT), jehoz aktivita je omezena vyhradné na jaterni tkan (Medina et al.,
2001).

Enzym MTR, jehoZ gen se nachazi na pozici 1q43, ke své funkci potiebuje jako
kofaktor vitamin B12 (kobalamin), diky némuz katalyzuje pfenos methylové skupiny z 5-
methyltetrahydrofolat (methyl-THF) na Hcy. Tento krok je poslednim krokem
v methioninovém cyklu a je to bod, diky kterému se tento cyklus propojuje s folatovym
cyklem (Medina et al., 2001). Naproti tomu enzym BHMT, jeZ se Gi€astni alternativni pfemény

Hcy na Met v jatrech, neni na folatech a vitaminu B12 zavisly. Pfenos methylové skupiny je



zajiStén z betainu, ktery v organismu vznikd oxidaci cholinu a lecithinu. Ty lze ziskat
pfisunem z potravy (Erben, 2016).

Vznikly methionin, at’ uz vznika kteroukoliv cestou, miize byt dale zaclenén do peptida
anebo pfeménén na S-adenosylmethionin (SAM) za pomoci methioninadenosyltranferazy
(MAT), ktera ptenasi adenosylovou skupinu z ATP (adenosintrifosfat) na atom siry v
molekule Met. SAM se jako univerzalni donor methylu Gcastni mnohych methylacnich reakci,
diky ¢emuz hraje kliCovou roli v bunécnych procesech. V prubéhu téchto reakci se pak ze
SAM odstépi methylova skupina, ktera se nasledné podili na tvorbé S-adenosylhomocystein

(SAH). SAH je v kone¢né fazi reverzibiln¢ hydrolyzovan na Hey (Forges et al., 2007).

FOLATOVY CYKLUS
Folat vstupuje do bunék pomoci folatovych receptori, kde ho dihydrofolat reduktaza (DHFR)
redukuje na tetrahydrofolat (THF) - aktivni formu kyseliny listové. Jeho hlavni funkeci je vazat
jednouhlikaté zbytky a poskytovat je pro béh dalSich reaket.

Enzym MTHFR se celého procesu ucastni jakozto katalyzator konverze 5,10-
methylentetrahydrofolatu  (methylen-THF) na 5-methyltetrahydrofolat (methyl-THF;
metafolin), ktery je pottebny pro remethylaci Hcy na Met, ¢imZz poskytuje esencidlni

methylovou skupinu pro mnohé biologické procesy.

TRANSSULFURACE

Transulfuracni draha se uplatiuje zejména pii zvySenych narocich na syntézu cysteinu, anebo
pfi piekroceni remethylacni kapacity ve folatovém cyklu a probihd vyhradné v buiikdch
jaternich, ledvinovych, sttevnich a pankreatickych (Pokorny & Mindrik, 2013).

Prvnim krokem této ireverzibilni drdhy je reakce katalyzovana enzymem cystathionin
B-syntdza (CBS), ktery zprostiedkovavd kondenzaci Hcy se serinem, ¢imz vznika
cystathionin. Ten je v dal§im kroku za casti cystathioninlyazy (CL) deaminovén na cystein a
a-ketoglutarat. Oba tyto kroky vyzaduji pfitomnost kofaktoru pyridoxal-5-fosfat, ktery je
aktivni formou vitaminu B¢ (Medina et al., 2001; Forges et al., 2007). Vznikly cystein mtze
dale slouzit jako stavebni jednotka proteini (Pfistoupilova et al., 1999) anebo je pii nadbytku

oxidovan na taurin a anorganické sirany (Medina et al., 2001).
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Obr. 2.3: Metabolismus homocysteinu. V methioninovém cyklu (vlevo) katalyzuje enzym 5-
methyltetrahydrofolat-homocystein-S-methyltransferaza (MTR, v svétle modrém ramecku), ktery ke
své funkci potfebuje kofaktor vitamin B12 (kobalamin, ve svétle oranzovém ramecku), pienos
methylové skupiny z methyl-tetrahydrofolatu (methyl-THF) na homocystein (Hcy) za vzniku THF a
methioninu. Aktivace methioninu pomoci ATP (adenosintrifosfat) davd vzniknout A-
adenosylmethioninu (SAM), univerzalnimu darci methylové skupiny. Poté se ze SAM odstépi
methylova skupina, kterd se podili na tvorbé S-adenosylhomocystein (SAH). Obnova Hcy SAH
hydroldzou uzavira tento cyklus, na ktery navazuje cyklus folatovy (vpravo), ve kterém volny THF
ptijimé jednouhlikaty zbytek ze serinu, ¢imz vznikd methylen-THF a glycin. Methyl-THF vznika
redukci methylen-THF diky FAD-dependentni methylentetrahydrofolat reduktaze (MTHFR) a jejimu
kofaktoru vitaminu B2. Na tyto cykly navazuje transsulfura¢ni draha. Prvnim krokem této ireverzibilni
drahy je reakce katalyzovand enzymem cystathionin B-syntdza (CBS), ktery pro svou aktivaci
potebuje SAM, a jeho kofaktorem vitaminem B6 (ve svétle oranZzovém ramecku), kdy jeho zasluhou
dochazi ke kondenzaci Hey se serinem, ¢imz vznika cystathionin. Ten je v dalsim kroku za ucasti
cystathioninlyazy (CL) a opét kofaktorem ve formé vitaminu B6 deaminovan na cystein a o-
ketoglutarat. Cystein je limitnim prekurzorem pro syntézu glutathionu (vlastni zpracovani).

2.1.2 KYSELINA LISTOVA A FOLATY
Pro spravny béh metabolismu Hcy jsou potiebné nékteré vitaminy ze skupiny B, které slouzi

jako kofaktory ucastnicich se enzymtm. Patfi mezi n¢ pyridoxalfosfat (vitamin B6), ktery je



dalezity pro transsulfuraci, kobalamin (vitamin B12), ktery se spole¢n¢ s enzymem MTR
podili na pfeméné Hey na Met, riboflavin (vitamin B2) a kyselina listova (vitamin B9) diilezité
pro remethylaci.

Kyselina listova (Obr. 2.4) je ve vod¢ rozpustna kyselina ve formé zluto-oranzového
krystalického prasku, bez chuti a zapachu (Stransky, 2005), kterd sama o sobé nemd zadné
biologické ucinky. Biologicky aktivni jsou pouze jeji metabolity vznikajici v jatrech. Kyselinu
listovou a jeji metabolity souhrnné nazyvame folaty (Koucky, 2011). Pod timto pojmem se
skryva vice nez 100 vitaminovych derivatii pteroylmonoglutamové kyseliny (Stransky, 2005).

Mezi nejvyznamnéjsi biologicky aktivni derivat kys. listové patti methyl-THF -
metafolin (Koucky, 2011), ktery je dulezitou soucasti folatového cyklu (viz 2.1.1, str. 2).
Folaty jsou také dulezitou komponentou metabolismu bilkovin, a kromé jiného je esencialni

pro rist bunék, jejich déleni a diferenciaci (Stransky, 2005).
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Obr. 2.4: Chemicka struktura kyseliny listové. Pfevzato z upload.wikimedia.org'.

FORMY
V ptirode se folaty vyskytuji v redukované formé (polyglutamyl). Jednouhlikaté fragmenty
[methyl (-CH3), methylen (-CH2-), formyl (-CHO) ¢i formimino (-CH=NH)] jsou vazany
k N5, N10 ¢i k obéma pozicim na struktufe THF. Kys. listova (PGA, pteroylmonoglutamova
kyselina; pteroylglutamic acid) je oxidovanou formou, kterd se jen ziidkakdy vyskytuje
v pfirod¢. Tato forma je chemicky velice stabilni, a kromé& toho, ze je jeji vyroba
nizkondkladova, je také jako folat ptfitomny ve stravé redukovatelnd na THF, tudiz je
pridavana do fortifikovanych jidel a vyskytuje se také v doplncich stravy (Ebara, 2017; Ohrvik
& Witthoft, 2011). Stéle Castéji je ale jeji pouZiti pfehodnocovano.

Vzhledem k riizné vyuzitelnosti mono- a polyglutamatii byl zaveden pojem ekvivalent

kyseliny listove: 1 ug ekvivalentu folatu = 1 ug folatu v potraviné = 0,5 ug syntetické kyseliny

! [stazeno 2018-03-04]. Dostupné na
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/c/cf/Folic_acid.svg/420px-Folic_acid.svg.png



listove (PGA). Pri vypoctu prijmu ekvivalentu folatu z obohacenych potravin, resp. z
potravinovych doplnkii je pouzivan nasledujici vzorec: ug ekvivalentu folatu = ug folatu v
potraviné + (1,7 X ug syntetické kyseliny listoveé) (...), (Stransky, 2005).

V Ceské republice je dle Stranského (2005) denni davka kys. listové vypoéitand z vyse
uvedeného vzorce na 400 pg ekvivalentu folatu denn€ pro dospélé a déti od 10 let, pro t€hotné
se tento piijem navySuje o 200 pg. Dle ¢lanku z roku 2015 uvefejnéném na webovych
strankach Ceské Spolecnosti pro vyzivu je doporucena denni davka nésledujici — pro dospélé
200 pg/den a pro déti 300-400 pg/den’. Ve ¢lanku ale neni uvedeno, jakym zptisobem byly
tyto hodnoty ziskéany.

UMFA
Je-li denni piijem vys$i nez 400 ug, mize se do krevniho obéhu dostdvat nemetabolizovana
kys. listova (UMFA), (Kelly et al., 1997), coz je, jak se zda, velkym problémem. Nékteré
studie indikuji, Ze chronicky zvySené hladiny UMFA mohou negativné ovliviiovat lidské
zdravi, naptiklad v souvislosti s vyskytem rakoviny. Figueiredo et al. (2009) ve své praci
zjistili, Zze suplementace 1 mg PGA souvisi se zvySenym rizikem vzniku rakoviny prostaty u
norskych muzi (Ebbing et al., 2009). Meta-analyza z roku 2013 (Vollset et al.) ale neukdzala
zadny signifikantni vliv (at’ uz pozitivni ¢i negativni) suplementace PGA na prvnich 5 let 1écby
rakoviny.

V lidském téle UMFA vznika pfi nadbytecném piijmu PGA (Obr. 2.5). Dnes jsou jiz
v dostani suplementy ve form¢é methyl-THF (methylfolat), které jsou fundamentélni

ptedevsim pro jedince s polymorfismy v enzymu MTHFR.

2 Kyselina listova. Spole¢nost pro vyzivu © 2018. Publikovéano 3.4.2015. [cit. 2018-02-26]. Dostupné z:
http://www.vyzivaspol.cz/kyselina-listova/



PGA (synteticka kys. lisova)
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Obr. 2.5: Proces piemény kyseliny listové a folati v lidském téle. Clovek piijima folat ze stravy ve
formé polyglutamylu. Syntetickd kyselina listova (PGA) ve formé pteroylmonoglutamové kys. je
prijimana v dopliicich stravy ¢i prostiednictvim fortifikovanych jidel. Pfi zvySenych hladinach piijmu
PGA nemusi byt lidské télo schopné vSechnu PGA pifeménit na DHF (dihydrofolat), ¢imz muze
dochazet k ukladani nemetabolizované kys. listové (UMFA). DHF je pfeménén na tetrahydrofolat
(THF), ktery se méni na methylen-THF. Vyskytuje-li se defekt v polymorfismu MTHFR, lidské télo
neni schopné optimalné pfeménovat methylen-THF na methyl-THF (methylfolat), ktery je pfipraven
k okamzité absorpci (zpracovano dle https://methyl-life.com/addressing-mthft/).



UCINKY NA GRAVIDITU

Je jiz zab&hnutym pravidlem, vSem Zenam planujicim t€¢hotenstvim ¢i Zzenam jiz v o¢ekavani
byva doporucena vitaminova prevence. Jeji nesporny kladny vliv na vyskyt defekti neurdlni
trubice (NTD) pti konzumaci je dnes jiz celosvétové znamy (Yan et al., 2012; Yang et al.,
2015). V poslednich letech se také objevuji meta-analyzy zkoumajici jej vliv s riznymi
defekty naptiklad se spina bifida (rozstép patete), kdy je patrné€ zvySend incidence v zemich,
kde neni suplementace folatem upravovana zdkonem (Atta et al., 2016). Nadale vysledky dalsi
rozsahlé¢ meta-analyzy z roku 2015 ukazaly, ze snizeni rizika narozeni ditéte s poruchou
intrauterinniho ristu (intrauterinni ristova retardace, SGA), ktera vede ke snizené porodni
hmotnosti a/nebo porodni délce, tizce souvisi se suplementaci folaty. Prekvapivym zavérem
je vsak fakt, ze toto riziko se snizuje pouze u prekoncepéni suplementace (Hodgetts et al.,
2015). Podle studie z roku 2014 (Murto et al.) je dokonce suplementace po IVF nevyznamna
a zddnym zpisobem tchotenstvi pozitivné neovliviiuje. Objevuji se dokonce ndzory, Ze
suplementace po 12. tydnu téhotenstvi, do kterého se doporucuje zvyseny piijem folatd
vzhledem k NTD, mtize souviset s moznym rozvojem détskych alergii (Kiefte-de Jong et al.,
2012). Ty pravdépodobné v této souvislosti vznikaji kvili schopnosti kys. listové chovat se
jako darce methylu, diky ¢emuz miize dochazet k modifikacim exprese genli souvisejicich
s jejich rozvojem (McStay et al., 2017). Dunstan et al. (2012) dokonce zjistili, Ze piijem vyssi
nez 500 pg/den je asociovan s mnohem vét§im rizikem (az 85 %) vzniku alergie v porovnani
s ptijmem 200 pg/den. Naopak sniZzeny piijem folatl v priib€hu prvnich mésict t¢hotenstvi se
muze na irovni DNA methylace negativné podepsat na emocnich problémech déti (Devlin et

al., 2010).

2.1.3 PORUCHY METABOLISMU HOMOCYSTEINU

V krevni plazmé se Hey vyskytuje ve formé oxidované a redukované. Z celkového mnoZzstvi
homocysteinu tvofi ta redukovand, jezZ s sebou nese volnou sulfanylovou skupinu, pouze 1 %
(Jacobsen, 1998). Vétsina Hey je béhem nékolika minut az hodin oxidovéana (Chambers et al.,
2001; Medina et al., 2001). A pravé sumu redukovanych a oxidovanych forem homocysteinu
nachazejicich se v krevni plazmé souhrnné oznacujeme jako hladinu celkového homocysteinu
(tHey). Ta nabyva riznych hodnot (optimélné 5-16 pmol/l; Medina et al., 2001) v zavislosti
na pohlavi a véku, s jehoz naristem se postupné zvySuje i1 koncentrace tHcy, nasledné na
demografii, genetickych a fyziologickych faktorech, strave, chorobach a v neposledni fadé

také na medikaci (Medina & Amores-Sanchez, 2000). Patologicky jev vyznacujici se



zvySenym uklddanim Hcy v plazmé oznacujeme jako hyperhomocysteinémii (hHcy),
(Rosenzweig & Watkins, 1991).
Nejcastéjsi pricinou hHcy jsou dysfunkce v metabolismu Hcy, mezi které rfadime 1

vyskyt polymorfismti v genu pro enzym MTHFR, (Frosst et al., 1995; van der Put et al., 1998).

Tab. I: Rozmezi koncentraci tHcy (umol/l) pro jednotlivé stupné hyperhomocsteinémie (idaje
prevzaty z Medina et al., 2001)

STUPEN HYPERHOMOCYSTEINEMIE KONCENTRACE tHcy (umol/l)

mirna 15-30
stfedné tézka 30-100
tézka > 100

Mezi dal$i z moznych poruch metabolismu Hcy fadime homocystinurii. Jednd se o
poruchu aktivitu enzymu CBS, ktery se podili na transsulfuraci. Tato choroba byla poprvé
objevena v roce 1962 u mentalné retardovanych jedinct, kteti byli vySetfovani na vyskyt
abnormalnich mocovych kyselin, a je charakterizovana zvySenou hladinou Hcy a Met
v plasm¢, a naopak sniZzenou hladinou cysteinu. Klinickd manifestace zahrnuje mentalni
retardaci, oboustrannou dislokaci ¢ocky (ectopia lentis) ¢i kosterni abnormality (Mudd et al.,

1985).

2.2 METHYLENTETRAHYDROFOLAT REDUKTAZA

Methylentetrahydrofolat reduktdza (MTHFR) je flavoprotein, jehoz enzymatické vlastnosti
byly poprvé popsany v roce 1971 (Kutzbach & Stokstad). Jednid se o protein se dvéma
doménami — Kkatalytickou na N-konci, kterd véaze flavinadenindinukleotid (FAD),
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) a methylen-THF, a regula¢ni na C-konci, jez
vaze SAM (Matthews et al., 1998). Tento cytoplazmaticky enzym se ucastni cyklu kyseliny
listové v piimé zavislosti na metabolismu Hcy (viz kapitola 2.1.1, str. 2).

Gen kodujici enzym MTHFR je lokalizovan na chromozomu 1 v oblasti 36.22 (Obr.
2.6). V minulosti se Goyette et al. (1998) domnivali, ze se sklada se z 11 exontl. Pozdé&ji byly
ale identifikovany variabilni 5° a 3 netranslatované oblasti a sestfihové varianty, které davaji
vzniknout izoformdm dlouhym 7,5 — 9,5 kb a proteinim o velikosti 70-77 kDa
(Tran et al., 2002). Dnes se popisuje velka izoforma, ktera se sklada z 12 exond. Exon 1 je
nekodujicim exonem, tudiz vznika protein o velikosti 656 aminokyselin a 74.6 kDa (Froese et

al., 2016).
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Obr. 2.6: Lokalizace genu MTHFR — 1p36.22, tj. na kratkém raménku (p) chromozomu 1 na pozici
36.22 (Homo sapiens Annotation Release 108, GRCh38.p7, Genome Decoration Page/NCBI).

2.2.1 POLYMORFISMY V GENU PRO MTHFR

V roce 2015 stanovili Burda et al. pocet polymorfismil na vice nez 70, v roce 2016 se jejich
pocet vysplhal na 109 (Froese et al., 2016). Z téchto objevenych SNP (jednonukleotidovych
polymorfismil) se stale nejvice vi o polymorfismech C677T a A1298C. Ty také byvaji sttedem

zajmu v souvislosti s riznorodymi chorobami.

POLYMORFISMUS C677T
Polymorfismus C677T je nejznaméj$im a nejrozsifenéj$im polymorfismem. Nachazi se v
oblasti kodujici katalytickou doménu enzymu MTHFR v exonu 5, kde zpisobuje zaménu C
za T na pozici 677. Vysledkem této zdmény je substituce alaninu za valin (p.Ala222Val), coz
zapricinuje vznik termolabilni varianty enzymu MTHEFR se snizenou enzymatickou aktivitou
(Frosst et al., 1995). V porovnani snormalni variantou 677CC pracuje tento enzym
u variantniho homozygota 677TT pouze z 30 %, u heterozygota 677CT pak zhruba z 60 %
(Frosst et al., 1995; Weisberg et al., 2001). Aby nedochazelo k ukladani Hcy, je potieba u
jedincu se snizenou aktivitou MTHFR zvySena suplementace folatem (Jacques et al., 1996).
Prevalence této formy se 1i8i v zavislosti na etniku a lokalizaci. V evropské populaci
se vyskyt primérné udava nasledujicim zptisobem - az 45 % homozygotli bez variantni alely

(677CC), az 43 % heterozygotli (677CT) a az 12 % homozygotd s 2 variantnimi alelami
(677TT), (Prinz-Langenohl et al., 2009).

MTHFR C677T A CHOROBY

Polymorfismus C677T byva sklofiovan v souvislosti s mnohymi chorobami, at’ uz byl jeho
vliv na vyskyt daného onemocnéni prokdzan ¢i naopak. Ziejmé nesporny je jeho vliv u
téhotnych Zen na NTD u plodi (Yan et al., 2012; Van Der Put & Blom, 2000; Christensen et
al., 1999; Whitehead et al., 1995), coz potvrzuje i meta-analyza z roku 2014 (Yadav et al.).
Nadale je také spojovan s kardiovaskuldrnimi chorobami (Frosst et al., 1995). Dle meta-
analyzy zroku 2017 pfitomnost polymorfismu C677T zvySuje riziko ischemické cévni

ptihody aZ o 30 % (Abhinand et al., 2017). Spekulativni jsou nepfiznivé G€inky v souvislosti
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se spontannimi potraty. Ackoliv mnoh¢ studie tuto spojitost vyvraceji (Foka et al., 2000), jiné
naopak potvrzuji negativni €inek variantni homozygotni konstituce 677TT (Goodman et al.,
2006). Napiiklad Ren & Wang (2006) tuto asociaci zjistili pouze v ¢inské populaci, coz
doklada i meta-analyza z roku 2012 (Wu et al.).

POLYMORFISMUS A1298C

Druhym nejznaméj$im polymorfismem objevenym v roce 1998 je substituce A za C v pozici
1298 nukleotidové sekvence, coz vede ke vzniku alaninu namisto kyseliny glutamové
(p.Glu429Ala). Na rozdil od polymorfismu MTHFR C677T, ktery lezi oblasti kodujici
katalytickou doménu, se polymorfismus A1298C nachézi v oblasti genu kddujici doménu s

regulacni funkcei (van der Put et al., 1998).

MTHFR A1298C A CHOROBY

Na rozdil od polymorfismu C677T neni zcela jasné, se kterymi onemocnénimi se A1298C
poji. Dle meta-analyzy z roku 2014 je moZzné povazovat vyskyt variantni alely 1298C jako
ukazatel vyskytu vrozenych srde¢nich vad u détskych pacientti bélosské populace (Xuan et
al., 2014). Yang et al. (2015) nalezli signifikantni spojitost s variantniho genotypu 1298CC s
RPL a Eloualid et al., (2012) s muzskou infertilitou, ackoliv nabadaji k podrobné&jSimi

prostudovani dané problematiky.

