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Sekvenovani genu ALAS?2
Abstrakt

Ve své bakalaiské praci jsem se zabyvala detekci mutaci v genu ALAS2. Vysledkem
defektu recesivniho genu vazaného na X je dédi¢na sideroblastickd anémie. Tento gen
vytvaii enzym, ktery je nezbytny pro produkci hemu. Dal§im onemocnénim spojovanym
s vyskytem mutaci vtomto genu je erytropoeticka protoporfyrie, kterd je
charakterizovana abnormalné vysokou hladinou porfyrint a jejich prekurzoru v dasledku
nedostatku specifickych enzymut nezbytnych pro syntézu hemu (National Organization
for Rare Disorders, 2021).

V teoretické Casti jsem se zabyvala seznamenim se s genetickymi pojmy a samotnym
oborem genetika. Prace zacina od samotné bunky, po chromozomy, pies mutace. Déle
jsem se zabyvala pifimo genem ALAS2. V nésledujicich kapitolach jsem se zaméfila na
hem, nebot gen ALAS2 koéduje enzym, ktery je zodpovédny za produkci hemu.
V neposledni fadé¢ jsem popsala onemocnéni erytropoetickou protoporfyrii a
sideroblastickou anémii, ktera vznikaji pravé kvili mutacim v tomto genu.

V praktické ¢asti jsem se vénovala vySetieni genu ALAS2 exonu 11. Vysetiovala
jsem 25 zanonymizovanych vzorku, ze kterych jsem izolovala DNA. Pozadovany usek
genu jsem poté metodou PCR naamplifikovala. Vzorky jsem pfipravila na metodu
sekvenovani, kterd probéhla u firmy GenSeq s.r.0.

V posledni ¢asti mé bakaléaiské prace jsem se zabyvala jednak hodnocenim sekvenci
a zpracovanim vysledkt, ale také vyhodnocenim sekvenci od déti z Karvinska a
Ceskobudgjovicka, které jsem obdrzela. Z celého vysetiovaného souboru a souboru na
zhodnoceni nebyly nalezeny zadné mutace. Pro hodnoceni z vétsiho souboru dat byly

ptidany vysledky nalezenych mutaci z vyzkumu.

Kli¢ova slova
ALAS2, Erytropoeticka protoporfyrie, Sideroblastickd anémie, hem, izolace, PCR,

Sangerovo sekvenovani



ALAS2 gene sequencing
Abstract

In my bachelor thesis I dealt with the detection of mutations in the ALAS2 gene. A
defect in the X-linked recessive gene results in hereditary sideroblastic anemia. This gene
produces an enzyme that is necessary for the production of heme. Another disease
associated with mutations in this gene is erythropoietic protoporphyria, which is
characterized by abnormally high levels of porphyrins and their precursors due to a lack
of specific enzymes necessary for heme synthesis (National Organization for Rare
Disorders, 2021).

In the theoretical part, | dealt with the introduction to genetic concepts and the field
of genetics itself. The work begins from the cell itself, to the chromosomes, through
mutations. | also dealt directly with the ALAS2 gene. In the following chapters, | focused
on heme, because the ALAS2 gene encodes an enzyme that is responsible for heme
production. Last but not least, | have described the disease erythropoietic protoporphyria
and sideroblastic anemia, which arise precisely due to mutations in this gene.

In the practical part, | examined the ALAS2 gene of exon 11. | examined 25
anonymized samples, from which I isolated DNA. | then amplified the desired section of
the gene by PCR. I prepared the samples for the sequencing method, which took place at
GenSeq s.r.o.

In the last part of my bachelor's thesis, | dealt with the evaluation of sequences and
processing of results, but also with the evaluation of sequences from children from
Karvina and Ceské Budé&jovice, which I received. No mutations were found from the
whole examined group and the group to be evaluated. For evaluation from a larger data

set, the results of the mutations found in the research were added.

Key words
ALAS2, Erythropoietic protoporphyria, Sideroblastic anemia, heme, isolation, PCR,

Sanger sequencing
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Uvod

Poruchy ¢i nemoci, které jsou spojené s chromozomem X jsou vysledkem
mutovanych genti na X chromozomu. MuZi maji pouze jeden chromozom X. Zeny maji
dva chromozomy X. V piipadé X-vazané dominantni dédi¢nosti, mohou byt zasazeny jak
muzi, tak i Zeny. Stacilo by, aby doslo k poruse na jedné ze dvou kopii genu. U X-vézané
recesivni mutace jsou postizeni &ast&ji jen muzi. Zeny jsou v tomto piipadé nositelky
defektu, ktery byva kompenzovan druhym chromozomem. Aby u Zen také doslo
k projevu poruchy, musely by byt zasazeny obé kopie genu (Trend, 2005).

Nejméné dvé mutace genu ALAS2 byly nalezeny u lidi s formou porfyrie, jenzZ je
ozna¢ovana jako X-vazana dominantni erytropoeticka protoporfyrie. Kazda z téchto
mutaci blizko konce genu ALAS2 odstrani malé mnozstvi genetického materialu. Tyto
ALA v ¢ervenych krvinkach. Jiné enzymy tento prebytek ALA pievadi na slouceniny
zvané porfyriny. V genu ALAS2 bylo déle identifikovano nejméné 50 mutaci, které
zpusobuji X-vazanou sideroblastickou anémii. Témét vSechny tyto mutace méni
v erytroidni ALA-syntaze jednotlivé stavebni kameny proteinu. Kvuli témto zménam
dochézi ke zhorseni aktivity enzymu. To zptisobuje naruseni normalni produkci hemu pti
vyvoji ¢ervenych krvinek (U. S. National Library of Medicine, 2020).

V teoretické Casti jsem se zabyvala obecnymi poznatky z oboru genetiky, na které
navazal samotny gen ALAS2, ktery je Uzce spjat s molekulou zvanou hem. Mutace
Vvtomto genu zapii¢inuji poruchy v syntéze hemu, které mohou vést K riznym
onemocnénim. Nasledné jsem se zabyvala erytropoetickou protoporfyrii a
sideroblastickou anémii, které pravé vznikaji v disledcich téchto poruch.

Cilem teoretické ¢asti mé bakalatské prace bylo seznameni s problematikou daného
tématu a vypracovat odbornou reSerSi. V praktické c¢asti bylo cilem osvojit si
molekuldrné biologické metody, kterymi byly izolace, PCR, elektroforéza a ptiprava
vzorkli na metodu Sangerova sekvenovani a nasledné zjisténa data analyzovat a
vyhodnotit.

Pro tuto praci mi byly poskytnuty dale vyhotovené sekvence od déti z Karvinska a

Ceskobudgjovicka, které jsem méla za tikol také zanalyzovat a vyhodnotit.



1 Uvod genetika

Nez ptejdu k samotnému vysvétleni a bliz§imu sezndmeni s oborem genetika,
pojmem geny a obdobné, nejprve bych zacala svou praci od Gplného zacatku tohoto

badani, a to od samotné burky.
1.1  Historie

Objev buriky je spojen s objevem mikroskopu, ktery vynalezl a sdm slozil Antony
van Leeuwenhoek v roce 1671. Mikroskop byl ve své podstaté jen malou ¢ockou, ktera
m¢éla malou ohniskovou vzdalenost a také zvétSovala asi jen 270x. AvSak i piesto s timto
jednoduchym pfistrojem pozoroval napi. bakterie, prvoky, Cervené krvinky a dalsi
mikroskopické objevy (Kocarek, 2008).

O nékolik let dfive, nez publikoval své prvni vysledky ze svych pozorovani, objevil
pojem burika v odborné literatute, ktery pouzil v roce 1665 anglicky badatel Robert
Hooke. Robert Hooke tehdy zkoumal pod mikroskopem korek, u kterého si povsiml, ze
je tvofeny drobnymi komurkami, které oznacil pojmem buiiky. Hooke ani nikdo jiny
z tehdejsich badatel neuvazoval, Ze by komurky mohly mit néco spole¢ného s krvinkami,
spermiemi, nebo jinymi bunéénymi Gtvary (Kocarek, 2008).

Bunééna teorie byva spojovana se jménem Jana Evangelisty Purkyné, ktery v roce
1837 poprve vyslovil myslenku, ktera se tykala podobnosti Ve stavbé zivoéicht a rostlin.
Vidél mezi nimi uréité rozdily. Z tohoto diivodu za opravdové zakladatele bunééné teorie
jsou povazovani botanik Mathias Jacob Schleiden a zoolog Theodor Schwann, kteti
zdtvodnili ve své knize podobnost ve struktuie a ristu Zivoéichti a rostlin, a tim
zduvodnili jakousi predstavu o podobnosti rostlinného a zivo¢isného téla (Parker, 2017).