Tab. II: Procentualni aktivita enzymu MTHFR vychazejici ze vztahii mezi jednotlivymi
genotypy (iidaje pievzaty z van der Put et al., 1998)

GENOTYP 677CC 677CT 677TT
1298AA 100 % 66 % 25 %
1298AC 83 % 48 % x
1298CC 31 % x x

pozn.: data oznacena symbolem ,, X “ nebyla analyzovana

KOMBINOVANE GENOTYPY POLYMORFISMU C677T A A1298C

Kombinace obou nejstudovangjSich polymorfismi enzymu MTHFR jsou pfedmétem
predevsim recentniho vyzkumu. Jejich kombinované genotypy jsou oznaCovany bud’to za cis
¢i trans konstituce (konfigurace). Za tzv. cis konstituce se povazuji genotypy s 3 a vice
variantnimi alelami (vZdy jako prvni uvadén polymorfismu C677T a jako druhy A1298C —
CT/CC, TT/AC a TT/CC), naproti tomu ostatni genotypy s Zadnou ¢i maximalné 2 variantnimi

alelami jsou oznacovany za trans konstituce.
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Nékteti jejich autofi se domnivaji, ze in vivo dochazi mezi témito polymorfismy
k interakei, kterd miize vyustit v selekéni nevyhodu vlivem vzniklého fenotypu (Isotalo et al.,
2000; N. M. van der Put et al., 1998). Tomu by nasvédCovaly i mnoh¢ studie, pfedev§im
starStho data, ve kterych nebyly cis konstituce viilbec nalezeny, anebo byly nalezeny u
znevyhodnénych skupin v rizné souvislosti jako mozna pfi¢ina vzniklych komplikaci
(naptiklad Isotalo et al., 2000). V posledni letech jsou ovSem tyto konstituce objevovany i u
zdravych jedincii, a to pfedevsim metodou sekvenace (Fan et al., 2016; Ogino & Wilson,

2003).

2.3 PORUCHY PLODNOSTI A STERILITA
Neplodnost je vidy diagnézou pdru, tedy konkrétniho muze a konkrétni Zeny (Rezabek, 2014).
Dle Svétové zdravotnické organizace (WHO) je neplodnost onemocnénim®, které je
definovano jako neschopnost pocit potomka vhodné na¢asovanym nechranénym pohlavnim
stykem, a to po nejméné jednoro¢nim snazeni (Practice Committee of the American Society
for Reproductive Medicine, 2013). Jiz v roce 2009 byly na zadost stejné organizace vytvoieny
pracovni skupinou ICMART (International Committee for Monitoring Assisted Reproductive
Technology) klinicka definice sterility a seznam pojmu pouzivanych v asistované reprodukci,
aby se tak sjednotilo celosveétové posuzovani této problematiky. Tato definice pak tika, Ze se
jedné o onemocnéni reprodukéniho systému definované jako netspéch v dosazeni klinického
téhotenstvi po 12 ¢i vice mésicich pravidelného nechrdnéného pohlavniho styku (Zegers-
Hochschild et al., 2009). To ve své publikaci dopliiuje Rezabek (2014) o nutnost posuzovat
splnéni kritérii také v zévislosti na v€ku zeny, kdy by se napiiklad u zen starSich 35 let nemélo
¢ekat na splnéni této lhity, ale 1écba by méla byt zahdjena okamzité. Vyzkumy totiz jasné
ukazuji, Ze plodnost zacina pravé po 35. roce Zivota Zeny klesat a nadale se prudce sniZuje.
Zhruba pouze 2 % vSech déti se narodi Zenam star§im 40 let (Doherty & Clark, 2006).
Odhaduje se, Ze potize s neplodnosti celosvétove postihuji priblizné 72,4 miliont lidi
¢9 %), pticemz zhruba 40,5 mil. z nich vyhleda odbornou pomoc (Boivin et al., 2007). Diky
detailnéjSim proSetfeni pfiin neplodnosti dnes jiZ vime, ze v 50 % nalezneme pfi€inu u Zeny,

ve 40 % u muze a ve zbylych 10 % zlstava pfi¢ina neznama. Udava se, ze zhruba u 20 %

3 v tomto piipadé je definovano jako jakdkoliv odchylka od normdlni struktury ¢i funkce jakékoliv ¢asti téla,
organu ¢i télniho systému, kterd se projevuje charakteristickymi symptomy a pfiznaky, at’ uz jsou etiologie,
patologie a progndzy znamé ¢i neznamé
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neplodnych parii pak existuje pii¢ina problémii jak na zenské, tak na muzské strand (Rezabek,

2008).

2.3.1 KLASIFIKACE STERILITY
Dle WHO rozdélujeme neplodnost na neplodnost primérni a sekundarni. Primarni neplodnosti
se rozumi stav, kdy se konkrétnimu paru nikdy nepodafilo otéhotnét. Naproti tomu sekundarné
sterilni pary nedokazi pocit po piredchozim ot¢hotnéni, a to at’ uz toto t€hotenstvi skoncilo
porodem, potratem anebo interrupci. Obé skupiny neplodnych part jsou v populaci
zastoupeny rovnomérné (Doherty & Clark, 2006).

Dalsi dualezitou a jiz zminénou klasifikaci je rozdéleni na muzskou a zenskou
neplodnost. V tomto ohledu je dilezité posuzovat obé pohlavi také jako celek. A ackoliv mize
mnohdy dochézet ke kompenzaci mirnych poruch diky dobrému zdravotnimu stavu jednoho

z paru, mohou se s pravdépodobnosti 1:5 problémy vyskytnout u obou z nich (Rezabek, 2008).

2.3.2 RIZIKOVE FAKTORY
Jednou z nejvétSich prekdzek v cesté za zdarnym téhotenstvim je v zivoté Zeny Casto ona
sama, 1 kdyZ si to mnohé¢ z nich tak docela neuvédomuyji. ,,Biologické hodiny* a pokles zasoby
vajicek Cekajicich na oplozeni nelze zastavit. Neni tedy divu, Ze sou€asny trend, kdy Zeny
odsouvaji t€hotenstvi do pozdéjsich fazi zivota, této problematice neprospiva. Plati totiz, Ze
zeny jsou nejplodnéjsi mezi 20. a 30. rokem svého zivota (Doherty & Clark, 2006).
Pravdépodobnost otéhotnéni pravidelnym pohlavnim stykem zdravé Zeny do 30 let se
zdravym muZem je piiblizné 20-25 %. Ve 35 letech zhruba 15 % a poté se tato
pravdépodobnost zadina rapidné snizovat, kdy se ve 42 letech blizi k nule (Rezabek, 2014).
Na druhou stranu i pro muze muize byt vék urcujicim faktorem. U muzu starSich 50 let
dochazi k poklesu libida vlivem klesajici hladiny testosteronu a sniZeni objemu ejakulatu.
Spermie mohou mit sniZenou motilitu (hybnost) a niz§i procento morfologicky normalnich
forem (Mardesi¢ et al., 2013). Do jisté miry je plodnost ovliviiovana i Zivotnim stylem, kdy
naptiklad koufeni, nadmérné uzivani alkoholu ¢i drog a dlouhodoby stres negativné ptisobi na

schopnost poéit potomka (Doherty & Clark, 2006; Rezabek, 2008).

2.3.3 PRICINY STERILITY

vvvvvvvv

velmi Castym onemocnénim je endometridza, incidence se pohybuje v rozmezi 6-10 %

(Mardesic¢ et al., 2013) a u neplodnych zen az v 40—60 % piipadi (Doherty & Clark, 2006).
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Nadale mohou ke sterilité¢ vést i choroby d€lozniho Cipku (zhruba 5 %) ¢i délohy, poruchy
hormonalnich funkci, jejichz nejéastéjsim diivodem je syndrom polycystickych ovarii, kdy se
pii ovulaci ve vajeCnicich tvofi malé cysty. Dalsi pfiCiny mohou souviset s pfedCasnym
ovarialnim selhdni a s problémy spojenymi s dysfunkci stitné zlazy (Doherty & Clark, 2006).
V neposledni fad¢ se mohou podepsat také genetické abnormality v podobé chromozomalnich
aberaci a translokaci (Mardesi¢ et al., 2013).

Za muzskou sterilitu povazujeme stav, kdy muz neni schopen oplodnit fertilni Zenu.
Mezi jeji hlavni ptiCiny fadime anatomické vady urogenitalniho traktu, nadorova onemocnéni,
genetickd onemocnéni, poruchy hormonalniho tizeni, sexudlni dysfunkce a poskozeni varlat
v disledku exogennich vlivli (Punab et al., 2017). Svou roli hraji také autoimunita, ejakulacni

problémy ¢i infekce (Doherty & Clark, 2006).

2.3.4 ASISTOVANA REPRODUKCE

Asistovana reprodukce (AR) je souhrn postupu vyuzivajicich k dosazeni téhotenstvi
laboratorniho oSetient zarodecnych bunék (spermii, oocytii) a embryi (UZIS CR, 2017). Tyto
postupy jsou pak aplikovany pfi prevenci &i samotné 16¢b& neplodnych parti (Rezabek, 2014),
a to ve specializovanych centrech. Poget téch platné registrovanych byl v Ceské republice
v roce 2015 stanoven na 42 a vyhledalo je vice nez 13 000 Zen, jejichz mnozstvi se mezirocné
nepatrné zvysuje (UZIS CR, 2017). Neni prekvapenim, Ze viechna tato centra AR museji
spliiovat pfisné regulace ohledn¢ personalniho obsazeni, pfistrojového vybaveni a
v neposledni fadé také museji vykazovat Gispéchy (Rezabek, 2008). Statisticka data dokladaji,
ze ke zdarnému zakonceni te¢hotenstvi porodem dospé&je zhruba 50 % zen, které podstoupi

1é&bu, z nichz vétsi podil tvoii zeny mladsi 40 let (UZIS CR, 2017).

OBECNA CHARAKTERISTIKA REPRODUKCNI TECHNOLOGIE

Metody AR zahrnuji celou Skalu postupt, pfi kterych jsou Zendm z vajecnikl odebirana
vajicka, ta jsou nasledné¢ mimotélné oplodnéna a zavedena zpét do Zenského téla — do délohy.
Tyto metody mohou vyuZit Zeny a muzi s riznymi zdravotnimi problémy, které brani
prirozenému poceti. V nésledujicim vyctu jsou obecné charakterizovany metody, na které bylo

dotazovéano v experimentalni ¢asti prace.

UMELA INSEMINACE
Umél4 inseminace je metodou, pii které je sperma zavedeno do pochvy, délozniho Cipku,
de€lohy ¢i vejcovodu. uspésnost zavisi na pficiné neplodnosti paru, ale zpravidla se pohybuje

v rozmezi 10-15 % na jeden pokus (Doherty & Clark, 2006). Intrauterinni inseminace (IUTI)
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je metodou umélé inseminace, kdy jsou spermie vstiiknuty pifimo do délohy Zeny. Pied
samotnym vstfikem jsou tyto spermie oSetieny, zbaveny bakterii a semindlni plazmy

(Rezabek, 2014).

MIMOTELNI OPLODNENI (IVF)

In vitro fertilizace je nejb&znéjsi metodou oplozeni, kterd je hojné uzivana u zen s poruchou
prichodnosti vejcovodl, u muzii s abnormalnim poc¢tem a/nebo funkci spermii a celkové u
parti s nevysvétlitelnou poruchou neplodnosti (Doherty & Clark, 2006). V ptipadé extrémné
snizeného poctu spermii v muzském ejakuldtu se pfistupuje  k metodé¢ ICSI
(intracytoplasmaticka injekce spermii), kdy se jedna spermie vstiikne pfimo do vajicka.
Nasledné se po nékolika dnech kultivace embrya toto vzniklé embryo pfenese do délohy Zeny
tzv. embryotransferem (ET). Je-li potieba vznikla embrya uchovat pro budouci pouziti, je
mozné je zmrazit, a to vétSinou az na -196 °C. V takovém piipadé se nasledny ET nazyva

kryoembryotransfer (KET), (Rezabek, 2014)

2.4 OPAKOVANE SPONTANNIi POTRATY

Neschopnost zeny donosit a porodit Zivotaschopny plod se v ¢eskych pomérech oznacuje jako
infertilita. Takové téhotenstvi miize koncit spontannim potratem (abort), kterym je oznaceno
netsp&iné zakondené téhotenstvi, které je ukonéeno timrtim &i vypuzenim embrya. UZIS CR
(2016), jez sleduje vyvoj stavu potrattt v Ceské republice a tyto udaje statisticky zpracovava,
potratem rozumi ukonceni tehotenstvi Zeny, pri némz:

a) plod neprojevuje ani jednu ze znamek zivota a jeho porodni hmotnost je nizsi nez 500 g

a pokud ji nelze zjistit, jestlize je tehotenstvi kratsi nez 22 tydnu,

b) z delohy Zeny bylo vynato plodové vejce bez plodu, anebo téhotenska sliznice.
Nadale téz ukonceni mimodeélozniho téhotenstvi anebo umélé preruseni téhotenstvi provedené
podle zvlastnich predpisi (...). Opakované spontanni potraty nebo také opakované t¢hotenské
ztraty (RPL, recurrent pregnancy loss) jsou dle Svétové zdravotnické organizace obecné
definovany jako 2 a vice ztrat t€hotenstvi (Practice Committee of the American Society for
Reproductive Medicine, 2013).

Dle Carpa (2014) RPL postihuji 0,6-2,3 % zen, pficemz ptiblizn€¢ 15 % ze vSech
klinicky rozpoznanych téhotenstvi kon¢i pravé potratem (Ford & Schust, 2009). 50-70 %
téhotenstvi konci hned v jeho prvopocatcich a 25 % Zen o jeho pfedchozi existenci viibec nevi,
k ukonceni téhotenstvi dochazi napiiklad jest¢ ptfed menstruaci ¢i pfed prvnimi projevy

téhotenskych symptomil. V mnohych ptipadech je takovym ranym ukonceni téhotenstvi tzv.

16



biochemické téhotenstvi. To je stavem, kdy zena muze na zaklad¢ t€hotenského testu, ktery
s riznou citlivosti detekuje beta podjednotku lidského choriového gonadotropinu (B-hCG),
odhalit graviditu jiz v jeji rané fazi. Toto tc¢hotenstvi ale zdhy konci jeSté pted potvrzenim
ultrazvukem (Annan et al., 2013). Zhruba 10 % spontannich potratii souvisi s vysokym

podilem aneuploidii (monozomii ¢i trizomii), (Mardesic¢ et al., 2013).

2.4.1 RIZIKOVE FAKTORY

I pro vyskyt RPL hraji dileZitou roli rizikové faktory. Nasledujici graf (Obr. 2.7) zobrazuje
procentudlni rozlozeni nejcastéjSich pticin. Mezi dalsi pti¢iny podobné jako v ptipad¢ sterility
fadime napftiklad stres, zivotni styl, koufeni a vék zeny (ESHRE, 2017). Podrobnéjsi vycet
rizikovych faktori je k nalezeni ve Straska (2015).

genetické
faktory: 2-5 %

autoimunita:
20 %

nevysvetlitelné

priciny: 40-50 %
el infekce: 0,5-5 %

anatomické
faktory: 10-15 %

endokrinni faktory:
17-20 %

Obr. 2.7: Etiologie opakovanych spontannich potrati. Zpracovano dle Ford & Schust, 2009.
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3 VYMEZENI CiLU

Hlavnim cilem experimentalni ¢asti prace bylo otestovat pary, kterym se nedaii ot¢hotnét ¢i u
nich doslo k opakovanym spontannim potratim, v souvislosti s cis/frans konfiguraci 2
nejbéznéjsich polymorfismti v enzymu MTHFR (C677T a A1298C).

Cilem druhé casti experimentdlni prace bylo statisticky zhodnotit frekvence
polymorfismi MTHFR C677T a A1298C u jedincii z ¢eské populace a tyto podklady nasledné
porovnat s udaji pro jiné svétové populace. Podklady pro tuto populacni studii poskytla
geneticka laborator GENLABS.

Rozd¢leni dil¢ich ¢asti experimentt:

1) zhodnoceni dotaznikového Setieni;

2) zastoupeni jednotlivych genotypl Zen a muzii studijni skupiny part;
3) zastoupeni jednotlivych genotypt pro jedince z ¢eské populace;

4) porovnani studijni a kontrolni skupiny;

5) komparace dosazenych vysledkt a zavéra s literaturou.
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4 DESIGN EXPERIMENTU

4.1 POLYMORFISMY V GENU MTHFR V RAMCI VYZKUMNE

SKUPINY PARU A JEJICH ASOCIACE S RPL A STERILITOU
4.1.1 CHARAKTERISTIKA VYZKUMNE SKUPINY

Samotny vybér ucastnikli studie probihal 2 zptisoby — nejdiive byla v ramci diplomové prace
navazana spoluprace s centrem prof. Zecha Plzen. Vzhledem k tomu, Ze v centru proslo velice
malo part selekénimi kritérii pro zafazeni do studie, bylo nutné pfistoupit k dal§im moznostem
pro ziskani potiebnych jedincti. Pro rozsifeni skupiny ucastnikt studie byla, jakozto druhy
zpusob, vyuzita moznost internetové vyzvy, pii které nabor zdjemct o studii probihal za
pomoci internetového dotaznikového Setteni.

Cela studie byla schvélena etickou komisi Zdravotné socidlni fakulty Jihoceské
univerzity v Ceskych Budgjovicich (Piiloha 1) a viichni u¢astnici stvrdili svou iéast podpisem

na informovaném souhlasu (Ptiloha 2).

SELEKCNI KRITERIA

V ramci studie byly vySetfeni vZzdy oba partnefi infertilniho paru ¢i paru s idiopatickymi
opakovanymi spontdnnimi potraty nebo paru s opakovanymi potraty po IVF/IUL Vé&kové
rozmezi se pro zeny pohybovalo od 18—47 let a pro muze od 18-50 let.

Do analyzované skupiny byly zatazeny pary s idiopatickou neplodnosti bez potrati nebo
s opakovanymi potraty (2 a vice), kdy neni zndma piic¢ina ani na Zenské ¢i na muzské stran¢.
Zakladni vybér idiopatickych infertilnich parii byl zaloZen na tfech zékladnich pozadavcich,
které museli ucastnici studie splhovat: piitomnost ovulace, normdalni spermiogram a
piedpokladana ¢i potvrzena normalni funkce a priichodnost vejcovodi.

Studie se mohly tucastnit Zeny, které maji problémy se Stitnou Zzldzou, ale jsou
suplementovany, coz plati i pro ostatni hormonalni dysfunkce, které jsou néjakym zptisobem
zaléCeny a je tak zajiSténo, Ze Zeny mohou normalné ot€hotnét. Stejna pravidla platila 1 pro
muze lécené pro neplodnost. Dale participanti nemuseli mit vySetfeny karyotyp.

Nadale se studie mohly zucastnit pary s zZenskou/muZskou pfi¢inou neplodnosti, ktera
muze byt pfekonana technikami asistované reprodukce, a které prodélaly opakované potraty
(2 a vice) nebo 2 a vice neuspésné implantace po IVF nebo 2 a vice neuspésné
embryotransfery. Do této skupiny byly zatazeny i pary, u kterych vime, zZe: muz ma sniZenou
koncentraci spermii v ejakulétu (ale min. 10 000 000 spermii/ml), motilita i morfologie spermii

v normé¢, u Zeny byly diagnostikovany nepriichodné vejcovody apod.
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VYLUCOVACI KRITERIA PRO ZARAZENI DO STUDIE — ZENY:

1)

2)
3)

4)
5)
6)

Nelécitelné nebo nedostatecné 1é¢ené hormonalni patologie. (pozn.: dostate¢né 1é¢ené
poruchy funkce §titné zlazy nejsou diivodem vylouceni ze studie, stejné tak 1é¢eny
diabetes mellitus 1. typu).

Geneticky podminéna neplodnost (napt. Turneriiv syndrom).

Imunologické faktory, pokud jsou znamé; napt. antifosfolipidovy syndrom, tvorba
protilatek nebo bunéfnd imunita ochromujici pohyb spermii, tvorba protilatek c¢i
bunécna imunita proti partnerovym spermiim.

Hematologickd onemocnéni.

Ptitomnost jiné¢ho zakladniho onemocnéni, které miize negativné ovliviiovat plodnost

zeny.

VYLUCOVACI KRITERIA PRO ZARAZENI DO STUDIE — MUZI:

1)
2)
3)
4)
5)
6)

7)
8)

Vrozené nebo ziskané nelécitelné urogenitalni abnormality.

Maligni onemocnéni.

Infekce urogenitalniho traktu.

Nelécitelné poruchy endokrinniho systému, hormonalni poruchy.

Genetické abnormality, geneticky podminéna neplodnost.

Imunologické faktory, napt. antifosfolipidovy syndrom, tvorba autoprotilatek nebo
bunééna imunita proti spermiim apod.

Pfitomnost jiného zakladniho onemocnéni, které mize negativné ovlivitovat plodnost

muze.

SPOLUPRACE S IVF CENTREM PROF. ZECHA PLZEN

V ramci spoluprace s IVF centrem prof. Zecha Plzen bylo ziskdno 7 part.

VYHLEDANI UCASTNIKU ONLINE

Pro rozsifeni fad ucastnikd pilotni studie bylo zapotfebi vyuzit socidlnich siti a vefejnych

diskuznich portald, na kterych se kumuluji potencialni zajemkyné a zdjemci. Vyber probihal

ve 2 etapach.

Nejdiive zdjemci vyplnily Vstupni dotaznik (Pfiloha 3), ktery byl vyhodnocen, a

v ptipad¢€, ze zdjemci spliiovali kritéria nutnd pro zafazeni do studie, jim byl nasledné

individualné zaslan Cileny dotaznik (Ptiloha 4). Po jeho usp€sném vyplnéni byly ucastnikiim

20



zaslany odbérové soupravy na bukalni stér, instrukce pro jeho provedeni a informované

souhlasy.