Zadny z té&chto uvedenych badateltl viak neobjasnil vyznam a funkci bun&ného
jadra (Kocarek, 2008).

Pribéh bunééného déleni byl popsan némeckym prikopnikem cytologie Waltherem
Flemmingem, ktery pod mikroskopem analyzoval struktury a procesy v bunééném jadre.
Byl prvnim ¢lovekem, ktery provedl systematické studium chromozom béhem déleni a
nazval tento proces mit6zou (Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel, 2019).

Tento objev objasnil spolu s Eduardem Adolfem Strasburgerem, ktery
objasnil bunééné déleni a roli jadra a chromozomi v dédi¢nosti (Encyclopedia, 2019).
Pojem mitdza je popsan jako proces, pii kterém se jadro mateiské buiikky na pocatku

tohoto dé&je rozpada na jakési vlaknité ttvary, které se dale déli a vytvareji dvé dcetina


https://www.encyclopedia.com/science-and-technology/biology-and-genetics/cell-biology/cell-division

jadra. Vlaknité atvary, které tvofi vnitini obsah kazdého buné¢ného jadra, se nazyvaji
chromozomy. Byly pojmenovany pro svou dobrou barvitelnost z feckého chroma — barva
a soma — t¢lo. Chromozomy jsou tvofeny jadernou hmotou, kterd se nazyva chromatin
(Kocarek, 2008).

s ovocnou muskou Drosophila melanogaster. Kromé¢ toho, ze objevil dédi¢nost vazanou
na pohlavi a také jeho predpovédi, ze geny se vyskytuji na chromozomech, dohliZel na

objev ktizeni a genetické mapovani a podilel se na ném (University of Kentucky, 2015).
1.2 Chromozomy

Chromozom je vlaknity atvar, ktery je rozdélen centromerou, kterd ma vyznam pfi
jaderném déleni (Kocarek, 2008).

Chromozomy jsou struktury, ve kterych je deoxyribonukleovéa kyselina neboli DNA
pevné zabalena do jadra. DNA je sto¢ena kolem proteint, které se nazyvaji histony, a ty
poskytuji strukturalni oporu. Chromozomy zajistuji to, aby se DNA béhem bunétného
déleni spravné replikovala (Healio All Rights Reserved, 2021).

DNA spolu s histony vytvaieji nukleohistonové vlakno (Otova, 2006).

Kazdy chromozom obsahuje centromeru, ktera rozdéluje chromozom na dvé ¢asti —
p (kratké) rameno a q (dlouhé) rameno. Centromera se nachdzi v zdaZeném bodé
chromozomu, ktery v8ak mize byt, ale nemusi byt sttedem chromozomu. Na konci
kazdého chromozomu je nukleotidova sekvence, ktera se nazyva telomera (Healio All
Rights Reserved, 2021).

Kazda chromatida obsahuje pouze jednu molekulu DNA (Ridley, 2001).

Obrézek 1: Stavba chromozomu.
Zdroj: Kocdarek, 2008.
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Chromozom muze byt slozen z jedné nebo ze dvou chromatid. Obé chromatidy ve
dvouchromatidovém chromozomu obsahuji pIn¢ shodnou genetickou informaci (Otov4,
2006).

Kazdy chromozom ma viditelny pruhovany vzor a kazdy tento pas je oc¢islovan, aby
pomohl ur¢it konkrétni oblast na chromozomu. Tato metoda mapovani genu na
chromozomu se nazyva cytogenetickeé mapovani (National Center for Biotechnology
Information, 1998).

Napiiklad chromozom X obsahuje vice nez 1400 gend, vice nez 150 miliont para
bazi, ze kterych bylo stanoveno ptiblizné 95 % (National Center for Biotechnology
Information, 1998).

PIG-A

Paroxysmal nocturnal
DMD - hemoglobinuria
Duchenne muscular
dystrophy

ATP74
Menkes syndrome

COL4AS

Alport syndrome
ILZRG
%-linked severe combined

immunodeficiency (SCID) TNFSFS
Immunodeficiency

HPRT1 | with hyper-lgM
Lesch-Nyhan syndrome |
FMR1

- ALD
Fragile X syndrome Adrenoleukodystrophy
MECP2 HEMA
Rett syndrome Hernophilia &

Obrazek 2: Stavba chromozomu X a nemoci s nim spojené.