. ETAPA

V L. etap¢€ vybéru, ktera probihala od 7. bfezna 2017 do 31. bfezna 2017 (Ptiloha 5), vyplnilo
1. dotaznik 19 respondentt, ptficemz pouze 1 dotaznik byl pro nesplnéni kritérii vytrazen.
Ostatnim 18 zajemcim byl tedy zaslan Cileny dotaznik, ktery nakonec vyplnilo 12 z nich.
Tém vSem byly na zacatku kvétna zaslany odbérové soupravy s instrukcemi k jejich pouziti.
Do konce ¢ervence 2017 nam bylo na zpatecni adresu zaslano 14 z 24 vzorkd, tj. 7 z 12 part,
ktefi tak stvrdili svym souhlasem ucast v nasi pilotni studii. Zbytek vzorka (10 u 5 parii) se
ani po urgovanim skrze elektronickou komunikaci nepodaftilo ziskat. Z I. etapy jsme tedy

ziskali vzorky od 7 part spliujicich pozadovana kritéria.

Il. ETAPA
Vzhledem k nedostatecnému poctu vzorkl zatfaditelnych do studie bylo nutné opakovat
internetovou vyzvu (Pfiloha 6), abychom tak ziskali dalsi potfebné subjekty.

II. etapa byla zahajena 14. srpna 2017 a vybér trval do 10. zati 2017. Celkové Vstupni
dotaznik vyplnilo 8 respondentti, kterym bylo pro splnéni indikacnich kritérii zaslan Cileny
dotaznik. Ten v druhé poloviné zafi vyplnilo 6 zdjemct (v tomto piipad¢ part), kterym byly
v druhé poloviné fijna zaslany odbérové soupravy. Do konce listopadu 2017 ndm byly zaslany

vzorky od 4 pard.
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Zajem o Ucast
(n =35 part)

Vyfazeno (celkem n = 17)
z davodu:
- nesplnéni kritérii (n = 1)

Posouzeno jako vhodnych
parQ pro ucast ve vyzkumu

=34
(n=34 - odmitnuti ucasti (n = 16)
IVF Centrum prof. Zecha Internetova vyzva
Plzen (n=11)
(n=7)
I. etapa II. etapa
(n=7) (n=4)

Analyzovana skupina
(n=18)

Obr. 3.4: Schéma procesu vzniku vybérového souboru. Z celkového poctu 35 parti se zajmem o
ucast ve studii bylo jako vhodnych parti posouzeno 34 part, z nichz 7 vzes$lo ze spoluprace s IVF
Centrem prof. Zecha Plzeni a zbylych 27 pak z internetového vyhleddvani. Z kategorie internetového
vyhledévani své vzorky s informovanymi souhlasy do laboratofe zaslalo pouze 11 z nich. Vysledné
bylo vysetfeno 18 part.

KONTROLNI| SKUPINA

Jako kontrolni skupina byli pouZiti jedinci ze souboru ceské populace z 2. ¢asti experimentu

(viz kapitola 4.2.2, str. 36).

4.1.2 DOTAZNIKOVE SETRENI

Pro ziskani podrobnégjsich informaci o subjektech byl vytvoren Cileny dotaznik, ktery byl v
pfipadé¢ pacienti IVF centra vyplnén v pfitomnosti oSetfujiciho lékare a v piipadé
internetového ziskani subjektii byl vyplnén bez jakékoli odborné podpory. Pro tuto skupinu
respondentli byl dotaznik mirn¢ poupraven, aby byl pro dotazané co nejpiehlednéjsi a
nejsrozumitelnéj$i vzhledem k medicinské terminologii a moZnostem internetového

dotazovani.

VSTUPNI DOTAZNIK
Vstupni dotaznik byl poskytnut pouze dobrovolnikiim, ktefi zareagovali na internetoveé

vyhledavani, abych tak doslo k eliminaci pro studii nevyhovujicich jedinct. Po vyhodnoceni
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tohoto Vstupniho dotazniku byli kontaktovani zajemci splitujici kritéria. Jeho podrobné znéni

1ze najit v ptiloze (Ptiloha 3).

CILENY DOTAZNIK

Cileny dotaznik (podrobn¢ Piiloha 4) se skladal z 12 velkych oblasti, ptficemz prvni z nich
vnasela pouze informativni udaje o respondentech (jméno, pfijmeni, datum narozeni, adresa
k zaslani odbérovych souprav), zbylych 11 oblasti pak bylo vénovano hlavnim vyzkumnym
otazkam (Tab. III), které byly doplnény o podotazky zachazejici do podrobnosti. Hlavni
oblasti byly konstruovany jako uzaviené otdzky s moznostmi ,,ano/ne*, v ptipad¢ online verze
dotazniku bylo vyuzito funkce pfeskakovani otdzek. Vybral-li respondent odpovéd ,,ano*,
zobrazily se mu podotazky k danému tématu, v opacném piipad¢ byla tato sekce preskocena

a respondent piesSel k dalsi hlavni otazce.

Tab. III: Ukazka hlavnich vyzkumnych otazek z dotaznikového Setfeni.

PORADI ) o
SEKCE VYZKUMNA OTAZKA
1 Jak dlouho se snazite ot&€hotnét?
2 Podstoupila jste nékdy umélé ukonceni téhotenstvi?
3 Prodélala jste nékdy spontanni potrat po pfirozeném poceti (PP)?
4 Prodélala jste nékdy spontanni potrat po IVF?
5 Prodélala jste nékdy nelspésny embryotransfer?
6 Prodélala jste potrat po |é€bé neplodnosti?
7 Uzivala jste nékdy hormonalni antikoncepci (HAK)?
8 Mate déti pocCaté pfirozenou cestou (i z IVF) se stejnym/jinym partnerem?
9 Uzivate v soucasnosti kyselinu listovou?
10 Mate vySetien karyotyp?

11 Lécite se Ci jste se nékdy |é&ila na neplodnost?

Jednotlivé podotazky slouZily k detailnéjSim odpoveédim. Vesmés se jednalo o otazky
dotazujici se na podrobnéjsi popis ztrat téhotenstvi ¢i podstoupenych metod asistované

reprodukce typu kdy, pocet; mozna pricina.

4.1.3 ODBER A ZPRACOVANIi MATERIALU
ODBER VZORKU
Odbér genetického materialu ve formée bukalniho stéru byl zajistén samotnymi pacienty. Ti jej

provedli na zéklad¢ ptilozeného navodu, ktery jim byl zaslan na zadanou adresu spole¢né
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s odbérovymi soupravami na bukalni stér (Isohelix). Ve zkratce bylo tieba provést odbér
nejlépe rano ihned po probuzeni pred ¢isténim zubt ¢i pied snidani a provadét odbér po dobu
jedné minuty. Ugastnici studie byli mimo jiné poudeni, Ze je nutné stéry zaslat do laboratoie v

den odbéru, aby tak nedochazelo k jejich znehodnoceni.

IZOLACE DNA Z BUKALNIHO STERU

Ke genetickému vySeteni byla pouzita DNA ze vzorkli bukalniho stéru ziskaného pomoci
odbérové soupravy Isohelix. Izolace DNA probihala za pouziti DDK DNA Isolation Kit DDK-
50 (Isohelix) kompatibilniho s odbérovymi soupravami dle navodu vyrobce. Pfehledny soupis

reagencii s jednotlivymi objemy jsou k nalezeni v nasledujici tabulce (Tab. IV).

Tab. IV: PouZité reagencie a jejich objemy pro izolace DNA z plné krve za pouziti DDK DNA
Isolation Kit DDK-50 (Isohelix)

REAGENCIE Izoffggm

Solution LS (Lysis Buffer) 500
Proteinaza K 20

Solution CT (Capture Buffer) 500
Solution TE (Re-hydration Buffer)* 30—100**

*u izolaci provedenych od roku 2017 bylo upusténo od pridavani TE, namisto toho byla pouzita H,O
**objem TE byl pridan vzhledem k typu a poctu pozadovanych vysetieni, v tomto pripade to bylo 30 ul

Pred zah4jenim samotné izolace byly pro jeden vzorek pfipraveny vzdy tfi 1,5 ml
mikrozkumavky, které byly fadné oznaceny. Sucha lazen byla nastavena na 60 °C (TDB-120,
Dry block thermostat, bioSan) a Proteindza K se pfedem vyndala z mraziciho boxu, proto aby
rozmrzla pii pokojoveé teploté (RT).

Do zkumavky s tamponem bukélniho stéru (DNA Buccal Swabs SK-2S) bylo
napipetovano 500 pl LS a 20 pl PK. Tato smés byla kratce zvortexovana, stocena na stolni
centrifuze (Mini centrifuga/vortex MicroSpin V-2400, bioSan) a nasledné uloZena k inkubaci
do suché 1azné pii 60 °C po dobu 60 min. Po inkubaci byla zkumavka opét kratce zvortexovana
a stocena. Poté byl vSechen supernatant pirepipetovan do predpfipravené¢ 1,5 ml
mikrozkumavky. K roztoku bylo ptidano 500 pl CT (Capture Buffer) a mikrozkumavka byla
zcentrifugovana pii 13 tis. ot./min po dobu 7 min. Po centrifugaci byl supernatant dekantovan
tak, aby nedoslo k poruseni vzniklé pelety. Po jeho odebrani byla mikrozkumavka opét kratce
zcentrifugovéna a zbyly supernatant byl také dekantovan. K pelet¢ DNA a proteinti bylo
pfidano 30-100 pul TE (Re-hydration Buffer)/H2O (Aqua pro Injection) v zavislosti na
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potiebné koncentraci a objemu DNA. Nasledovala inkubace pii RT po dobu 5 min, po jejimz
skonceni byly mikrozkumavky zvortexovany a zcentrifugovany pfi 13 tis. ot./min po dobu 2
min. Vznikly supernatant s obsazenou izolovanou DNA byl opatrn¢ odebran do nové 1,5 ml
mikrozkumavky tak, aby nedoslo k poskozeni vzniklé pelety. Poté byla u vzorka zméfena
koncentrace DNA, a to na fluorometru (Quibit Fluorometr 2.0, Invitrogen-Thermo Fisher
Scientific) za pouziti kitu Qubit dSDNA Assay HS (Invitrogen). Takto izolovana DNA byla

ulozena do mraziciho boxu a skladovéna pti -20 °C.

MERENI KONCENTRACE IZOLOVANE DNA

Pted zapocetim méfeni bylo nutné vytemperovat standardy na RT a pro kazdy vzorek byla
pfipravena predepsand 0,5 ml mikrozkumavka (Qubit Assay tubes, Invitrogen), jez byla
nasledné fadné oznacena. Pro kazdy vzorek (popt. standardu) bylo napipetovano 199 ul Qubit
dsDNA BR Bufferu a 1 pul Qubit dsDNA BR reagentu do zdsobni 1,5 ml mikrozkumavky.
Zasobni roztok byl dikladné zvortexovan (min. 15 s) a kratce stocen (Mini centrifuga/vortex
MicroSpin V-2400, bioSan).

Potiebné standardy byly pfipraveny do dvou 0,5 ml mikrozkumavek za pouziti 190 ul
ptfipraveného zasobniho roztoku, do jedné¢ mikrozkumavky pak bylo pfiddno 10 pl Qubit
dsDNA BR Standard #1 a do druhé 10 pl Qubit dsSDNA BR Standard #2. Pro méfeni izolované
DNA bylo pouzito 198 ul ze zasobniho roztoku, k nimz byly pfidany 2 pl izolované DNA.
Takto vznikla smés byla kratce zvortexovana, sto¢ena a 2 min inkubovéna pfi RT.

Samotné méteni na fluorometru probéhlo po kalibraci za pouziti ptipravenych roztokt

obsahujici standardy. VSechny naméfené hodnoty pro jednotlivé izolaty byly zaznamenany.

4.1.4 ANALYZA DAT

Jako primarni metoda uzitd k detekci polymorfismti v genu MTHFR byla zvolena metoda
PCR-RFLP. V ptipadé nejasnych vysledkil byla jako druhd metoda detekce uzita Real-Time
PCR (RT-PCR) nebo sekvenace PCR produktu.

PCR-RFLP
Metoda PCR-RFLP je zaloZena na amplifikaci konkrétniho useku DNA pomoci dvojici
primert, po jejimz skonceni dojde k restrikci namnozeny amplikoni za pouziti restrikénich

endonukledz. Vysledné fragmenty lze vizualizovat naptiklad pomoci gelové elektroforézy.
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POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)
Po uspésné izolaci DNA z bukélniho stéru mohla probéhnout PCR reakce, ktera byla pouzita
pro amplifikaci usekil vymezenych primery (Tab. V), jejichz sekvence byly ptfevzaty z Frosst

et al. (1995) pro C677T a z van der Put et al. (1998) pro A1298C.

Tab. V: Sekvence primeri pouZzitych pro analyzu.

NAZEV PRIMERU PCR PRODUKT SEKVENCE OD 5° K 3
MTHFR 677F 198 b TGA AGGG AGA AGG TGT CTG GGG GA
MTHFR 677R P AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG

MTHFR 1298F 241b ATG TGG GGG GAG GAG CTG AC
MTHFR 1298R P GTC TCC CAACTTACCCTT CTC CC

pozn.: ,F' znaci forward primer a ,R‘ reverse primer

Reagencie byly po rozmrazeny uchovavany na ledu v dekontaminovaném lamindrnim
boxu, aby bylo zamezeno kontaminaci reakéni smési. Nejdiive byl pro kazdy polymorfismus
pfipraven MasterMix, jehoZz komponenty byly pipetovany do 1,5 ml mikrozkumavek ve
stanoveném potadi a objemu (Tab. VI). Jako facilitator reakce byl pouzit dimethylsulfoxid
(DMSO). Vzniklé MasterMixy byly nasledné rozpipetovany po 48 ul do pfedem ptipravenych
a oznacenych 0,2 ml mikrozkumavek, do nichz byla mimo laminérni box ptiddna DNA izolatu
jednotlivych ucastnikd studie. Vysledny objem reakéni smési pro jeden vzorek €inil 50 pl.
Kazdy dil¢i beh obsahoval jak pozitivni (PK), tak negativni kontrolu (NK), ktera slouzila jako
ukazatel spravného provedeni metody a mozné kontaminace reakéni smési. Navic PK (vzdy

heterozygotni konstituce) slouZila jako voditko pro vizualizaci po restrikénim Sté€peni.

Tab. VI: Reak¢éni mix pro metodu PCR-RFLP

OBJEM 1 REAKCE VYROBCE
Aqua pro injectione 33,3 ul Ardeapharma
MyTaq Red Reaction Buffer 10 pl Bioline
MyTaq Polymerase 0,2 pl (2U) Bioline
DMSO 2,5 ul ROTH
Primer F + R 1+ 1 pl (40 pmol) Elisabeth Pharmacon
CELKEM 48 pl
DNA izolat 2 ul

pozn.: dva udané objemy u kolonky ,Primer F + R’ znaci mnozstvi pro forward a reverse primery, a
to pro kazdy z polymorfismii jiné
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Po ptfidani DNA izolatu byly mikrozkumavky s reakéni smési ditkladné zvortexovany
(Mini centrifuga/vortex MicroSpin V-2400, bioSan) a kratce stoeny a ihned umistény do
pripravené¢ho gradientového termocykleru (MultiGene, Labnet). V ptipadé€, Ze nemohla byt
tato podminka splnéna, byly mikrozkumavky uskladnény pfi teploté -20 °C.

PCR probihala dle zoptimalizovaného c¢asové-teplotniho profilu pro kazdy

polymorfismus zvIast’ (pfehledné uvedeno v Tab. VII a Tab. VIII).

Tab. VII: Amplifika¢ni profil metody PCR-RFLP pro detekci polymorfismu MTHFR C677T

POCET CYKLU TEPLOTA CAs

POCATECNI DENATURACE 1 95°C 5 min
DENATURACE 95 °C 1 min
ANNEALING 35 60 °C 1 min

EXTENZE 72 °C 1 min

TERMINALNI EXTENZE 1 72°C 5 min

Tab. VIII: Amplifikacni profil metody PCR-RFLP pro detekci polymorfismu MTHFR A1298C

POCET CYKLU TEPLOTA CAS

POCATECNI DENATURACE 1 95°C 5 min
DENATURACE 95°C 30s

ANNEALING 30 35 °C 30s

EXTENZE 72°C 30s

TERMINALNI EXTENZE 1 72°C 5 min

VIZUALIZACE PCR PRODUKTU

Po PCR byly vzdy ovéfeny piitomnost a velikost amplikond pomoci gelové elektroforézy na
4% agardzovém gelu, ktery byl pifipraven z 50 ml 1x TBE Bufferu (Thermo Scientific), ze
ctyt 0,5 g agardézovych tablet (Agarose Tablets, FastGene) a 15 pl barviky Midori Green
Advanced DNA Stain. Na gel bylo naneseno 5 pl pro kazdy vzorek a 5 pl markeru (100 bp
DNA ladder; vSe uvedené soucasti FastGene Electrophoresis Reagent Kit, Nippon Genetics).
V této chvili bylo dulezité nanést i NK, aby bylo patrné, zdali nedoslo ke kontaminaci pii
pfipravé MasterMixu.

Podstatou elektroforetické separace je rozdélovani nabitych molekul v elektrickém
poli, kdy jsou tyto molekuly rozdélovany dle velikosti a elektrického naboje. Diky svému
negativnimu ndboji se molekuly DNA pohybuji smérem ke kladné nabité elektrodé, tzv.
anode¢.
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Pro pribéh elektroforetické separace bylo zvoleno napéti 135 V a jako elektrolyt byl
pouzit 1x TBE Buffer. Déleni fragmentli probihalo po dobu zhruba 15 min. Poté byl gel
pienesen z elekroforetick¢é vany (Mupid LED Illuminator, Nippon Genetics) na UV
dokumentacni systém (FastGene GelPic LED Box, Nippon Genetics) a vysledky gelové

elektroforézy byly vyfoceny, uloZzeny na pamét'ovou kartu a ulozeny do pocitace.

PRECISTENI PCR PRODUKTU

Po kontrole vzniklych PCR produktii na gelové elektroforéze bylo pfistoupeno k precisténi
vzniklych PCR produktii (krome& PCR produktu NK, jejiz restrikce by postradala smysl), aby
byly ziskané PCR produkty zakoncentrovany a aby bylo docileno co nejzietelnéjsiho vysledkt
Stépeni.

Ptecisténi probihalo metodou ethanolové precipitace. Nejdiive bylo k PCR produktu o
objemu 45 pl, jez byl prepipetovan do 1,5 ml mikrozkumavky, ptfidan pétinasobek objemu
vychlazeného 96% ethanolu (225 pl; Penta) a desetina objemu octanu sodného (4,5 pl; Penta).
Vznikly roztok byl nékolikrat pfevracen v ruce jako zplsob promichéni jednotlivych slozek.
Po tomto kroku byla smés uchovana pti -20 °C pfes noc, aby doslo k precipitaci DNA. Druhy
den byly zkumavky centrifugovany (Centrifuge 5415R, Eppendorf) pii 10 °C na maximalni
otacky (13,5 tis. ot./min) po dobu 30 min a vznikly supernatant byl dekantovan. K peleté byl
nasledné pfidan pétindsobek 70% ethanolu (z pocatecniho objemu reakce - tedy 225 pl). Poté
probéhla v potfadi druha centrifugace za stejnych podminek po dobu 5 min a opét doslo
k opatrné dekantaci supernatantu. Pied kone¢nym odpipetovanim zbylého ethanolu bylo
pfistoupeno ke kratké centrifugaci (zhruba 15 s pfi maximalnich otadckéch), aby doslo k
uplnému odstranéni ethanolu, jeZ by mohly negativné ovlivnit nasledné Stépeni. Peleta se
nechala par minut vyschnout na vzduchu tak, aby nepteschla, a byla rozpusténa v 20 pul H20

(Aqua pro injection).

RESTRIKCNI STEPEN/ (RFLP)

RFLP probihalo za pouZiti restrikénich endonukleaz. K ptecisténim PCR produktiim o objemu
20 pl byla pfidana smés pufru a restrikéniho enzymu. Tato smés byla vZdy michéna na ledu
jako zasobni roztok pro vice reakci. V ptipadé MTHFR C677T bylo na jedno restrikéni Stépeni
(restrik¢éni mista zobrazena v Obr. 4.1) pouzito 5 U enzymu Hinfl (5U/ul) a 2,3 pl 10x
CutSmart Bufferu (New England BioLabs). TotéZ platilo i v ptipadé MTHFR A1298C s tim
rozdilem, Ze byl pouzit enzym Mboll (5U/ul) s 10x Bufferem B (ThermoFisher Scientific).
Po piipraveé zasobniho roztoku bylo do jednotlivych zkumavek ptidano 3,3 ul smési pufru a

enzymu, smés byla promichéna propipetovanim a nasledné byly zkumavky kratce stoceny a
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umistény do predehiatého termostatu (TDB-120, Dry block thermostat, bioSan) a inkubovany
pfti teploté 37 °C po dobu 1 hodiny. Po inkubaci bylo pfistoupeno k elektroforetické separaci

restrik¢nich fragmentt.

enzym Hinfl: enzym Mboll:
5'-GJANTC-3' 5'-G AAGANs|-3'
3'-CTNA|G-5' 3'-CTTCTN71-5'

Obr. 4.1: Restrikéni mista pro endonukleazy Hinfl a Mboll. Oznaceni ,N° je uzito pro jakykoliv
z moznych nukleotidd (A, C, G ¢i T).

DETEKCE RESTRIKCNICH FRAGMENTU
Pro vizualizace vysledkiit RFLP analyzy byl pouZit nebarveny 4% agarozovy gel (postup
ptipravy shodny s pfipravou barveného gelu, pouze doslo k vynechéani barvicky Midori Green
Advanced DNA Stain).

Na parafilmu byl smichano 0,5 pl fluorescencni barvicky (Midori Green Direct DNA
Stain, Nippon Genetics) s 10 pl vzorku €i 1 pl fluorescenéni barvi¢ky s 5 pl hmotnostniho
markeru 100 bp DNA ladder. Vzorky byly nasledné napipetovany na gel. Separace
restrikénich fragment opét probihala pfi 135 V po dobu vice nez 25 min, aby doslo k
patrnému oddé€leni fragmentd (pfehledné uvedeno v Tab. IX a Obr. 4.2). Po skonceni
elektroforézy byl gel pienesen na detekéni systém a vysledné fragmenty DNA byly
zdokumentovany podobné jako v ptipadé¢ PCR produkti.

Tab. IX: Vysledné fragmenty vznikajici po restrikénim $tépeni metodou PCR-RFLP

MTHFR C677T MTHFR A1298C

VARIANTNI ALELY 175+23 bp 241 bp
WILD-TYPE 198 bp 204+37 bp
HETEROZYGOTNI ALELY 198+175+23 bp 241+204+37 bp
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A MTHFR C677T |B MTHFR A1298C
I i A

CC CT TT AA AC CC

Obr. 4.2: Graficka vizualizace vyslednych fragmenti po restrikénim Stépeni metodou PCR-
RFLP pro polymorfismy enzymu MTHFR C677T (A) a A1298C (B). A) 1. jamka zobrazuje
nestépeny fragment o délce 198 bp, coz znaci nepiitomnost variantni alely T (CC), 2. jamka pak
Stépené fragmenty o délce 198, 175 a 23 bp — coz poukazuje na ptitomnost jedné variantni alely T
(heterozygot CT) a 3. jamka zobrazuje fragmenty o délce 175 a 23 bp, které dokladaji pfitomnost 2
variantnich alel T (TT). B) 1. jamka zobrazuje fragmenty o délce 204 a 37 bp, coZ znaci nepritomnost
variantni alely C (AA), 2. jamka pak fragmenty o délce 241, 204 a 37 bp, coz poukazuje na piitomnost
jedné variantni alely C (heterozygot AC) a 3. jamka zobrazuje nestépeny fragment o délce 241 bp,
ktery dokladal ptitomnost 2 variantnich alel C (CC).

REAL-TIME PCR
U nékterych vzorkl bylo po neprikazném PCR-RFLP pfistoupeno k Real-Time PCR (déle
RT-PCR). Tato metoda slouzi k amplifikaci a nasledné detekci cilové sekvence DNA pomoci
specifického signalu fluorescenéné znacenych sond.

K praci byly pouzity certifikované kity MTHFR C677T PCR Kit a MTHFR A1298C
PCR Kit (GeneProof), které obsahuji tzv. Ready to Use MasterMixy a vyuzivaji technologie
,hot start, jez minimalizuje nespecifické reakce a zajistuje jejich maximalni citlivost. Pro
fluorescencni separaci na kanalech 530 nm a 560 nm emisniho spektra na termocykleru byl
pouzit Color Compensation Kit 530/560 (GeneProof). RT-PCR byla provedena pomoci
pfistroje Light Cysler 2.0 od firmy Roche, pficemZ reakce neprobiha v klasickych PCR

zkumavkach, ale ve sklenénych kapilarach.

COLOR KOMPENZACE

Color kompenzace musi byt vzdy provedena pied kazdou novou genetickou analyzou, tzn.
provadi se pouze jednou, ale zvlast pro detekci polymorfismu MTHFR C677T a pro detekci
polymorfismu MTHFR A1298C. Piistroj si pak ulozi hodnoty pro kazdou dalsi detekci

uvedenych polymorfismi a je pro dany kit zkalibrovan.
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Michani reakci pro RT-PCR probihala v dekontaminovaném laminarnim boxu za
pouziti predem vychlazeného specidlniho stojanku s adaptéry vyrobeného pro préaci se
sklenénymi kapilarami. VSechny potiebné komponenty byly pied zahdjenim prace
zvortexovany a stoCeny (Mini centrifuga/vortex MicroSpin V-2400, bioSan). Do prvni
kapilary (Roche) bylo ptidano 20 pl Blanku, do druhé 20 pul MasterMixu 530 a do tfeti 20 ul
MasterMixu 560 obsahujiciho kontrolni PCR produkty. VSechny kapilary byly uzavieny
plastovou zatkou, zcentrifugovany pii otackach 10 tis. rpm po dobu cca 15 sek (Centrifuge
5415R, Eppendorf). Po tomto ukony byly vynaty z adaptérii a vlozeny do optimalni polohy do
karuselu. Spole¢n¢ s nim byly dle navodu zasunuty do termocycleru (LightCycler 2.0
Instrument, Roche) pfipojenému k ovladaci jednotce. V piislusSném programu doslo

k vytvoteni PCR profilu dle ndvodu vyrobce.

POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

Samotna piiprava PCR mixt také probihala v dekontaminovaném lamindrnim boxu za pouziti
vychlazeného stojanku pro kapilarové adaptéry. VSechny reagencie byly pred zahajenim prace
zvortexovany a stoceny. Do 20 pl sklenénych kapilar bylo napipetovano 18 ul MasterMixu a
nasledné 2 pl izolatu DNA ¢i 2 pl pozitivni kontroly (Tab. X). Vysledny objem jedné reakce
byl 20 pl. Kazdy béh obsahoval 3 kapilary s PK (wild-type, heterozygot, variantni
homozygot), kapilaru s HO jako NK a potifebny pocet kapilar s izolaty DNA. Sklenéné
kapilary byly po naplnéni opatrné uzavieny plastovou zatkou a Setrné centrifugovany za

stejnych podminek jako v ptipadé color kompenzace (viz vyse).

Tab. X: SloZeni reakéniho MasterMixu uZitého v metodé RT-PCR

OBJEM PRO 1 REAKCI

REAGENCIE
(u)
MasterMix 18
Positive Control +/+ 2
nebo Positive Control -/- 2
nebo Positive Control +/- 2
nebo Izolat DNA 2
CELKOVY OBJEM 1 REAKCE 20 pl

pozn.: do kazdé kapildary byl vzdy napipetovan MasterMix a poté jedna z PK i izolat DNA

Sklenéné kapilary byly po stoCeni a kontrole vyjmuty z adaptérii a poté byly postupné
vloZeny do karuselu, ktery byl nasledné vloZen do pfistroje (LightCycler 2.0 Instrument,

Roche). Zvoleny PCR profil byl (podrobné v Tab. XI) byl pro oba polymorfismy totozny.
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Tab. XI: Amplifika¢ni program metod RT-PCR pro MTHFR A1298C a C677T

POCET CYKLU TEPLOTA CAS

POCATECNI DENATURACE 1 95°C 10 min
DENATURACE 95 °C 10s

ANNEALING 40 64 °C 20s

EXTENZE 72°C 20's

VYHODNOCOVANE SIGNALU

Po prob¢hlé amplifikaci bylo piistoupeno k vyhodnoceni analyzy. To probihalo na 2 kanalech
—FAM a HEX. V piipadé wild-type genotypu byla detekovana wild-type alela v kanalu FAM,
byl-li nositel heterozygotem, byly detekovany ob¢ alely — wild-type v kanalu FAM a variantni
alela v kanalu HEX. V ptipad¢ variantniho homozygota je detekovana variantni alela pouze v

kanalu HEX (Obr. 4.3).

A) wild-type B) heterozygot

C) variantni homozygot

Obr. 4.3: Vizualizace vyhodnocovani amplifika¢nich kiivek v kanilech 530 nm a 560 nm. A)
V ptipadé wild-type genotypu je detekovana wild-type alela v kanalu FAM; B) je-li nositel
heterozygotem, jsou detekovany ob¢ alely: wild-type v kanalu FAM a variantni alela v kanalu HEX;
C) v pfipad¢ variantniho homozygota je detekovéana variantni alela pouze v kanalu HEX (zpracovano
dle informacniho letdku vyrobce, GeneProof).

4.1.5 STATISTICKE ZPRACOVANI DAT
Zakladni statistické zpracovani probihalo za pouziti programu Statistica 13.2. Ke zhodnoceni
procentualnich zastoupeni jednotlivych genotypl u zkoumanych para byla pouzita zakladni
deskriptivni statistika (tabulka frekvenci).

Vliv faktor( na stupen rizika byl hodnocen pomoci Mann-Whitney U testu na hlading
vyznamnosti a = 0,05. Vysvétlovanou proménnou byla kontinudlni proménna stupen rizika
(%) definovana nize. Vysvétlujici proménné byly doba snahy o poceti (roky), podstoupeni

interrupce, prodélani spontanniho potratu po pfirozeném poceti, podstoupeni metody AR,
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uzivani hormonalni antikoncepce, uzivani kys. listové a existence déti se stejnym/jinym
partnerem. VSechny tyto faktory krome¢ faktoru doba snahy o poceti mély binomické rozdéleni
(0/1).

Stupné rizika byly definovany jako procentudlni ztrata aktivity enzymu MTHFR
ptepocitand z Tab. II. Vzhledem k tomu, ze pro genotypy CT/CC, TT/AC a TT/CC nebyla
procentudlni aktivita enzymu nikdy publikovéna, byly tyto hodnoty definovany uméle (viz
Tab. XII). Udanych 100 % pro genotyp TT/CC je odvozen z ptedpokladu, Ze je tato konstituce
zcela nezivotaschopna. Stupné rizika part pak byly formulovany jako primérné hodnoty

rizika pro zZenu a muze z daného paru.

Tab. XII: Kritéria definujici stupné rizika (v %) uZitych ke statistickému zpracovani dat. Udaje
vychazi z procentualni aktivity enzymu z Tab. II.

KOMBINOVANY STUPEN RIZIKA

GENOTYP [%]
CC/AA 0
CCIAC 17
ccice 69
CT/AA 34
CTIAC 52
cT/ICC 80
TT/AA 75
TT/AC 85
TT/CC 100

U priikaznych hodnot bylo uZzito neparametrického Spearmanova koeficientu potfadové
korelace, ktery udava silu vztahu mezi dvéma veli¢inami. Nadale byly statisticky porovnavany

ziskané frekvence genotypt a alel obou skupin (vyzkumné a kontrolni).

4.2 VYSKYT POLYMORFISMU V GENU MTHFR V RAMCI
KONTROLNIi SKUPINY

Pro tuto ¢ast prace byli pouZiti klienti genetické laboratofe GENLABS a slouzili jako kontrolni

skupina reprezentujici ceskou populaci.
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4.2.1 ODBER A ZPRACOVANi MATERIALU

Vsechny vysledky detekce dvou nejznaméjSich polymorfismi C677T a A1298C v genu
MTHEFR zpracované v této Casti prace byly poskytnuty genetickou laboratofi GENLABS. Sbér
podkladt probihal od roku 2014 az do ledna 2018.

ODBER A IZOLACE DNA

Odbér bukalnich stéri si zajistili vySetfovani sami za pomoci bukalni sady Isohelix

(112 vySettovanych, 94 %), u zbylych 6 % (7 vySetfovanych) byl odborné proveden odbér
plné krve kvalifikovanym pracovnikem v akreditované odbérové laboratofi, se kterou
geneticka laboratot dlouhodobé spolupracuje. Nasledné bylo ptistoupeno k izolaci DNA v
navaznosti na ptivod primarniho vzorku — izolace DNA z bukalniho stéru ¢i izolace DNA z

plné krve, a to vzdy dle doporuceni vyrobce.

IZOLACE DNA Z BUKALNIHO STERU
Postup shodny jako v kapitole 4.1.3 (str. 24).

IZOLACE DNA Z PLNE KRVE
Izolace z plné krve probihala za pouziti PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen).
Ptehledny soupis reagencii s jednotlivymi objemy jsou k nalezeni v nasledujici tabulce (Tab.

XI10).

Tab. XIII: PouZité reagencie a jejich objemy pro izolace DNA z pIlné krve za pouZiti Genomic
DNA Mini Kit

REAGENCIE IZOI?P«BéJIEEIzI:l;
RBC Lysis buffer 900 + 100
GT Buffer 200

96% ethanol 200

W1 Buffer 400
Wash Buffer 600
Elution Buffer 50

Pted zapocetim izolace bylo na doporuceni vyrobce potieba zkontrolovat, zdali byl do
Wash Bufferu ptfidan ethanol, a nésledné vytemperovat termostat (TDB-120, Dry block
thermostat, bioSan) na 60 °C. Do vytemperovaného termostatu byla vloZena 1,5 ml

mikrozkumavka s Elution Bufferem, aby se tak elu¢ni pufr mohl ptfedehtat na pozadovanou
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teplotu. Nasledné byly pfipraveny a fadné popsany 1,5 ml mikrozkumavky urcené pro
jednotlivé vzorky.

Do pfipravené 1,5 ml mikrozkumavky bylo napipetovano vzdy 300 upl plné krve,
k tomuto objemu bylo ptfidano 900 ul RBC Lysis Bufferu a vyslednd smés byla promichana
pouhym pievracenim v ruce. Nasledn¢ probihala inkubace po dobu 10 min pti RT, po které
byly mikrozkumavky zcentrifugovany (Centrifuge 5415R, Eppendorf) pfi 3 tis. ot./min po
dobu 5 min. Supernatant byl opatrné odebran a peleta ponechana, aby byla nasledné
resuspendovana za pouziti 100 ul RBC Lysis Bufferu. Poté bylo ptidano 200 ul GT Bufferu,
vS§e bylo zvortexovano a kratce sto¢eno (Mini centrifuga/vortex MicroSpin V-2400, bioSan).
Probéhla dalsi inkubace, tentokrat v termostatu pti 60 °C po dobu 15 min. Béhem inkubace
bylo nutné kazdé 3 minuty vSechny mikrozkumavky ru¢né prevratit, aby se tak inkubovana
smés promichala. Po inkubaci bylo okem patrné, ze se lyzat projasnil.

K lyzatu bylo ptidano 200 pl 96% ethanolu a opét se cela smés zvortexovala a kratce
stocila. Poté byl cely objem piepipetovan na kolonku (GD Column), ktera byla vlozena do
Cisté sbérné zkumavky (2 ml Collection Tube) a centrifugovana pti 13,5 tis. ot./min po dobu
5 minut. Po centrifugaci byla kolonka pfendana do nové Cisté sbérné¢ zkumavky. Pfimo na
kolonku s navazanou DNA bylo napipetovano 400 ul W1 Bufferu a zkumavky s kolonkami
byly centrifugovany pii 13,5 tis. ot./min po dobu 30 sekund. Ze sbérné zkumavky byl
odstranén supernatant a ndsledné bylo na kolonku napipetovano 600 pul Wash Bufferu. Obsah
sbérné zkumavky byl opét po centrifugaci dekantovdn a po navraceni kolonky do sbérné
zkumavky probéhla centrifugace 13,5 tis. ot./min po dobu 3 minut, aby doSlo k uplnému
odstranéni promyvaciho pufru. Kolonka musela byt sucha. Pokud se tak nestalo, byla ptedesla
centrifugace opakovéna.

Sucha kolonka byla pfemisténa do Cisté fadn€¢ oznacené 1,5 ml mikrozkumavky,
doprostfed na filtr kolonky bylo pfidano 50 pl Elution Bufferu vytemperovano na
pozadovanych 60 °C a zkumavky byly inkubovéany pii RT nejméné 3 minuty a findlné

centrifugovany pii 13,5 tis. ot./min po dobu 30 s.

MERENI KONCENTRACE IZOLOVANE DNA
Meéfieni koncentrace probihalo shodné jako v kapitole 4.1.3 (str. 25).
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4.2.2 CHARAKTERISTIKA ZKOUMANE POPULACE

Z udaju poskytnutych genetickou laboratoii GENLABS byly vyselektovany pouze vysledky
od osob, které si nechaly vysetfit oba polymorfismy v genu MTHFR (MTHFR C677T i
MTHFR A1298C).

4.2.3 ANALYZA DAT
Pro detekci obou polymorfismi byly pouzity metody PCR-RFLP, Real-Time PCR (metodicky

postup je uveden v kapitole 4.1.4 na str. 30) a metoda reverzni hybridizace na stripu.

REVERZNIi HYBRIDIZACE NA STRIPU
Dalsi uzitou metodou detekce polymorfismi enzymu MTHFR byla reverzni hybridizace na
stripu za pouziti certifikovaného kitu CVD Strip Assay (ViennaLab) dle protokolu vyrobce.

Principem metody je pomoci multiplex PCR s biotinem znaCenymi primery
amplifikovat cilové sekvence gend, které nasledné hybridizuji ke specifickym
oligonukleotidim imobilizovanym na prouzcich stripu. Specifickd hybridizace je
vizualizovana pomoci streptavidin-alkalické fosfatdzy a barevného substratu obsahujici
chromogen (BCIP/NTB).

CVD Strip Assay umoziiuje detekovat zmény v genech pro FV Leiden, FV R2
haplotyp, protrombin, FXIII, B-fibrinogen, PAI-1, HPA-1, MTHFR C677T, MTHFR A1298C,
ACE, ApoB, ApoE. Pro nase uc¢ely vSak byly pouzity udaje pouze pro polymorfismy v genu
MTHFR.

POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)
Pro kazdy vzorek byly pfipraveny a fadné€ popsany dvé 0,2 ml mikrozkumavky. Podstatnym
krokem bylo nafedéni Tag polymerdzy na potiebnou koncentraci 0,2 U/ul, a to smichanim
0,4 ul Tag polymerazy a 9,6 ul Tag Dilution Bufferu pro jeden vzorek.

Cela prace probihala v chladicim stojanku v dekontaminovaném lamindrnim boxu, kdy
byly nejdiive pro v§echny vzorky pfipraveny 2 zadsobni roztoky oznacené jako ,,mix A“ a,mix
B*“. Mix A obsahoval 15 pul Amplification mix A a 5 pl nafedéné Taq polymerazy pro kazdy
vzorek. Mix B pak obdobné obsahoval 15 pl Amplification mix B a 5 pl natedéné Tag
polymerazy. Do jedné 0,2 ml mikrozkumavky bylo napipetovano 20 pl mixu A a do druhé
nasledné¢ 20 pl mixu B, kobéma pak bylo pfidano po 5 pul DNA (Tab. XIV). Do
mikroukumavky, kterd slouzila jako NK, byla pfiddna H>O. VSechny mikrozkumavky byly
zvortexovany, kratce stoCeny a vlozeny do termocykleru za spusténi piislusného PCR

programu (Tab. XV).
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Tab. XIV: PouZité reagencie a jejich objemy PCR pro metodu reverzni hybridizace na stripu
(CVD Strip Assay, ViennaLab)

REAGENCIE RE ffégm

Taq Polymerase 0,4 (0,2 U/ul)
Taq Dilution Buffer 9,6
Amplification mix A 15
Amplification mix B 15

Tab. XV: Amplifikacni profil pro metodu reverzni hybridizace na stripu (CVD Strip Assay,
ViennaLab)

POCET CYKLU TEPLOTA CAs

POCATECNI DENATURACE 1 94 °C 120 s
DENATURACE 94 °C 15s
ANNEALING 35 58 °C 30s

EXTENZE 72°C 30s

TERMINALNI EXTENZE 1 72°C 180 s

VIZUALIZACE PCR PRODUKTU
Po skonceni pfislusného PCR programu byla na fadé vizualizace vzniklych PCR produkti
pomoci gelové elektroforézy. Ta byla obdobné¢ jako v kapitole 4.1.4 (str. 27) provedena na 4%
nebarveném agar6zovém gelu. Do jamek bylo naneseno 5 pl PCR produktu mixu A, 5 ul PCR
produktu mixu B a 5 pl hmotnostniho markeru.

Po skonceni separace PCR produktii (pfi 135 V po dobu 15 minut) byla provedena
pomoci dokumenta¢niho systému kontrola spravné amplifikace ptislusnych fragmentt (Tab.

XVI) a fotografie gelu byla ulozena.

Tab. XVI: Vysledné fragmenty PCR produkti pro metodu reverzni hybridizace na stripu

MIX A MIX B
DELKA
FRAGMENTU PCR 324+297+254+223+202+173+156+134 bp 346+283+248+225 bp
PRODUKTU
HYBRIDIZACE

Pted samotnym zahajenim hybridizace bylo nutné vytemperovat vodni lazen (WSB-18,
WiseBath) na 46 °C a zkontrolovat vodni hladinu, aby béhem hybridizace dosahovala
minimaln¢ do poloviny vySky hybridiza¢niho korytka. Do ldzné byly vloZeny nddoby s
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Hybridization Buffer a Wash Solution, aby se zahtaly na pozadovanou teplotu. Testovaci
prouzky (dale stripy), DNAT, Conjugate Solution, Wash Solution B a Color Developer se
nechaly vytemperovat na RT. Vymeéna jednotlivych roztokii probihala rychle proto, aby

nedochazelo k oschnuti stripu.

Tab. XVII: Pouzité reagencie a jejich objemy pouZité pro hybridizaci metodou reverzni
hybridizace na stripu (CVD Strip Assay, ViennaLab)

OBJEM 1 REAKCE

REAGENCIE m
DNAT 10
Amplification mix A 10
Amplification mix B 10
Hybridization Buffer 1 000
Wash Solution A 1000 + 1 000 + 1 000
Conjugate Solution 1000
Wash Solution B 1 000 + 1 000 + 1 000
Color Developer 1000

Do hybridiza¢niho korytka bylo napipetovano 10 pl DNAT, ptfimo do kapky DNAT
ptidano 10 pl Amplification mixu A a 10 pl Amplification mixu B. Roztok, ktery zistal modry,
byl inkubovan pii RT po dobu 5 minut. Nasledné byl pfiddn 1 ml Hybridization Buffer
vytemperované¢ho na 46 °C, kdy po jemném zatfepani korytkem zmizelo modré zabarveni
roztoku. Pinzetou byl vloZen popsany strip do hybridizacniho korytka, které se nasledné
nechalo inkubovat pfi 46 °C ve vodni lazni po dobu 30 min za pomalého tfepani (pfiblizné
50 rpm). Po uplynuti inkubacni doby byl pipetou odstranén hybridiza¢ni roztok roztok a ptidan
1 ml Wash Solution A. Strip v ném byl ponechan pouze 10 s a roztok byl odstranén pipetou.
Znovu byl do korytka napipetovan 1 ml Wash Solution A a tentokrat se korytko nechalo
inkubovat po dobu 15 min. pti 46 °C s tftepanim cca 50 rpm. Tento krok byl jesté¢ dvakrat
zopakovan. Po odstranéni Wash Solution A byl pfidan 1 ml Conjugate Solution a korytko bylo
inkubovano na tiepacce pii RT po dobu30 min. Po odséati tekutiny bylo napipetovan 1 ml Wash
Solution B apo 10 s doslo k jeho odsati. Znovu se napipetoval 1 ml Wash Solution B a korytko
se nechalo inkubovat po dobu 5 min na ttepacce. Tento krok byl jesté¢ dvakrat zopakovan. Po
odstranéni Wash Solution B byl do korytka pfidan 1 ml Color Developer, inkubace probihala
na tfepacce ve tmé a pii RT za ob¢asného rucniho protiepani, a to po dobu 15 min. V ptipade

pozitivni reakce se prouzky zbarvily fialové. Pfed odectenim vysledkil byly tyto detekéni
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prouzky oplachnuty destilovanou vodou a vysuSeny filtraénim papirem. Stripy jsou

v laboratofi archivovany.
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Obr. 4.4: Vzorové usporadani testovaciho prouzku z metody reverzi hybridizace na stripu

(CVD Strip Assay, ViennaLab).

Pievzato z http://skafte.se/products/viennalab/images/cvdstripassay.gif.
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5 VYSLEDKY

5.1 POLYMORFISMY V GENU MTHFR V RAMCI VYZKUMNE
SKUPINY PARU A JEJICH ASOCIACE S RPL A STERILITOU

Koncentrace DNA u izolovanych vzorka se pohybovala v rozmezi od 4,16 do 299 ng/ul
(podrobny piehled namétenych koncentraci u jednotlivych vzorkt viz Ptiloha 7), coz bylo pro

pouzitou metodu PCR-RFLP dostacuji, nebylo tedy nutné ucastniky studie zddat o novy odbér.

5.1.1 ZHODNOCENi DOTAZNIKOVEHO SETRENI
OBECNE INFORMACE O UCASTNICICH
Primérny vek Zen, které byly zarazeny do studie, byl 33 let a muzt 37 let. Podrobny rozpis

nasledujicich informaci pro jednotlivé pary je k nalezeni v ptiloze (Pfiloha 8§ a Piiloha 9).

SNAHA O POCETI

Az na jedinou respondentku, kterd udala, Ze se aktivn€ o poceti nesnazi, byla primérnéd doba
snahy o poceti stanovena na necelé 3 roky. Dv¢ z Zen se snazi o pocCeti se svymi partnery 6 a
7 let, ovSem pouze druhd z Zen je v péci Iékait AR. Celkové se v souboru vyskytuje 13 zen,
které se svou snahou o poceti zacaly po 30. roce zivota, pfiCemz 5 z nich az ve 35. roce Zivota

€1 jesté pozdé;ji.
PRODELANE POTRATY

UMELE UKONCENI TEHOTENSTVI

Umélé ukonceni t€hotenstvi (interrupci) podstoupilo celkem 6 Zen (33 %), z nichz 1 z Zzen
uvedla, ze tak ucinila z osobnich diivodd, a to v 15 letech na piani matky, a 1 Zena dokonce
nesdé€lila Zadny konkrétni diivod ¢1 komplikaci, které by ji k takovému rozhodnuti vedly. U
zbylych 4 Zen bylo umélé ukonceni téhotenstvi indikovano ze zdravotnich divodu.

U 2 zZen, které podstoupily interrupci ze zdravotnich diivodl, bylo téhotenstvi
ukonceno v 1. trimestru t€hotenstvi, u 1 Zeny ve 2. trimestru a u 1 jak v 1. tak 1 ve 2. trimestru.
U 2 zZen (11 %), bylo ukonceni doporuceno jen jednou. U prvni zeny byla dlivodem mola
hydatinosa® a u druhé z Zen genetickd vada plodu, vtomto piipadé doslo k ukonceni
téhotenstvi ve 2. trimestru, piesnéji v 19. tydnu. U 2 Zen (11 %) bylo téhotenstvi ukonceno

dvakrat, u prvni Zeny bylo v obou piipadech prokazano zamlklé t€hotenstvi a druha Zena své

4 v déloze se z vajitka vyviji abnormalni zarodek, ktery neni schopny samostatného Zivota
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diavody neuvedla. Jedna z Zen podstoupila v kone¢ném souhrnu celkem tfi interrupce (prvni
dvé v 1. trimestru a posledni ve 2. trimestru). U prvniho pferuseni byl indikaci zamlkly potrat,
u druhého byl pozorovan Zloutkovy vacek bez plodu a ve tetim ptipad¢ ucastnici zacala v 17.

tydnu teéhotenstvi odtékat plodova voda (Tab. XVIII).

Tab. XVIII: Souhrnné zastoupeni Zen, které podstoupily umélé ukonceni téhotenstvi

. 1. 2. OBA
DUVOD . vovy TRIMESTR TRIMESTR  TRIMESTRY
_ UKONCENI  ~poxpr
TEHOTENSTVI 1x 2x 3x 1x 2x 3x 1x 2x 3x
ZDRAVOTNI .
DUVODY 4 T e e e e
OSOBNI
o 1 1 x x x x x x x x
DUVODY
BEZ UDANI
o 1 x 1 x x x x x x x
DUVODU
CELKEM 6 2 2 x 1 x x x x 1

*2X v [, trimestru a 1< ve 2. trimestru

SPONTANNI POTRATY PO PRIROZENEM POCETI

9 zen (50 %) udalo, ze v minulosti prodélalo spontanni potrat po ptirozeném poceti (PP). Ve
3 ptipadech se jednalo o jeden samovolny potrat po PP (16,6 %), u 5 Zen byl spontanni potrat
po PP prodé€lan dvakrat a u 1 Zeny byly prokazany tfi samovolné potraty po PP. Ve vSech

ptipadech se jednalo o samovolny potrat v 1. trimestru téhotenstvi (Tab. XIX).

Tab. XIX: Souhrnné zastoupeni Zen, které prodélaly spontianni potrat po pfirozeném poceti

. 1. TRIMESTR
CELKOVY
POCET
1% 2% 3x
SPONTANNI POTRAT PO 9 3 5 ]

PRIROZENEM POCETI

SPONTANNI POTRATY PO LECBE NEPLODNOSTI
Pouze 1 par prodé€lal 2 detekované spontanni potraty. V jednom piipadé¢ po IVF a v tom

druhém po ET.

LECBA NEPLODNOSTI METODAMI ASISTOVANE REPRODUKCE
10 pari (55,56 %) uvedlo, ze podstoupilo alespon jednu z metod 1é¢by neplodnosti (Tab. XX).

Pouze u jedné Zeny byly jako diivod neplodnosti uréeny endometriéza a neprichodnost
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vajecnikt. U 6 part (33,33 %) nebyla pfi¢ina odhalena, byla tedy pfifazena diagnéza
idiopatické sterility, pficemz u 3 part se jednalo o sekundérni idiopatickou sterilitu. Zbylé
pary divod své 1écby v dotazniku nevyplnily.

Metodu umélé inseminace IUI podstoupilo 6 parti (33,3 %). U dvou pari (11,1 %) bylo
k této metodé pristoupeno dokonce pétkrat. U zbylych pari byl pro metodu [UI ve 2 ptipadech
podstoupen pouze 1 pokus, u 1 paru byl pokus opakovan dvakrat a u jednoho paru trikrat.
Celkové se pouze jednomu paru podafilo diky této metod€ ot€hotnét (5,5 %; par 6 pii 1.
pokusu v fijnu 2014).

Embryotransfer celkové podstoupilo také 6 pari (33,3 %), z nichz 2 pary podstoupily
pouze ET, 2 pary pouze KET a 2 pary obé z moznosti. Ve vsech ptipadech byl ET podstoupen
pouze jedenkrat. 2 pary se podrobily dvéma KET, pficemz jeden z nich dokonce ctytikrat,
ovSem u tohoto paru (par 4) se metodou ICSI a nésledném KET podatfilo po tfetim pokusu
v zai1 2013 otéhotnét.

3 pary (16,67 %) byly schopné detailné¢ uvést, jakd z metod IVF pienosu embryi
pfedchézela. Jednalo se o metodu ICSI, kdy 2 z téchto parii prosly IVF cyklem jedenkrat a
posledni par trikrat. Jeden z part dokonce viibec neuvedl, ze nékterou z metod IVF podstoupil.

Zbylé 2 pary metodu nespecifikovaly, ale IVF cyklus podstoupily pouze jednou.

Tab. XX: Souhrnné zastoupeni podstoupenych metod AR u jednotlivych paru

METODA IVF 1UI ET KET

OPAKOVANI 1x 2x 3x 1x 2x 3x 5x 1x 1Ix 2x 4x

pér 3 x x X X x w4 X X X x x
pér 4 X v X V4 X X X X X X v

par5 x x x x x x / x x x  x
paré x x x x x x J/ x x x  x
par7 v x x x x x x (/ x x x
par8 x x x x / x x x x x x
par11 v  x x J x x x @ x x x
par12 x x X X x x v x v x
par14 x x f % x x x x x %
par16 x x x x x x x ( J x x

3 1 1 2 1 1 2 4 1 2 1

CELKEM 5* 6 6

*jeden z parii (par 16) neuvedl, kolikrat IVF podstoupil
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KARYOTYP
Celkové 4 pary uvedly, Ze maji vySetfen karyotyp. U 3 z nich se jednalo o normalni Zensky
(46, XX) 1 normalni muzsky (46, XY) karyotyp. Jedna z respondentek sice zaSkrtla moznost,

7e maji s partnerem karyotyp vySetien, vysledky vySetfeni ale neuvedla.
DOPLNUJICI INFORMACE

HORMONALNI ANTIKONCEPCE

3 Zeny (16,6 %) nikdy neuzivaly hormondlni antikoncepci. Prumér vSech udanych roka od
zbylych 15 Zen Cinil téméf 8 let, pticemz 2 uzivatelky s nejdel$im intervalem udaly 14 let, ty
s nejkratSim 2 roky. Jedna Zena uvedla, ze HAK uzivala dvakrat s odstupem 2 let, v obou

ptipadech po dobu 1 roku (Obr. 5.1).

m12let m14let m10let m8let = 7 let =5 let = 4 roky = 2 roky
Obr. 5.1: Interval uzivani HAK u aéastnic studie. Zobrazené hodnoty jsou pocty uZzivatelek, které
uzivaly HAK v uréitém intervalu (roky).

KYSELINA LISTOVA
14 zen (78 %) uvedlo, ze v soucasné dobé uziva kyselinu listovou, z muzi pak uzivani kys.

listové neuvedl zadny.
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5.1.2 VYSLEDKY ANALYZY DAT A JEJICH STATISTICKEHO ZPRACOVANI
RESTRIKCNI STEPENI

Nasledujici gely ziskané metodou PCR-RFLP pro polymorfismy MTHFR C677T a A1298C
vyobrazuji vzdy 3 konstituce (Obr. 5.2).

M 1. 2. 3.

<« 241 bp

<~ 198 bp < 204 bp
<~ 175 bp

A 1T cC CT B AC CC AA

Obr. 5.2: Vysledné gely po metodé PCR-RFLP. Nejkratsi fragmenty pro oba polymorfismy (23 bp
a 37 bp) nejsou viditelné. A) M — marker; 1. jamka zobrazuje nestépeny fragment o délce 198 bp, coz
znaci nepfitomnost variantni alely T (CC); 2. jamka zobrazuje nestépeny fragment o délce 175 bp,
ktery doklada ptitomnost 2 variantnich alel T (TT) a 3. jamka pak §tépené fragmenty o délce 198 a
175 bp — coz poukazuje na pritomnost jedné variantni alely T (heterozygot CT). B) M — marker; 1.
jamka zobrazuje fragmenty o délce 241 a 204 bp, coz poukazuje na pritomnost jedné variantni alely C
(heterozygot AC); 2. jamka zobrazuje nestépeny fragment o délce 241 bp, ktery dokladal ptitomnost 2
variantnich alel C (CC) a 3. jamka fragment o délce 204 bp, coz znaci nepfitomnost variantni alely C
(AA).

RT-PCR
Jako ukazka vysledkil analyzy metodou RT-PCR jsou pouzity nésledujici zlogaritmované

amplifikacni kiivky pro jednotlivé genotypy polymorfismu A1298C (Obr. 5.3).
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Obr. 5.3: Vysledné zlogaritmované kiivky ziskané metodou RT-PCR v kanialech FAM (vlevo) a
HEX (vpravo). Jedna z ptitomnych kiivek vzdy znaci uzitou PK. A) vysledny wild-type genotyp
1298AA; B) heterozygotni genotyp 1298AC; C) variantni genotyp 1298CC.
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5.1.3 VYSKYT GENOTYPU POLYMORFISMU MTHFR
Analyza polymorfismti v genu MTHFR byla provedena vzdy u obou partnerit z paru.
Jednotlivé vysledky jsou pokazdé pirehledné zaznamenany v tabulkach, které jsou k nahlédnuti

v Piiloze, a vizualizovany v grafech.

MTHFR C677T
Z celkové studované skupiny (18 Zen a 18 muzil) byly pro polymorfismus C677T nalezeny
nasledujici genotypy. Genotyp 677CC byl nalezen u 7 Zen (38,89 %) a 6 muzi (33,33 %),
heterozygotni genotyp 677CT u 8 Zen (44,44 %) a 12 muzl (66,67 %) a pfitomnost dvou
variantnich alel 677TT byla detekovana pouze u 3 zen (16,67 %), u muzu se tato varianta
neprokézala (Obr. 5.4).
120
100
80

60 m Zeny

40 B muzi

cC CT TT
genotypy polymorfismu C677T ve stufijni skupiné

zastoupeni [%]

20

0

Obr. 5.4: Procentudlni zastoupeni detekovanych genotypii polymorfismi C677T u Zen a muzi
ze studijni skupiny

MTHFR A1298C

Genotyp 1298 A A byl detekovan shodné u 7 Zen (38,89 %) a 7 muzl (38,89 %), heterozygotni
konstituce 1298AC u 11 zen (61,11 %) a 8 muzi (44,44 %) a konstituce 1298CC nebyla u Zen
nalezena viibec a muzu ve 3 ptipadech (16,67 %), (Obr. 5.5).

46



120
100
80
60
40
20

0 ]
AA AC cC
genotypy polymorfismu A1298C ve studijni skupiné

mZeny

H muzi

zastoupeni [%]

Obr. 5.5: Procentualni zastoupeni detekovanych genotypui polymorfismi A1298C u Zen a muZi
ze studijni skupiny

KOMBINOVANY GENOTYP

V ptipadé¢ kombinovanych genotypt obou polymorfismi MTHFR C677T a A1298C byly
detekovany nasledujici genotypy (Obr. 5.6). Nositeli kombinovaného genotypu CC/AA byli
pouze 1 Zena (5,6 %) a 1 muz (5, 56 %), nositeli kombinovaného genotypu CC/AC bylo 6 Zen
(33,33 %) a2 muzi (11,11 %). Kombinovany genotyp CC/CC nebyl v ptipadé Zen nalezen a
u muzi byl nalezen ve 3 ptipadech (16,67 %). Konstituce CT/AA byla zjisténa u 3 Zen
(16,67 %) a 6 muzt (33,33 %). Heterozygotni kombinace pro oba polymorfismy CT/AC byla
zastoupena u 5 Zen (27,8 %) a 6 muzi (33,3 %). Vyskyt obou variantnich alel T pro
polymorfismus C677T byl detekovan pouze v konstituci TT/AA u 3 Zen (16,7 %). Cis
konfigurace (CT/CC, TT/AC, TT/CC) nebyly nalezeny u zadného jedince této skupiny.

47



80

60

40 >
m Zeny
H muzi

20

. l I

CC/AA CC/AC CC/CC CT/AA CT/AC CT/ICC TT/AA TT/IAC TTICC
kombinovany genotyp polymorfismd MTHFR ve studijni skupiné

zastoupeni [%]

Obr. 5.6: Vyskyt kombinovanych genotypi polymorfismi MTHFR C677T a A1298C u Zen a
muZzi ze studijni skupiny para

Vysledné shrnuti nalezenych kombinovanych genotypt pfifazenych k jejich nositeli
jsou k nahlédnuti v tabulce v ptiloze (Ptiloha 13). Z té je také patrné, jaké genotypy maji Zena

1 muz z jednoho paru, ze kterych bylo vytvoteno primeérné riziko paru (Obr. 5.7).

63,5

]

[e2]
o
()]

S 54,5

%

ko paru
(&)}
N

43
34,5
34
25,5
17

prdmeérné rizi

o

-
N
w

pocet pard

Obr. 5.7: Primérna rizika pari ze studijni skupiny
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5.1.4 KORELACNIi VZTAHY S JEDNOTLIVYMI FAKTORY

Po provedeni Mann-Whitneyova U testu byly vysledky vSech proménnych neprikazné (Tab.

XXI). Jedinou proménnou s indikativnim vlivem (p = 0,055) byl faktor doba snahy o poceti

(roky), kdy se zvySujicim se primérnym rizikem paru stoupa i doba snahy o poceti (Obr. 5.8).

Tab. XXI: Vliv faktoru na stupeii rizika (Mann-Whitney U test)

PROMENNA u P-VALUE
INTERRUPCE 30,5 0,639
SPONTANNI POTRAT PO
PRIROZENEM POCET]  33° 0,594
IVF 36,0 0,856
HORMONALNI
ANTIKONCEPCE 19 0.767
KYS.LISTOVA 21,0 0,490
DETI SE STEJNYM/INYM
PARTNEREM 289 0,390
)
]
B}
= o
=
:§ 4 s ]
=1
o
T'_u ] ]
&
m
=]
D) o] o]
o] o]
] ]
]
0 o
10 20 30 40 50 50

pramérné riziko paru [%)

Filll

Obr. 5.8: Korelacni vztah mezi primérnym rizikem paru a dobou snahy o poceti. n = 18;

Spearman's Rank-Order Correlation, rs= 0,46; p = 0,055.
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5.2 VYSKYT POLYMORFISMU V GENU MTHFR V RAMCI

KONTROLNi SKUPINY
5.2.1 VYSLEDKY ANALYZY DAT

REVERZNI HYBRIDIZACE NA STRIPU

Ukézka ziskanych stripii metodou reverzni hybridizace je k vidéni na nésledujicim obrazku

(Obr. 5.9).
1. 2.
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Obr. 5.9: Ukazka ziskanych genotypt polymorfismi C677T a A1298C v genu MTHFR pomoci
reverzni hybridizace na stripu (CVD Strip Assay, ViennalLab). Jednotlivé stripy zobrazuji
nasledujici nalezené trans konstituce: 1. CC/AA; 2.CC/AC; 3. CC/TT; 4. CT/AA; 5. CT/AC a 6.

TT/AA.
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CHARAKTERISTIKA ZKOUMANEHO SOUBORU
V této Casti prace byl na polymorfismy enzymu MTHFR analyzovén soubor ¢itajici 114 osob,
z nichz se v 77 ptipadech jednalo o Zenu a ve zbylych 37 o muze. Primérny vék Zen byl shodné

stanoven na 46 let u obou pohlavi (Obr. 5.10).
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Obr. 5.10: Vékové rozloZeni zkoumaného souboru z kontrolniho souboru pro jednotliva pohlavi.
,F* znaci zeny a ,M‘ muze. Medidn pro ob¢ pohlavi roven 49 letim.

5.2.2 VYSKYT GENOTYPU POLYMORFISMU MTHFR

MTHFR C677T

Pro ¢eskou populaci bylo ve zkoumaném souboru nalezeno 36 Zen (46,75 %) a 14 muzi
(37,84 %) s wild-type genotypem 677CC. Nositeli heterozygotniho genotypu 677CT bylo 32
zen (41,56 %) a 21 muzl (56,76 %) a variantni genotyp 677TT byl zjistén u 9 Zen (11,69 %)
a2 muzi (5,41 %), (Obr. 5.11).

Celkové byl genotyp 677CC v kontrolnim souboru nalezen u 50 osob (43,86 %),
genotyp 677CT u 53 osob (46,49 %) a 677TT u 11 osob (9,65 %).
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Obr. 5.11: Procentualni zastoupeni detekovanych genotypi polymorfismi C677T u Zen a muzi
z kontrolni skupiny

MTHFR A1298C
Konstituce 1298AA byla nalezena u 34 zen (44,16 %) a 11 muza (29,73 %). Nositeli
heterozygotniho genotypu 1298AC bylo 38 Zen (49,35 %) a 23 muzl (62,16 %). Variantni
genotyp 1298CC byl zjistén u 5 Zen (6,49 %) a 3 muzl (8,11 %).

Celkoveé byly genotypy polymorfismu A1298C v kontrolnim souboru zastoupeny
nasledovné: 1298AA u 45 osob (39,48 %), 1298AC u 61 osob (53,51 %) a 1298CC u 8 osob
(7,02 %), (Obr. 5.12).
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Obr. 5.12: Procentualni zastoupeni detekovanych genotypi polymorfismii A1298C u Zen a muzi
z kontrolni skupiny

KOMBINOVANY GENOTYP POLYMORFISMU C677T A A1298C

Kombinovany trans genotyp CC/AA byl detekovan pouze u 7 Zen (9,09 %), genotyp CC/AC
u 26 zen (33,77 %) a 11 muza (29,73 %), genotyp CC/CC u 5 Zen (6,5 %) a 3 muzi (8,11 %),
CT/AA u 18 zen (23,38 %) a 9 muzi (24,32 %). Nadale byl nalezen kombinovany
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heterozygotni genotyp CT/AC shodné u 12 Zen (15,58 %) a 12 muzl (32,43 %) a genotyp
TT/AAu9 Zen (11,69 %) a 2 muzu (5,41 %). Cis konstituce (TT/AC, CT/CC, TT/CC) nebyly
nalezeny u zadné Zeny ani muze (Obr. 5.13).

Celkové¢ bylo v kontrolnim souboru nalezeno 7 jedinct (6,14 %) s kombinovanym
genotypem CC/AA, 37 jedinct (32,46 %) s CC/AC, 8 jedinct (7,02 %) s genotypem CC/CC,
17 jedinct (14,91 %) s CT/AA, 24 jedinct (21,05 %) s kombinovanym heterozygotnim
genotypem CT/AC a 11 jedincii (9,65 %) s genotypem TT/AA.

80

60

40
mZeny
B muzi
20
, l I

CC/AA CC/AC CC/CC CT/AA CT/AC CTI/ICC TT/AA TT/AC TTICC
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Obr. 5.13: Vyskyt kombinovanych genotyptu polymorfismi MTHFR C677T a A1298C u Zen a
muZzi z kontrolniho souboru

5.3 POROVNANI VYZKUMNE A KONTROLNi SKUPINY
Ze ziskanych absolutnich frekvenci genotypt byly vypocitany hodnoty relativni, a to jak
v piipade genotypti (Tab. XXII), tak v ptipad¢ alel (Tab. XXIII).

Z vypocitanych hodnot nejsou patrné zadné velké vykyvy v rozloZeni jednotlivych

genotypu ¢i alel ve vyzkumné a kontrolni skuping, které by byly statisticky signifikantni na

95% hladiné vyznamnosti.
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Tab. XXII: Frekvence genotypu polymorfismi MTHFR pro vyzkumnou a kontrolni skupinu

FREKVENCE GENOTYPU

vyzkumna skupina kontrolni skupina
F M Celkem F M Celkem
n=18 n=18 n=36 n=77 n=37 n=114
677CC 0,389 0,333 0,361 0,468 0,378 0,439
677CT 0,444 0,667 0,556 0,416 0,568 0,465
677TT 0,167 0,000 0,083 0,117 0,054 0,096
1298AA 0,389 0,389 0,389 0,442 0,297 0,395
1298AC 0,611 0,444 0,528 0,494 0,622 0,535
1298CC 0,000 0,167 0,083 0,065 0,081 0,070

Tab. XXIII: Frekvence alel polymorfismi MTHFR pro vyzkumnou a kontrolni skupinu
FREKVENCE ALEL

vyzkumna skupina kontrolni skupina
F M Celkem F M Celkem
n=18 n=18 n=36 n=77 n=37 n=114
677C 0,611 0,667 0,639 0,688 0,608 0,671
677T 0,389 0,333 0,361 0,312 0,392 0,329
1298A 0,694 0,611 0,653 0,675 0,662 0,662
1298C 0,306 0,389 0,347 0,325 0,338 0,338

Pro lepsi pfedstavu o rozdilnosti obou skupin shrnuje nasledujici graf (Obr. 5.14)

zjisténé kombinované genotypy jak pro Zeny studijni a kontrolni skupiny, tak také pro muze.
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Obr. 5.14: Vyskyt kombinovanych genotypt polymorfismi MTHFR C677T a A1298C u Zen a

muzi studijni (SS) a kontrolni skupiny (KS)
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Pro porovnani zen a muzl z vyzkumné a kontrolni skupiny byly vizualizovany také
¢etnosti jedincti (%) dle jejich stupné rizika (%), (Obr. 5.15). U Zen je mezi obéma skupinami
okem patrny rozdil (p > 0,05) a dle predpokladi je vétsi zastoupeni u vysSSich stupna rizika.

Naproti tomu u muzil neni tento trend tak zjevny.
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Obr. 5.15: Procentualni zastoupeni jedinci ze studijni skupiny pari (SS) a kontrolni skupiny
(KS) dle stupiii rizika (%). Vlevo Cetnosti pro Zeny a vpravo pro muze.
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6 DISKUZE

6.1 POLYMORFISMY V GENU MTHFR V RAMCI VYZKUMNE
SKUPINY PARU A JEJICH ASOCIACE S RPL A STERILITOU

Po nezdarech s financovanim této studie musely byt prvotni plany o jejim strukturnim
rozvrzeni pozménény. Zamérem bylo otestovat minimalné 50 pari a k nim odpovidajici
referencni vzorek, ktery by se skladal taktéz z parQ, ale z takovych, které nemaji a nemély
problém s RPL ¢i samotnym pocetim a nikdy se nelécily v centrech AR (dale ,,zdravé pary*).
Porovnani takovych skupin by bylo ve své podstaté ptinosnéjsi a vysledky by vice vypovidaly
0 mozn¢ asociaci polymorfismt v genu MTHFR s touto problematikou, a to uz jen z vybéru
referencni skupiny a velikosti zkoumaného vzorku.

Diky zajisténé ptimé ucasti dobrovolnikii z fad pacientti IVF Centra prof. Zecha Plzen,
bylo mozné ziskat ucastniky s ucelenou anamnézou, u kterych bylo ohliddno splnéni
selekénich kritérii. Na druhou stranu internetové vyhledavani moznych tucastniki bylo
z celkového hlediska jakymsi ,,ofisSkem®. Ackoliv se ocekavalo, ze ne vSichni respondenti se
po prvotnim nadsSeni nakonec studie aktivné zucastni, nepocitalo se s tim, ze namisto od 26
parii spliyjicich po Vstupnim dotazniku selekéni kritéria budou obdrzeny vyplnéné Cilené
dotazniky od 18 znich (69 %; 1. etapa — 12 para a Il. etapa — 6 part). Témto parim byly
nasledné zaslany odbérové soupravy a 11 znich (tedy necelych 43 % z celkového poctu
spliujicich selekéni kritéria) své vzorky DNA zaslalo zpét do laboratote. Zbylych 7 para (ve
vSech ptipadech probihala komunikace se Zenou) bohuzel nereagovalo ani na opakované
pokusy o komunikaci. Logickym feSenim by bylo sniZit tuto ,dotaznikovou z4téz* a namisto
2 dotaznikdl po potencidlnich ucastnicich pozadovat rovnou vyplnéni Cileného dotazniku.
Timto krokem by se mohly rovnou eliminovat pary, které nemaji o jeho pomérné zdlouhave
vyplnéni zajem.

Nevyhodou u této skupiny ucastniki byl bezesporu fakt, Ze u nich nebyla zndma
celkovd anamnéza a splnéni selekénich kritérii bylo ovéfeno pouze na zdkladé jejich
subjektivniho zhodnoceni — otdzka v Cileném dotazniku znéla: ,, Domnivate se, Ze Vas a
Vaseho partnera miizeme na zakladeé vylucnych kritérii zaradit do nasi studie? “, kdy této
otazce predchazel vycet vyluénych kritérii doplnény o interpretaci v piipadé¢ medicinské
terminologie. Ani jeden z part ucastnicich se studie nezvolil moznosti ,,Ne* anebo ,,Nevim®,
proto byli zatazeni do studie.

Co se tyce ziskdvani informaci o ucastnicich studie a vyhodnocovani Cilené¢ho

dotazniku, je na misté sebekriticky zhodnotit, Ze jejich struktura, predev§im pak pofadi a
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zpusob, jakym byly otazky polozeny, nebyly zvoleny pfili§ efektivne€. Ackoliv se zpocatku
mohlo zdat, ze Cileny dotaznik je designovan tak, aby bylo dosazeno komplexniho obrazu o
daném paru a aby se co nejvice ulehcila finalni prace pfi jeho vyhodnocovani a porovnavani.
Tyto domnénky se ovS§em nenaplnily. Asi za nejvétsi nedostatek mize byt povazovan fakt, ze
doslo k neptimému opakovani n€kterych otazek, které nebyly logicky poskladané, coz mohlo
pfedevsim ,,internetové™ respondenty zmast. Ti totiz vedle sebe neméli jednu z pracovnic IVF
centra, které byly s dotaznikem dopodrobna seznameny. Naptiklad to, ze bylo po
respondentech nejdiive pozadovano, aby vypsali spontanni potraty po IVF (sekce 4), zda
podstoupili netispéSny embryotransfer (sekce 5) a az v 8. sekce byla polozena obecna otazka
na lé¢bu neplodnosti, se ukédzalo jako nestastné feSeni. U n€kolika online respondentt doslo
k tomu, ze vypsali podstoupené cykly AR, ale pro otdzku v sekci 8 zaskrtli moznost ,,ne®,
ackoliv z predchozich odpovédi bylo patrné, Ze se na neplodnost 1é¢ili. V nasledujici tabulce
je vyobrazen mozny koncept Cileného dotazniku, ktery by byl pro respondenty i nasledné

vyhodnocovani piehlednéjsi a logictéjsi (Tab. XXIV).

Tab. XXIV: Idealni rozloZeni vyzkumnych otazek Cileného dotazniku

PORADI
SEKCE VYZKUMNA OTAZKA

Jak dlouho se snazite otéhotnét?

Podstoupila jste nékdy umélé ukon&eni téhotenstvi?

Prodélala jste nékdy spontanni potrat po pfirozeném poceti (PP)?
Lécite se Ci jste se nékdy lécila na neplodnost?

Jaké metody jste podstoupila?

Podstoupila jste embryotransfer?

Méate vySetfen karyotyp?

Prodélala jste potrat po podstoupené metodé AR?

UZivala jste nékdy hormonaini antikoncepci (HAK)?

Mate déti pocCaté pfirozenou cestou (i z IVF) se stejnym/jinym partnerem?

- O O 00 N O O A~ WON =

= N N

Uzivate v soucasnosti kyselinu listovou?

Prodlala iste_ndkdv netepdini ol for?
Prodélala iste_ndk i E?

Samotné vyhodnoceni dotaznikii nepfineslo zddné piekvapivé zavéry. Pouze udaje
udané u otazky ,,Jak dlouho se snaZite otehotnét? “ se zdaly byt z pohledu pfistupu center AR
zajimavé. AZ na jedinou respondentku, ktera udala, ze se aktivné o poceti nesnazi, byla

primérna doba snahy o poceti stanovena na necelé 3 roky. 4 Zeny udaly, Ze svou snahu o
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poceti odsunuly az na 35. rok Zivota ¢i pozdé&ji a jsou v péci center AR, kterd je pfijela témef
okam?Zité na zaGatku jejich snahy. To odpovidda namétdm ReZabka (2014), ktery se kloni k
nazoru, ze by zeny po 35 letech mély byt na neplodnost 1éCeny okamzité. OvSem podivame-li
se na celou problematiku z pohledu fyziologie, po 35. roce Zivota plodnost Zeny klesa az o
10 % (viz kapitola 2.3.2 Rizikové faktory poruch plodnosti, str. 14), z ¢ehoz logicky vyplyva,
ze se snizuje i pravdépodobnost ot€hotnéni. Statisticky vzato je na ptipadné ot€hotnéni potieba
delsi Cas aktivni snahy nez avizovany 1 rok pro Zeny mladsi 35 let. Z pohledu fyziologie by
tedy bylo pfihodnéj$i umoznit zenam starSim 35 let napiiklad o rok delsi snahu oproti zenam
mlads$im, aby u nich mohla byt zah4jena 1écba neplodnosti. Na druhou stranu ale vezmeme-li
v uvahu, ze by takto zena ,ztratila® dals$i 2 roky zivota planou snahou o poceti a stejn¢ by
nakonec kupiikladu skoncila 1écena na neplodnost, neni snadné rozhodnout, ke kterému
z ptistupt se priklonit a balancovat tak moznou ztratu ¢asu, vék Zeny a jeji psychicky stav.

Analyza dat probihala taktéz ve dvou etapach jako samotny sbér, protoze
dobrovolnikiim ucastnicim se studie bylo pfislibeno sdéleni vysledkd analyzy. Jako hlavni
detekéni metoda obou polymorfismi byla zvolena metoda PCR-RFLP a jako pojistka vybrana
1 metoda Real-Time PCR. Obé¢ tyto metody jsou rutinné pouZzivany v laboratoii GENLABS.
Tento krok se ukdzal byt dobrou taktikou, jelikoz se nepodafilo Gsp€sné€ analyzovat 3 vzorky
z prvni etapy (MTHFR 14, MTHFR 15 a MTHFR 16) na MTHFR A1298C pomoci metody
PCR-RFLP, proto se u té€chto problémovych vzorki pfistoupilo k RT-PCR. Diky této metodé
pak bylo mozZné urcit vysledné polymorfismy.

Po odecteni vysledktt RFLP byla dokonce u 2 jedincii z II. etapy ze studijni skupiny
nalezena cis konfigurace CT/CC. Vzhledem k tomu, Ze se v mnohych studiich uvadi, ze je tato
kombinace neobvykla ¢i Ze se objevuje ziidka ¢i viibec, byl tento vysledek oveéfen pomoci
pfimé sekvenace PCR produktu pouzitého pro restrikéni Sté€peni. Sekvenace byla provedena
ve spolupraci s externi firmou, a proto tato metoda neni uvedena v kapitole 4 — Design
experimentl, ackoliv predstavuje dal$i mozny ptistup pro detekci sledovanych polymorfismu
a muze byt povazovana za nejpfesnéjSi moznou metodu. Nevyhodou je jeji finanéni
nakladnost.

Provedend sekvenace PCR produkt nakonec ukdzala, Ze se v obou ptipadech jednalo
o konfiguraci CT/AA, proto doslo ke zpétnému ovéieni vysledktli ze vSech nafocenych gelt.
U 3 vysledki byl pak pifedchozi zavér pirehodnocen — myln€ odecteny genotyp 1298CC byl ve
skutecnosti genotypem 1298AA, a v zddném piipade se tedy nejednalo o cis konfiguraci. Cela
tato problematika ohledné¢ vyhodnocovani restrikéniho Stépeni 2. polymorfismu nejspise

pramenila z rozdilné koncentrace PCR produktu pouzitého pro restrikéni $tépeni, k Cemuz
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doslo v disledku rozdilnych vstupnich koncentraci DNA pouzitych pro amplifikaci a také
z intenzity jeho znaceni pomoci fluorescencni barvicky MidoriGreen Direct. Jde o to, ze
produkty s vyssi koncentraci DNA navazi vice fluorescen¢ni barvicky, maji rozdilnou hustotu
a pak putuji gelem logicky pomaleji nez slabsi produkty (at’ uz po amplifikaci ¢i restrikénim
Stépeni). V ptipadé, ze se vysledné restrikéni fragmenty 1isi ve své délce pouze o 37 bp, mize
dojit pfi nedostate¢né dlouhé separaci k mylnému odecteni vysledkti. Nejlepsim feSenim by
bylo provadét elektroforetickou separaci na polyakrylamidovém gelu, ale tento pfistup se
v laboratofi nepouziva.

Jak ale ve své praci uvadi Enciso et al. (2016) i1 Zetterberg et al. (2002b), vysvétleni této
problematiky miize ustit z nepfesnosti uzit¢ metody pro detekci polymorfismu A1298C.
Nekteti uziti restrikéniho enzymu Mboll v metodé PCR-RFLP kritizuji, a to kviilli moZnym
chybam v odecitani genotypi, které zfejmé zplsobuje tichy polymorfismus T1317C. Ten byl
poprvé popsan jiz v roce 1998 (Weisberg et al.) a kromé toho, Ze se nachazi ve stejném exonu
enzymu MTHFR jako polymorfismus A1298C a zadnym zplisobem nepozménuje vyslednou
aminokyselinu - tou zistdva fenylalanin, variantni alela 1317C narusSuje identifikaci
polymorfismu A1298C, a to pfedev§im v konstitucich 1298AC a 1298CC (van der Put &
Blom, 2000).

Ve zminéné praci z roku 2002 (Zetterberg et al., 2002b), ktera vysla jako reakce na zavéry
studie z roku 2000 (Isotalo et al.), ve kter¢ jeji autofi nalezli velké mnoZstvi genotypl v cis
konfiguraci u potracenych embryi, jeji autofi operovali s nepublikovanymi daty, kdy ve vzorku
vice nez 500 $védskych jedincii nenasli ani jednu cis konfiguraci, a to ani u potracenych
embryi (n = 80; Zetterberg et al., 2002a). U italské populace (n = 335) objevili pomoci
sekvenovani 2 jedince s genotypem TT/AC, tudiZ se domnivali, Ze se cis konfigurace
v populaci (témét) nevyskytuje a v préci Isotalo et al. (2000) byla nespravné zvolena detekéni
metoda. Ve svém shrnuti tedy v ptipadé nalezu cis konfigurace doporucuji uZzit jinou z metod
detekce — naptiklad sekvenaci a ackoliv nemohou vyvritit, Ze se alely v cis konfiguraci
v populaci vyskytuji, predpokladaji, ze jejich Zivotaschopnost miize zaviset na perikoncep¢éni
suplementaci folatem. Skupina brazilskych vyzkumniki se proto v roce 2008 (de Alvarenga
et al.) zaméfila na porovnani obou zminénych metod detekce polymorfismu A1298C, kdy i
pies rozdil 8,6 % mezi jednotlivymi metodami, neukazal zvoleny statisticky test porovnavajici
rozdilnost odchylku. I pfesto autofi této studie také doporucuji vhodné zvolit detekéni metodu
s ohledem na tichy polymorfismus T1317C, coz se potvrdilo i v pfipadé nasi studie. Pti ndlezu
cis konfigurace je namisté¢ uzit sekvenaci pro ovéfeni vysledkli, ovS§em po podrobném

prozkoumani ziskanych sekvenci nebyl zddny tichy polymorfismus detekovan. Mizeme se
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pouze domnivat, zdali Slo o systematickou chybu v uZzit¢é metodé¢, anebo chybu pfi jejim
provedeni. Pro budouci vyzkum a vyvraceni/potvrzeni domnénky, ze metoda PCR-RFLP
muze zkreslovat vysledky, by bylo pifihodné uzivat jinou detekcni metodu.

Ovsem dle nejnovéjSich poznatkl z populace zdravych ¢inskych zen z riznych provincii
(n =13 473) dosli Fan et al. (2016) k zavértim, ze polymorfismy C677T a A1298C se v cis
konfiguraci vyskytuji, ackoliv mén¢ Casto, nez je predpokladano. Pomoci sekvenace zjistili,
Ze se procentudlni zastoupeni cis konstituci pohybovalo v rozmezi 01,6 % (celkové 160/13
473 jedincti), pfiCemz tato nejvyssi hodnota zahrnovala kombinovany genotyp TT/AC 2 Zen
(naptiklad Rady et al., 1999; Stegmann et al., 1999), ze polymorfismy v genu MTHFR C677T
a A1298C koexistuji pouze v trans konstituci, miize mit hned nékolik pficin. Bud'to je
vzdéalenost obou polymorfismii na chromozomu tak kratkd (2,1 kb), Ze se snizuje
pravdépodobnost rekombinace, anebo jak jiz piedeslali van der Put et al. (1998), kombinace
3 variantnich alel predstavuje pro fenotyp jedince selek¢ni nevyhodu. To tplné
nekoresponduje s nalezem téchto genotypli u nekterych jedinct, ale i tak se tato moznost neda
jednoznaéné vyloucit, protoze vétSina onemocnéni je multifaktorialni zalezitosti. Navic
suplementace folatem ziejmée neutralizuje efekt polymorfismid MTHFR. Otazkou je také
velikost vyzkumné skupiny a fakt, ze malé pocty (fadové stovky) vySetfenych jedincti nam
prakticky nedovoli odhalit pfitomnost cis polymorfisma.

Zavérem lze jen shrnout, ze existuje vice nez stovka polymorfismt v genu MTHFR a
nikdo se jeste nepokusil podrobné prozkoumat jejich koexistenci a vliv na fenotyp jedince. Je
dost dobfe mozné, Ze kombinovany vyskyt variantnich alel u vice polymorfismi MTHFR,
které kuptikladu negativné ovlivituji metabolismus Hcy a folatu ¢i dokonce dosud neobjevené
souvislosti s kterymkoliv jinym cyklem, je odpovédi na mnohé nevysvétlitelné jevy
asociované nejen se sterilitou ¢i RPL. Dosavadni publikace sleduji vétSinou pouze 2
z neznamgjSich polymorfismii, a proto neni jisté, jak vypada sekvence celého genu MTHFR.
Takova celkova studie by jisté¢ stala mnoho usili, ale mohla by vést k lepSimu pochopeni
vyznamu vyskytu polymorfismi MTHFR.

Jako kontrolni skupina pro porovnani vyskytu genotypii polymorfismi MTHFR
studijni skupiny parti poslouzili klienti genetické laboratote, kteti se nechali vySetfit pro oba
sledované polymorfismy a mohou byt povazovani za plodné jedince reprezentujici ,,Ceskou
populaci. Tento soubor ¢ital 114 osob, z nichZ se v 77 ptipadech jednalo o Zenu a ve zbylych
37 o muze, z ¢ehoz je patrny rozpor mezi velikosti studijni (18 Zen a 18 muzi) a referencni

v

skupiny. O té nebyly ziskany Zadné detailn¢jsi informace. MiZeme se pouze domnivat, Ze se
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jedné o ,zdravé‘ jedince, u kterych se nevyskytly ¢i nevyskytnou problémy s plodnosti a u zen
1 RPL. U ziskanych frekvenci genotypt a alel u vyzkumné a kontrolni skupiny nebyly shledany
zadné statisticky vyznamné odchylky. Pouze u Zen byla variantni alela 677T ve studijni
skupiné zastoupena ve vétsi miie nez v té kontrolni. Na druhou stranu ale nebyl genotyp
1298CC nalezen u zddného muze ze studijni skupiny.

Zajimavé by v ptipad¢ vySetfeni zdravych part (tedy téch bez vySe zminénych
problému s plodnosti a pocetim potomkl) jako referencni skupiny bylo porovnat jejich
celkové riziko oproti celkovému riziku ,,neplodnych* pari. To by jist€ mélo svou vypovidajici
hodnotu. V nasem ptipad¢ byla porovnana pouze rizika jedincii, kterd i tak indikovala
rozriznénost mezi studijni a kontrolni skupinou.

Statistické hodnoceni jednotlivych faktori, které by mohly ovliviiovat plodnost paru,
nebylo prikazné. Jedinym prikaznym faktorem se stala snaha o poceti (roky). Neprikaznost
zbylych proménnych mohla nastat v zavislosti na jiz zminéné velikosti vyzkumné skupiny,
ktera citala pouze 18 neplodnych pari a byla analyzovana s relativné velkym mnozstvim
promé&nnych. Uzity test ovSem ukdzal, Ze se s primérnym rizikem paru zvySuje i délka snahy
o poceti (roky), coz indikuje, ze kombinace genotypu polymorfismit MTHFR Zeny a muZe u
vzniklého embrya by mohla ovliviiovat jeho zivotaschopnost. Takové zavéry by ale ke svému
potvrzeni pottebovaly podptirné vyzkumy.

Péary snejasnou pfic¢inou sterility a pary s RPL byly zkoumany i v ramci studie
provedené Herodez et al. v roce 2013. Dle jejich zavérti mohou byt polymorfismy MTHFR
specifickymi rizikovymi faktory sterility vazanymi na pohlavi. K podobnym usudkiim dospéli
1jini (Irfan et al., 2016; Eloualid et al., 2012; Safarinejad et al., 2011). Napftiklad ve vyzkumné
skupin€ 100 sterilnich muzl pravé ve studii Herodez et al. (2013) byl shledan nartst vyskytu
alely 677T vyssi o 13,2 % (p = 0,046) oproti kontrolni skupiné (n = 111). U polymorfismu
A1298C nebyl v této studii zjist€n zadny vliv. K naprosto protikladnym vysledklim dospéli
Eloualid et al. (2012), ktefi neshledali signifikantni vliv polymorfismu C677T ale praveé
konstituce 1298CC u muzi s oligozoospermii (p = 0,014). To indikovala uz studie z roku 2010
(Singh et al., 2010) provedend u indickych muzi. I v nasi studii je patrny nartst alely 1298C
predevsim v konstituci CC u muzt na 16,7 % oproti 8,1 % u kontrolni skupiny, ackoliv nejsou
tato data statisticky vyznamna na 95% hladin€¢ vyznamnosti. Pfesto existuje celéd fada studii
vyzdvihujicich vliv polymorfismu C677T nad A1298C. MoZnou pficinou vSech téchto
rozport mezi jednotlivymi studiemi miize byt rozdilny pifijem folatu.

Vzhledem k tomu, Ze sterilita a opakované spontanni potraty postihuji velké procento

parq, je logické, Ze se ze snahy o poceti potomka staly vydélecnym byznysem. V dnesni dobé
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se na par zacina nahlizet jiz jako na celek, ktery dava spolecné vzniknout novému jedinci. Je
tedy patrné, e geneticka vySetfeni jdou v tomto sméru kupiedu. Od roku 2016 je i v Ceské
republice k dispozici tzv. Carrier test (neni proplacen pojistovnou), diky némuz je mozné
vysetiit dédicné vlohy, které mohou ovlivnit plodnost rodicti a zdravi (potencialnich)
potomkti. Tento test vySetiuje skryté prenasecstvi 861 castych - , klicovych*- mutaci 79
recesivnich genii zpusobujicich vice nez 60 genetickych chorob a stavii, které mohou
postihnout potomky zdravych pienaseci ® .

z polymorfismii genu MTHFR [p.Ala222Val (C677T), p.Arg377Cys a p.Met5811le], piicemz

Soucasti Siroké nabidky genli jsou i1 3

posledni dva zmifiované polymorfismy nebyly podrobnéji zkoumany v souvislosti s Zadnymi
chorobami. Polymorfismus A1298C v této souvislosti testovan neni, coz je vzhledem
k zavéram o jistém znevyhodnéni cis konfigurace polymorfismi C677T a A1298C minimalné
ptekvapujici. Napiiklad Enciso et al. (2016) ve své praci odhalili silny vliv tohoto
polymorfismu na neplodnost, kdyz ve své studijni skupiné (n = 92) nalezli vice pacientek
s homozygotni konstituci A1298CC nez v té kontrolni, a to pfedevsim u zen s historii 3 a vice
neuspéSnych implantaci embryi (n = 38; narlst frekvence genotypu z 0.06 u kontrolni skupiny
na 0.24 u té vyzkumné, p < 0,05). Zéaroven ale vyvraceji moznou pfi€inu na strané embrya,
vzhledem k tomu Ze u neuspé$né¢ implantovanych zarodkti nebyl prokézan negativni vliv
genotypu 1298CC na jejich zivotaschopnost. U muzii byla frekvence také zvySena, ne ale tak
vyznamng¢ jako u neplodnych Zen.

Plo$né protestovavani part snaZicich se o poceti je rozhodné dobrym krokem smérem
k lepsim zittkiim. Ukazuje se, Ze se k naSemu pfistupu posuzovani part jako celkd uchyluji i
v medicinské diagnostice. Diky testovani efektivné zvolenych genti by se v budoucnu mohly
objasnit nckteré z pficin neplodnosti, které se dnes zatfazuji do velké skupiny nazvané
»idiopatickd sterilita®, ¢i pfi¢iny RPL. JenZe pravé ty efektivné zvolené geny mohou byt
kamenem urazu. Zatim prakticky neexistuje jejich vycet, a proto je pfistupovano
s jejich interpretaci. Je dtlezité mit na paméti i fakt, ze testované pary mnohdy neznaji ani
zaklady genetiky, proto si lékafi a genetici museji davat velmi zaleZet na uchopitelné

interpretaci vysledki, aby nedochazelo ke Spatnému pochopeni celé problematiky.

5 Gennet © 2018. [cit. 2018-0318]. Dostupné z: https://www.gennet.cz/carriertest.
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6.2 VYSKYT POLYMORFISMU V GENU MTHFR V RAMCI
KONTROLNI SKUPINY

Tato Cast prace byla zaméfena na statistické zhodnoceni dat poskytnutych genetickou
laboratoii GENLABS. Vzhledem k tomu, ze zadmérem této populacni studie bylo pracovat
s nahodnou populaci, bylo tfeba ze zkoumaného vzorku vyradil ptibuzné jedince, aby nedoslo
ke zkresleni vysledkti. Namisto 133 osob, které podstoupily vysetfeni polymorfismi v genu
MTHFR, bylo mozné zatadit 114 z nich. Jejich vybér probihal zcela ndhodné za pouziti funkce
»RANDBETWEEN* v programu Excel 2016, kdy bylo kazdému rodinnému piislusnikovi
nalezicimu k jedné z rodin (celkové 9 rodin) pfidéleno nahodné cislo. Tato Cisla pro jednu
rodinu pak byla nahodné generovana jiz zminénou funkei.

U nékolika desitek vzorkli bylo mozné osvojit si riizné metody detekce polymorfismi
enzymu MTHFR u vySetfovanych pacientd, ktefi byli zafazeni do populaéni studie. Ackoliv
vetsi podil dat pro tuto ¢ast prace byl dodan laboratofi ke statistickému zpracovani, byly
vSechny uvedené metody detekce autorkou prace prakticky vyzkouseny a osvojeny. Jako
nejlepsi metoda se zda byt metoda PCR-RFLP, samoziejmé za predpokladu, ze vysledky
odecita zkuSeny genetik. Metodu RT-PCR se vyplati uZivat pfi vétS§im mnoZzstvi vzorkd,
predpokladame, ze je specifita metody vyrazné vyssi nez pii uziti restrikénich enzymd.

Do dnesniho dne neexistuji zadné oficialni studie zkoumajici ¢etnosti polymorfismi
MTHEFR pro ¢eskou populaci, tudiZ nebylo mozné zavéry této ¢asti prace konfrontovat s jinou
studii. Byly nalezeny pouze Udaje z jedné bakalaiské prace, kde se podobné jako u Isotalo et
al. (2000) objevilo po analyze metodou PCR-RFLP relativné velké mnoZstvi genotyptl v cis
konstituci (zhruba 10%). Z dtivodu toho, ze si nemtzeme byt jisti, Ze jsou udaje fakticky
spravné a zdali by je piipadna sekvenace potvrdila, nejsou tyto udaje v nasi praci uzity jako
referencni vzorek ani pro vyskyt polymorfismu C677T a A1298C.

V jinych piipadech byly polymorfismy MTHFR v ¢eské populaci zkoumany
predevsim v souvislosti s TEN (tromboembolickd nemoc), a to naptiklad v diplomové praci
Vavruskové (2010). Z jejiho vyzkumu plyne, Ze pacienti majici mutace MTHFR maji vetsi
sklon k IM (infarkt myokardu) a CMP (cévni mozkova prihoda). Hiire jsou na tom pacienti
majici mutace MTHFR v homozygotnim stavu. O 2 roky pozdéji se této problematice vénoval
ve své dizertacni praci Zapletal (2012). Ten zkoumal trombofilni stavy u déti v souvislosti
naptiklad pravé s MTHFR C677T a na zaklad€ zavera této studie autor tuto spojitost spise

vyvraci, ackoliv se nejcasteji (absolutné i relativne) vyskytl polymorfismus v genu pro
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MTHFR- pres 60 %. To neni vzhledem k jeho castému zastoupeni v bézné populaci
prekvapenim (kolem 40 %)“. Pouze u 1,6 % déti (pfevazné s ptitomnosti 2 variantnich alel
677TT) byla potvrzena hHcy, jez je v souvislosti s MTHFR C677T hojn¢ probirana. V roce
2013 (Hickey et al.) vydala American College of Medical Genetics (ACMG) prohlaseni, ze
nedoporucuje testovat polymorfismy MTHFR v souvislosti s trombofilnimi stavy. Na tyto
zavery pak v roce 2014 reagovala i Spolecnost 1ékatské genetiky a genomiky (SLG), kterd
s témito zavéry souhlasila®. Dnes se tedy polymorfismy v genu MTHFR v této souvislosti
rutinné netestuji.

Vavruskova (2010) ve své praci nadale zkoumala spojitost polymorfismi MTHFR se
spontannimi potraty. Ve zkoumaném souboru, ktery ¢inil 51 pacientek, potratilo 14 pacientek
s konstituci 1298CC (27,5 %) a 21 pacientek s konstituci 677TT (41,2 %), u jejichZ plodi byl
také zaznamenan vyskyt rozSt€épovych vad. Tuto asociaci polymorfismu MTHFR C677T
sledovala ve své dizertatni praci zroku 2006 také Gaillyova. V jejim souboru o 40
pacientkach s historii 3 a vice RPL nalezla zvySenou frekvenci konstituce 677TT (7,5 %).
Zachyt heterozygoti byl v této skupiné 677CT byl 50 %. I naSe vysledky ukazuji mirné
zvysSenou frekvenci genotypi 677TT a 677CT u Zen ze studijni skupiny s frekvenci alely T
0,389 oproti frekvenci 0,312 u té¢ kontrolni. Ackoliv nejsou tyto vysledky statisticky
signifikantni na 95% hladin€ vyznamnosti, miize tento trend, bude-li pozorovén i v budoucich
studiich s rozsifenou vyzkumnou skupinou, stéZejni pro dalsi pochopeni této problematiky.

V roce 2003 vznikla meta-analyza zkoumajici prevalenci genotypi MTHFR C677T u
vice neZ 7 000 novorozenct z 16 oblasti svéta. Distribuce alel ukadzala etnickou 1 geografickou
varianci v jejich rozloZeni. Genotyp TT byl rozsifen piedeviim v severni Ciné (20 %), jizni
Italii (26 %) a nejvice v Mexiku (32 %). Napti¢ Evropou byl pozorovan gradient, kdy ze
severu k jihu stoupalo zastoupeni tohoto genotypu, zatimco v Ciné byl tento trend opaény. U
oblasti s vysokou frekvenci genotypu TT byly prokdzany odchylky od Hardy-Weinbergoyy
rovnovéhy. Mezi tyto oblasti patfily Helsinky, Finsko, jizni Italie a jizni Cina. Pro ruskou
populaci bylo rozlozeni stanoveno nasledovné — genotyp CC v 53 % ptipadt, CT v 40 % a
TT v 7 %. Pro mad’arskou populaci byl genotyp CC ptitomen ve 44 % ptipadt, CT ve 45 % a
TT v 11 % (Wilcken et al., 2003). Nase poznatky se s témi pro Mad’arsko témét shoduji.

6 Spole¢nost 1ékafské genetiky a genomiky [cit. 2018-04-07]. Dostupné z https://www.slg.cz/2014/testovani-
polymorfismu-mthfr
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I v populaci zdravych ¢inskych Zen z riiznych provincii (n = 13 473) dosli Fan et al.
(2016) k zavértim, ze polymorfismy C677T a A1298C se v cis konfiguraci téméf nevyskytuji,
ackoliv u nékterych Zen byly sekvenaci odhaleny. Jejich procentudlni zastoupeni se
pohybovalo od 0-1,6 %, pficemz tato nejvyssi hodnota zahrnovala kombinovany genotyp
TT/AC 2 zen ze souboru Ccitajictho 124 zen. 1 tak tyto vysledky indikuji nizsi vyskyt cis
konfiguraci, nez by se dalo v tak velké vyzkumné skupiné predpokladat.

Ackoliv se miize zdat, Ze tato prace nevnasi nové poznatky do asociace polymorfismi
MTHFR s neplodnosti ¢i RPL, a to pfedevS§im vzhledem k malému poctu vysetienych ze
studijni skupiny a struktufe uzité kontrolni skupiny, vysledky ptesto ukazuji na mozné rozdily
ve skupiné€ neplodnych a plodnych jedinct. Pouzité rozlozeni vyskytu polymorfismid MTHFR
jedincti vySetfenych v genetické laboratofi miize odrazet jejich mozné rozloZeni napfic celou

¢eskou populaci. Jeji podrobné&jsi a rozsahlejsi studie by vSak byla urcité ptinosna.
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7 ZAVER

Literarni ptehled shrnuje dosavadni poznatky o uloze enzymu MTHFR a jeho polymorfismech
v metabolismu homocysteinu a folatti, coz je kliCové pro pochopeni mozné souvislosti se
sterilitou a problematikou opakovanych spontannich potrati.

V experimentalni ¢asti prace bylo vyzkouSeno nékolik moznych metod pro detekci
polymorfismti C677T a A1298C v genu MTHFR. Cetnosti genotypti vyskytujicich se ve
studijni skupin¢ pari a kontrolni skupiné reprezentujici Ceskou populaci byly vzajemné
porovnany. Ackoliv nebyly ziskané rozdily statisticky signifikantni, budouci vyzkum, ktery
by splioval strukturni nélezitosti jako velikost studijnich skupin a vybér odpovidajici
kontrolni skupiny, by mohl vnést do této problematiky nové poznatky.

Zjisténé rozlozeni vyskytu polymorfismtt MTHFR u jedinct vySetfenych v genetické
laboratofi mlze odrazet jejich mozné rozloZeni napti¢ celou ¢eskou populaci, a to nasledovné:
677CC u 44 % jedinct, genotyp 677CT u 47 % jedincti a 677TT u 10 % jedinct; 1298AA u
40 % jedinci, 1298AC u 54 % jedincti a 1298CC u 7 % jedincti. Kombinované genotypy pro
oba zminéné polymorfismy byly zastoupeny takto: CC/AA u 6 % jedinct, CC/AC u 32 %
jedinct, genotyp CC/CC u 7 % jedinct, CT/AA u 14,91 % jedincli, kombinovany
heterozygotni genotyp CT/AC u 21,05 % jedinct a genotyp TT/AA u 9,65 % jedinci. Ani

v jedné skuping¢ nebyly nalezeny zadné genotypy s cis konstituci.
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Priloha 2: Informovany souhlas ucastniki studie — 1. strana

Cienlabs s.r.. P g
TPoliklinika Medipont ~JGENLABS
Marice Skolské 1786:17

370 01 Ceské Budgjovice

Souhlas s tfasti na védeckém projektu t¥kajiciho se viskytu polymorfismi
v MTHFRE genu a jejich moZna asociace s problematikou opakovanych
spontinnich potratii a muzskou infertiliton v Ceské pepulaci

Projeki je saméren nn wybefeni geno MTHER u jeho mozné piicinne souvislosi s nephsdnesii v ol populuet,
Recennl vadeckd literatura popisuje prikazaon soavizlost genetickéhn polymoetizmu v MTITR zeno se
pvvdenvm rizikem muske mfertility a taks so zvvdenym vvskvtom opaknjlcich =2 sponrannich potard.

Swdies budde mail spide vEdeck# pfinoys, Vyskyt vwhramsch polymorfismi u neplodoych pard & infortilnich o v
Ceske papulaci v souvislosti 3 prablematiloou neplodnosti nebv| dosud publikovdn. Pra neplodnd pary bude
enamenat yyietioni téchto polymorfismi urdity posun pro Llepdl pochopend nebo wiTicend této modné pritinmy
Jeiich problémo. Fiekand data budow v aromymni podohé statisticky spracoving pro publikact v adbomém
dasopise,

Rodng Eishe, ... ..., RN . .. .. .. ... ......¢:;cosos nes i oesenansomsaninstonsonornsnneesinio.

omaien s, |

A. Udel genetickéha laboratornibo vySetfeni
Zjifténi polymorfismi v MTHFR genn: MTIHFR C677T a MTIHTR A 1298,

Allernativy nuyvrhovanéha genetického vyictfeni {jejich vhodnost, pfinoes a vizika):
Sekvenave wonu MIHER,

B. PROHLASENT VYSETROVANE OSOBY

B. 1. Za vyEe uveden¥m ndelem souhlagim s posky inuiim bukilniho siéro, kter si provedo sdm pomaoci
poskytnueé odbérove soupravy dle pfilofeného ndvodu a s provedenim nize ovedeného molekulirné
genetického vydelfenit

Vyketieni polymorfismi v MTHER genu: MTHER C677T a MTHFR A1298C metodou RFLP PCR ncha
PCR ARMS,

B. 2. Souhlas vy3etFované osoby s Geasti na projelkiu:
Forvezuji, #2 mi byla posk yinute Fdne vysvéleni k lomulo genetickému laboratominu vyictfent 4 2e jsem
paskytnuté informact porozomalia.

B. 3. Rizhodlia jsem, e se veorkem butde po ukondeni testovani nalokeno takio:
Soulilas se skladovinim

0 Poknd to bude modné a’nebo afelné, bude mdj veorck skladovim pro dal$ vwiotenl provedena k mému
prospéchu s prospéchn mch pEibuzngeh. Pred senetickvm vyietfenim, kleré by se provdad&lo za jinvmi adely
ned uvedens v fasti A, budu Bidné poudenia & tofo viserteni bude vEdy provedeno aZ s novim infirmdavan ym
sonflasam. Vzorek bude akladovin u poskatovalele sdravalnich shuzeb uvedendho v gihlavi nebo v labaratof|
spalupracujiciho poskovtovatelz ato nejvide po dobu 5 ler.

#  Jestlize bude veorek miho biologického materialn dale skladovan, souhlasim/mesouliasim 5 jeho
vrnFirlm lee konwole kvality NA diagnastiky {vzorck je zecls anonymné pougin jako kenteola pro
vydcttond jlncho pacienta).

Boullasim/mesouhlysim® ¢ tim, Ze moba byt zmevn koneaktovania, na uvedeng adrese, 2 déclam
souhlasn £ vyuiition méhe skladovundho hiologického marerialy v konkrétnim vifzkomném projekin.
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Informovany souhlas icastnikii studie — 2. strana

Nesauhlas se shladavdnim

O Mij veorek bude po provedeni genctickshe laboratornihy wwdetfeni likvidovan s U risikem, %e nebude Ji2
moiné v budoucnosti visledck videtond v pripad potfehy s ovEFila Ze zlikvidovan! vzorku midEe vést ke
rhordend destupnosti diagnastiky o codinnyeh prismsniki Dale jsem si vidomvédoma, 2o pro dalsi goneticke
testavddnf hude nulrd novy odber mararidl.

B. 4. Ddle si pFeji nasledujivi:

=  Abwehs vysledky genctickeha Inboratomiha \'}-."W:Lﬁ-:nil_: hy'[f.ﬂ.‘} S ebvifa) sezndmen(a)™

- ;_.Souhlalf_i_r_ui.-'- nesduhlasim® & vyeiitim visledkd zenetickéhe laboratorutho vydctioni a mlevanmich
itformaci o mém zdravotnim stavu, k videokym a vvukovym deelium za podminky, e tyro daje budou
prezemtoviny npublikinadny pouze ¥ anonym tormé,

Souhlasim s Gfasti na projeltu tykajiciho se veskytn polymorfismi v MTHFR genn a Jt]k‘ll moEné
asociace s prolematikon opakovaneh spontinnich potratd a meEskou infertilitou v Ceské populaci.
Na zdklad® tohoto pouden] prohlainjl, fo souhlasim s odbitrem pFsluiného vzorke z mého t¥a a s

provedenim vide popsancho genctického laboratornihe vydetfeni s podminkami nvedeny mi vyse.
Isam si vadom . ze svilf seuhlas mohu kidykadiv pisemng advalat.

Podpis vySetfrvand asohy m

Fodpis: _

,

* wvbranou variantu oznacte
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Piiloha 3: Vstupni dotaznik

geneticka laborator GENLABS: PILOTNI STUDIE

Dobry den,

nase akreditovana geneticka laboratof pravé provadi pilotni studii zaloZzenou na genetickém
vy$etfeni genu pro methylentatrahydrofolat reduktazu (MTHFR) a shani dobrovolniky - PARY, které
nemohou dlouhodobé otéhotnét ¢i u nich doslo k opakovanym spontannim potratim (2 a vicell!).
ZDARMA vySetfime obé&ma z paru (muz i Zena) moznou mutaci v genu pro MTHFR.

Co pro to musite udélat? Staéi pouze vyplnit nas online dotaznik, na jehoz zakladé prob&hne vybér
vhodnych part. Vysetfeni bude ANONYMNI (prace respektuje védecke etické standardy) a
informace o Vasi osob& nebudou NIKDE a NIKDY zvefejnény!!!

VySetreni bude provedeno na zakladé bukéalniho stéru s pfiloZenym informovanym souhlasem, ktery
Vam za$leme postou - NEMUSITE SE TEDY OSOBNE DOSTAVIT! Oviem vzhledem k negativnim
zkuSenostem s pfedchozimi respondenty, ktefi se nasi studie méli U€astnit a byly jim proto zaslany
odb&rové soupravy, které se nam jiz nevratily, o U¢ast Zadame pouze OPRAVDOVE ZAJEMCE,
KTERI NAM SVE VZORKY PO ZASLANI SOUPRAV ZASLOU ZPET!!! Dékujeme za pochapeni.

Na zakladé vyhodnoceni dotazniku vybereme vhodné osoby nejprve k vyplnéni cilenéjsiho
dotazniku, ktery poslouzi jako odrazovy mustek k naslednému testovani. V pfipadg, Ze si vybereme
pravé Vas a Vaseho partnera, se Vam ozveme na Vami uvedenou emailovou adresu.

KAPACITA JE OMEZENAI UzavFeni dotaznikil a nasledny vybér prob&hne 10.09.2017.

Pro pfikro€eni k dotazniku zmacknéte tlatitko "NEXT".

za genetickou laboratof Genlabs, www.genlabs.cz .
Bc. Markéta Straska, studentka Prirodovédecké fakulty Jiho¢eska univerzity v Ceskych Budéjovicich
marketa.straska@gmail.com

"Required

1. Email address *

éGENLABS

POKYNY K VYPLNENi DOTAZNIKU

Dotaznik je sloZen z nékolik sekci. Tyto jednotlivé sekce jsou primarné rozdéleny na 2 ¢asti - v 1. ¢asti
naleznete hlavni otazku, ktera na zakladé Vasi odpovédi uréi, zdali budete pokragovat vyplfiovanim
podotazek k danému tématu (tedy zdali postoupite do 2. ¢asti této sekce), anebo zaénete-li vyplfiovat
hlavni otdzku ze sekce dalsi.

Ke svym odpovédim se mlzete v prib&hu vypliiovani vracet a upravovat je za pomoci tlagitka
"BACK", zatimco tlagitko "NEXT" slouzi k postupu do dalich sekci/€asti tohoto dotazniku. Ukazatel,
ktery naleznete v pravém dolnim rohu, Vas informuje o vypInénosti dotazniku.

Otazky oznacené symbolem * jsou povinné a ke zdarnému vyplnéni dotazniku je nutné na v&echny
takto oznaéené otadzky odpovédét!

Pfedem mnohokrat d&kujeme za vyplnéni naseho dotazniku a moZnou Uéast v nasi studii.

PORADI

SEKCE

VYZKUMNA OTAZKA

— -

- O ©W 0O NOWL A OWN-

Obecné informace o respondentech (datum narozeni, e-mail)
Jak dlouho se snazite otéhotnét?

Je u Vas pfitomna ovulace?

Podstoupila jste nékdy umélé ukon&eni t&€hotenstvi?

Prodélala jste nékdy spontanni potrat po pfirozeném poceti (PP)?
Prodélala jste nékdy potrat po IVF?

Prodélala jste potrat po I1éEbé neplodnosti?

Jaké metody jste podstoupila?

UZivala jste nékdy hormonalni antikoncepci (HAK)?

Méate déti poCaté pfirozenou cestou (i z IVF) se stejnym/jinym partnerem?
UZivate v sou€asnosti kyselinu listovou?
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Priloha 4: Cileny dotaznik

Indika¢ni skupina:

Datum:

Jméno partnerky:

Datum narozeni:

Jméno partnera:

Datum narozeni:

Jak dlouho se snazite otéhotnét?

Prodélala jste
nékdy umélé
ukonceni

téhotenstvi?

ANO/NE

Datum (mésic/rok):
1.

2.
3.
4.

5.

Stafi gravidity
v tyd.:

1.

2.

3.

4.

5.

Dlvod/komplikace:
1.

2.
3.
4.

5.

Prodélala jste
nékdy spontanni
potrat, po
pfirozeném poceti
(PP), pokud ano,
kolikrat a kdy?

ANO/NE
Pocet:

Datum (mésic/rok):
1.

2.

3.

Stari gravidity
v tyd.:
1.

2.

3.

Duvod/komplikace:
1.

2.

3.

Prodélala jste
nékdy spontanni
potrat po IVF,
pokud ano kolikrat
a kdy?

ANO/NE

Pocet:

Datum (mésic/rok):
1.

2.

3.

Stafi gravidity
v tyd.:

1.

2.

3.

4.

5.

6.

Dlvod/komplikace:
1.

2.

3.

Prodélala jste

Datum (mésic/rok):

Pocet embryi/stafi embryi:

1. 1.
nékdy neuspésny ) 5
embryotransfer? '
3. 3
4. 4.
ANO/NE
5. 5
Pocet:
Prodélala jste potrat | Datum: Druh lécby: Stari gravidity v dobé
Cxpx potratu: v tydnech:
po lecbé 1 1 1
neplodnosti?
2. 2. 2.

ANO/NE
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3. 3. 3.
4. 4. 4.
5. 5. 5.
UZivala jste nékdy
hormonalni Datum, od kdy byla
9 . ) ANO/NE Datum vysazeni HAK:
antikoncepci uzivana HAK:
(HAK)?
Mate déti pocaté
pfirozenou cestou (i Pocet poceti pfirozenou
z IVF) s jinym cestou:
10 Pocet déti: Stafi déti:
partnerem, uvedte
jejich stari a zplsob Pocet poceti pomoci IVF:
poceti?
UzZivéate .
) Zena ANO/NE Muz ANO/NE
11 | v soucasnosti Pozn.:
o Od kdy: Od kdy:
kyselinu listovou?
Mate vySetien . Metoda:
Zena ANO/NE Muz ANO/NE ]
12 | karyotyp, pokud G-banding
o Karyotyp: Karyotyp: o
ano uvedte jej? Jiné:
Lécite se na IUl: ANO/NE
?
neplodnost? IVF/ICSI: ANO/NE
13 Od kdy? Diivod neplodnosti:
ANO/NE Jiné:
. IVF/ICSI Jiné:
1. Datum (mésic/rok): o 1. Datum (mésic/rok):
1. Datum (mésic/rok):
ZpUsob lécby:
. . ZpUsob lécby:
Zpusob lécby:
Vysledek gravidita:
Vysledek gravidita:
Dosud prodélana ANO/NE Vysledek gravidita: y g
14 ANO/NE
|é¢ba neplodnosti: ANO/NE

2. Datum (mésic/rok):

Zpusob lécby:

Vysledek gravidita:
ANO/NE

2. Datum (mésic/rok):

Zpusob lécby:

2. Datum (mésic/rok):

Zpusob lécby:

Vysledek gravidita:
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3. Datum (mésic/rok):

ZpUsob lécby:

Vysledek gravidita:
ANO/NE

4. Datum (mésic/rok):

Zpusob lécby:

Vysledek gravidita:
ANO/NE

5. Datum (mésic/rok):

Zpusob lécby:

Vysledek gravidita:
ANO/NE

Vysledek gravidita:
ANO/NE

3. Datum (mésic/rok):

Zpusob lécby:

Vysledek gravidita:
ANO/NE

4. Datum (mésic/rok):

Zpusob lécby:

Vysledek gravidita:
ANO/NE

5. Datum (mésic/rok):

Zpusob lécby:

Vysledek gravidita:
ANO/NE

ANO/NE

3. Datum (mésic/rok):

Zpusob lécby:

Vysledek gravidita:
ANO/NE

4. Datum (mésic/rok):

Zpusob lécby:

Vysledek gravidita:
ANO/NE

5. Datum (mésic/rok):

Zpusob lécby:

Vysledek gravidita:
ANO/NE
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Priloha 5: Ilustracni letak k osloveni potencialnich ucastniki studie — I. etapa.

HLEDAME PARY,

KTERYM SE DLOUHODOBE NEDARI OTEHOTNET
CI U NICH DOSLO KE 2 A VICE OPAKOVANYM
SPONTANNIM POTRATUM,

K TESTOVANI NA PRITOMNOST MOZNE MUTACE V GENU PRO MTHFR.
K ZARAZENI DO STUDIE STACI VYPLNIT PRILOZENY ONLINE DOTAZNIK.

ViCE INFORMACI NALEZNETE V POPISU.
DEKUJL

GENLABS

GENLABS
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Priloha 7: Podrobny prehled naméienych koncentraci (ng/ul) vzorku studijni skupiny pari.

OZNACENI KONCENTRACE OzZNACENI KONCENTRACE OZNACENI KONCENTRACE

VZORKU (ng/ul) VZORKU (ng/ul) VZORKU DNA (ng/ul)
MTHFR 3 14,10 MTHFR 15 4,37 MTHFR 27 57,50
MTHFR 4 4,16 MTHFR 16 33,70 MTHFR 28 43,20
MTHFR 5 16,60 MTHFR 17 27,40 MTHFR 29 5,34
MTHFR 6 48,00 MTHFR 18 32,50 MTHFR 30 33,90
MTHFR 7 116,00 MTHFR 19 83,40 MTHFR 31 101,00
MTHFR 8 83,20 MTHFR 20 46,70 MTHFR 32 299,00
MTHFR 9 39,30 MTHFR 21 26,60 MTHFR 33 8,37

MTHFR 10 28,80 MTHFR 22 13,10 MTHFR 34 168,00

MTHFR 11 40,40 MTHFR 23 26,00 MTHFR 35 161,00

MTHFR 12 48,00 MTHFR 24 115,00 MTHFR 36 143,00

MTHFR 13 42,40 MTHFR 25 113,00 MTHFR 37 274,00

MTHFR 14 7,36 MTHFR 26 59,60 MTHFR 38 93,80
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Ptiloha 8: Souhrnné informace o ucastnicich ziskanych vyhodnocenim Cilovych dotazniki (pary
1-9)

PAR 1 2 3 4 5 6 7 8 9
VEK F 34 30 33 34 36 38 40 38 31
(roky) M 43 38 38 43 34 36 32 37 29
SNAHA (roky) 1 1,5 3 2 4 1,5 4 3 0,5
pocet 2
mm/rr 05/13
INTERRUPCE x x X X x X X x 10/16
stari (tt) 10
pocet 2 2 2 1
datum | 07/15 07/15 11/14
SPPP 0116 11115 x X X ogns 1016 X
stari (tt) x 8/9 7
F X x X 46XX X X 46XX
KARYOTYP M X b3 X X 46XY X X 46XY
LN od kdy X X 12/16 12/12 x/13 10/16 12/16 X
pocet 2 1 1
IVF mm/rr X x X 12/12 11/15 05/16 X X
117
pocet 3 1 5 5 2
mm/rr 12/16 x/14  10/14"
x/14 10/16 02/17
1UI X X 01/17 12/12 x/14 11/16 < X
x/15 12/16
04/17
02/17 117 01/17 2/17
pocet 1
ET mm/rr ) ) 8 . X x 10/15 X X
pocet 4
mm/rr 01/13
KET X X X 04/13 X X X X X
09/131
01/17
DUVOD LN x x IS IS/SS IS IS/SS X IS/SS x
IVF 2
mm/rr x x N N x N 12/15 " "
07/16
SPLN  stafi (tt) 9,10
1UI
mm/rr X X X X X X X X X
stari (tt)
HAK od 98 N 08 N 02/08 09 96 00 03
do 10 13 09/12 1" 06 10 12
Bo F | ano ano ano ano ano ano ano ano ano
M X X X X X X X X X
DETI S JINYM PP x x x x x x x x x
PARTNEREM AR x x x x x x x x x
SE STEJNYM PP 1 x x x x x x 1 x
PARNEREM AR x x X 1 x 1 X x x

! vysledkem tisp&sna gravidita, F — Zena; M — muz; mm/rr — mésic a rok; UUT — umé&lé ukonéeni téhotenstvi;
tt — stari v t€hotenskych tydnech; SPPP — spontanni potrat po pfirozeném poceti; IVF — in vitro fertilizace; [UI —
intrauterinni inseminace; ICSI — intracytoplasmatickda injekce spermii; ET — embryotransfer; KET -
kryoembryotransfer; LN — 1é¢ba neplodnosti; SPLN — spontanni potrat po 1é¢bé neplodnosti; HAK — hormonalni
antikoncepce; Bo — kyselina listova; PP — pfirozené poceti; AR — asistovana reprodukce, END — endometridza;
NV — nepriachodné vajecniky; IS — idiopaticka sterilita; SS — sekundérni sterilita; ZT — zamlklé téhotenstvi
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Priloha 9: Souhrnné informace o uc¢astnicich ziskanych vyhodnocenim Cilovych dotazniki (pary
10-18)

PAR 10 11 12 13 14 15 16 17 18
VEK F 34 47 28 27 27 39 37 23 38
(roky) M 36 47 34 29 29 36 39 24 39
SNAHA roky 1,5 5 2 0 3! 6 7 4 12
podet 2 13 14 15 3
09/05 08/06
INTERRUPCE datum x x 09/12 x/05 02/14 x X 03/08
02/10 11/08
stari 7 12 8 19 8,7,20
pocet 2 2 1 3 1
08/15
SPPP  mmirr x 11750 x 9 o305 g1 x  07/09
08/13 02/14 05/17
stari 23 13 8 8 6 10,8,6 8
F x x 46XX x x ? X x
KARYOTYP M x X 46XY X X ? X x
LN od kdy x 04/15 09/16 X x/13 X 02/17 X x
pocet 1 1 3
IVF X X 03/136 X X X X
mm/rr 12/15  09/16 09/13
03/14
pocet 1
IUI X X X X X X X X
mm/rr 04/15
ET pocet x 1 1 x x x 1 x x
mm/rr 1215 9/16 03/17
pocet 2 2 1
x x 11/16 » 05/13 x N N
KET mm/rr 12/16 07/13 08/17
°) X X END, X X X X X X
DUVOD LN NV
IVF 2
x x x x x[12 x x x x
mm/rr 04/13
SPLN stari 6 6
1UI
mm/rr X X X X X X X X X
stari
HAK od 99 92 06 07 05 08 96 96 09 x
do 11 00 10 12 06 09 10 10 13 x
B F x ano ano x ano ano x x ano
9 M X X X X X X X X X
DETI S JINYM PP x x x x 1 x x x 1
PARTNEREM AR 1 x x X X x x x x
SE STEJNYM PP x x x x X x x x x
PARNEREM AR x x x x x x x x x

' — 5 let s exmanzelem a 3 roky s nyn&j$im pfitelem; 2 — v tuto chvili; 3 - mola hydatinosa; * — osobni diivody;
5 — geneticka vada plodu; ¢ — biochemicka gravidita; F — Zena; M — muz; mm/rr — mésic a rok; UUT — umélé
ukonceni t€hotenstvi; tt — stafi v téhotenskych tydnech; SPPP — spontanni potrat po pfirozeném poceti; IVF — in
vitro fertilizace; Ul — intrauterinni inseminace; ICSI — intracytoplasmaticka injekce spermii; ET —
embryotransfer; KET — kryoembryotransfer; LN — 1écba neplodnosti; SPLN — spontanni potrat po 1é¢be
neplodnosti, HAK — hormonalni antikoncepce; By — kyselina listova; PP — pfirozené poceti; AR — asistovana
reprodukce; END — endometriéza; NV — neprichodné vajecniky
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Priloha 10: Absolutni a relativni zastoupeni detekovanych genotypu polymorfismu C677T u Zen
a muZzu ze studijni skupiny

GENOTYP C677T 677CC 677CT 677TT
F M F M F M
CELKOVY POCET 7 6 8 12 3 0
PRgﬁg‘gl‘jéEm 38,89% 3333% 44,44% 66,67% 16,67 % 0%

pozn..: ,F'znaci zZeny, ,M “ muze

Ptiloha 11:Absolutni a relativni zastoupeni detekovanych genotypu polymorfismu A1298C u Zen
a muZzu ze studijni skupiny

GENOTYP A1298C 1298AA 1298AC 1298CC
F M F M F M
CELKOVY POCET 7 7 11 8 0 3
PROCENTUSLN 3880%  3889%  61,11% 4444 % 0% 16,67 %

pozn.. ,F'znaci Zeny, ,M * muze

Piiloha 12: Absolutni a relativni zastoupeni kombinovanych genotypu polymorfismi C677T a
A1298C u Zen a muzi ze studijni skupiny

KOMBINOVANY

INOVANY CCIAA ccIAC ccice
F M F M F M
CELKOVY POCET 1 1 6 2 0 3
PRggg‘ggf;'ém 556%  556%  3333%  11,11% 0% 16,67 %
KOMBINOVANY CTIAA CTIAC cTice
F M F M F M
CELKOVY POCET 3 6 5 6 0 0
PRgXE}‘ggﬁEm 16,67%  33,33%  27,78% 33,33 % 0% 0%
KOMBINOVANY TT/AA TT/AC TTICC
F M F M F M
CELKOVY POCET 3 0 0 0 0 0
PR‘Z’gg‘ggﬁém 16,67 % 0% 0% 0% 0% 0%

pozn..: ,F'znaci Zeny, ,M " muze
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Priloha 13: Detailné zpracované vysledné kombinace genotypi polymorfismi v genu MTHFR u
Zen a muzi ze studijni skupiny

— VYSLEDNY — —_ VYSLEDNY —
Z KOMBINOVANY o X 2 KOMBINOVANY o X
. x 3 GENOTYP X 3 . 3 GENOTYP X 5
LIC E I N 2 LIC E T N
o - (@) -
o C677T/A1298C o E o C677T/A1298C o E
MTHFR 03 F CC/AC MTHFR 21 F CT/IAA
1 52 10 17
MTHFR 04 M CT/IAC MTHFR 22 M CC/AA
MTHFR 05 F TT/AA MTHFR 23 F CT/AC
2 63,5 1 60,5
MTHFR 06 M CT/AC MTHFR 24 M Ccc/cC
MTHFR 07 F CT/CC MTHFR 25 F CC/AC
3 43 12 25,5
MTHFR 08 M CT/AC MTHFR 26 M CT/AA
MTHFR 09 F CT/IAC MTHFR 27 F CC/AC
4 34,5 13 255
MTHFR 10 M CC/AC MTHFR 28 M CT/AA
MTHFR 11 F TT/AA MTHFR 29 F CT/AC
5 63,5 14 34,5
MTHFR 12 M CT/IAC MTHFR 30 M CC/AC
MTHFR 13 F CT/IAC MTHFR 31 F TT/AA
6 43 15 54,5
MTHFR 14 M CT/AA MTHFR 32 M CT/IAA
MTHFR 15 F CC/AC MTHFR 33 F CT/AC
7 17 16 52
MTHFR 16 M Ccc/cC MTHFR 34 M CT/AC
MTHFR 17 F CC/AC MTHFR 35 F CC/AC
8 34,5 17 43
MTHFR 18 M CT/IAC MTHFR 36 M Ccc/cC
MTHFR 19 F CC/AA MTHFR 37 F CT/AA
9 17 18 34
MTHFR 20 M CT/AA MTHFR 38 M CT/AA

pozn.: ,LIC* znaci laboratorni identifikacni cislo, ,F* znaci Zenu a ,M* muze

Piiloha 14: Absolutni a relativni zastoupeni genotypui polymorfismu C677T u Zen a muZi z
kontrolni skupiny zastupca ¢eské populace

GENOTYP 677CC 677CT 677TT
F M F M F M
CELKOVY POCET 36 14 32 21 9 2
PROCENTUALNI

ZASTOUPENi  46:75 % 37,84 % 41,56 % 56,76 % 11,69 % 5,41 %

pozn.: ,F*znaci zeny, ,M* muze
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Priloha 15: Absolutni a relativni zastoupeni genotypt polymorfismu A1298C u Zen a muZzi z
kontrolni skupiny zastupci ¢eské populace

GENOTYP 1298AA 1298AC 1298CC
F M F M F M
CELKOVY POCET 34 11 38 23 5 3
PROCENTUALNI

ZASTOUPEN] 4416 % 29,73 % 49,35 % 62,16 % 6,49 % 8,11 %

pozn..: ,F'znaci zZeny, ,M “ muze

Piiloha 16: Absolutni a relativni zastoupeni genotypl polymorfismi C677T a A1298C
v kontrolni skupiné zastupci ¢eské populace (celkovy soubor)

677CC 677CT 677TT 1298AA 1298AC  1298CC

CELKOVY POCET 50 53 11 45 61 8

PROCENTUALNi  4386% 46,49% 9,65% 3947% 5351% 7,02%
ZASTOUPENI

Priloha 17: Absolutni a relativni zastoupeni kombinovanych genotypi polymorfisma C677T a
A1298C v kontrolni skupiné zastupci ¢eské populace (celkovy soubor)

KOMBG'E%?% CCIAA CCIAC ccicc
CELKOVY POCET 7 37 8
PR?&S#SSQE:: 6,14 % 32,46 % 7,02 %
KOMB&E%?% CT/IAA CT/AC cTicC
CELKOVY POCET 27 24 0
PROCENTUALNI 23,68 % 21,05 % 0%
KOMBINOVANY TT/AA TTIAC TTICC
CELKOVY POCET 11 0 0
PR?XE?SSQE:: 9,65 % 0% 0%
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