Zdroj: National Center for Biotechnology Information, 1998
1.2.1 Typy chromozomii

Jak jiz bylo, zminéno chromozomy jsou rozdéleny na dvé ¢asti. Na rameno p a na
rameno g S uZenym bodem zvanym centromera. Centromeru lze umistit do riznych pozic
a tvorii tak zaklad pro ¢tyfi rizné tfidy chromozomi:

a) Metacentrické, kdy se centromera nachazi uprostied, coz znamena, Ze p a q

ramena jsou stejn¢ dlouhé

b) Submetacentrické, zde se centromera nachazi mimo stied, coz vede ke krat§imu

ramenu p ve srovnani s ramenem q
c) Akrocentrické, kde je centromera siln¢ odsazena od stiedu, coz vede k mnohem

kratSimu ramenu p
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d) Telocentrické, kdy centromera se nachazi na konci chromozomu, coz znamena,
Ze p rameno neexistuje
(A Level Biology, 2015)
Na nasledujicim obrazku (viz. Obrazek 3) vidime slozeni chromozomu jiz od
samornych bazi. Také jsou zde popsany ¢asti chormozomu.

""J/,,mw

DNA(Deoxynbonuclelc AC|d)

Base Pairs

Telomere

Chromatid  Chromatid

Obrazek 3: Slozeni chromozomu a jeho Cdasti.
Zdroj: Narodni institut pro vyzkum lidského genomu, 2019

Na chromozomech jsou uspofadany geny. Geny jsou tedy vyrobeny z DNA a
obsahuji instrukce pro tvorbu bilkovin.

Lidé maji 46 chromozomu uspoiadanych do 23 part, z toho 22 parii chromozomu se
nazyvaji autozomy. Které jsou znaceny 1-22. Kazdy par chromozomd se sklada z jednoho
chromozomu zdédéného od matky a jednoho od otce (Healio All Rights Reserved, 2021).

Vyjimkou jsou pohlavni chromozomy neboli gonozomy, Které se oznacuji pismeny
XaY (Kocarek, 2008).

Podle velikosti a typickych pruhd je tedy mizeme setadit do souboru, ktery je
nazyvan karyotyp. Zena ma dva pohlavni chromozomy X, muz ma jeden
pohlavni chromozom X a jeden pohlavni chromozom Y. Normalni Zensky karyotyp se
tedy zapisuje 46, XX a normalni muzsky karyotyp 46, XY (Graham, 2003).

Déle bych zminila pojem fenotyp, ktery oznacuje pozorovatelné fyzikalni vlastnosti
organismu. Mezi né patii napiiklad vzhled, vyvoj a chovani organismu. Fenotyp je urcen
jeho genotypem. Coz je tedy soubor genti, které organismus nese. Byva ovlivitovan také

vlivy prostiedi na tyto geny (Nature Education, 2014).
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1.3 Obor genetika

Genetika je definovéna jako véda o dédi¢nosti a proménlivosti zivych organismu.
Popisuje a vysvétluje pravidla, jimiz se fidi ptrenos dédi¢nych znakii z rodiCovské
generace na potomstvo. Gen je zakladni informacni jednotkou dédi¢nosti. VSechny geny
podminuji vytvoreni ur¢itého konkrétniho znaku (Kocarek, 2008).

Gen je konkretni Usek na molekule DNA, ktery nese informaci pro tvorbu bilkoviny
nebo nukleové kyseliny. Geny jsou slozeny z nukleovych kyselin. Ty jsou tvoieny
zakladnimi stavebnimi jednotkami, které se nazyvaji nukleotidy. Kazdy nukleotid
obsahuje 3 zékladni slozky: molekulu cukru, molekulu fosfatu a dusikatou bazi.
Rozlisujeme dva typy nukleovych kyselin: RNA (ribonukleova kyselina) a DNA
(deoxyribonukleovd). V RNA je cukernou slozkou riboza, v DNA je cukernou slozkou
deoxyribdza (Snustad, Simmons, 2009).

DNA je polymer, coz znamena, Ze dochazi k opakovani podobnych chemickych
jednotek. Jednotky DNA se nazyvaji nukleotidy a v ptirodé existuji ve 4 formach: A, T,
G a C. Sekvence nukleotidi uklada informace v takzvané v genetickém kodu.

Jak uvadi spole¢nost e-Zyvec (2021): "tento kod definuje geneticka slova, ktera se
budou prekladat v zdkladnich biologickych funkcich, tato zakladni slova jsou zndma
jako geny“. Dohromady vSechny geny vytvati genom (e-Zyvec, 2020).

Organismy se vyznacuji nejen dédi¢nosti, ale i proménlivosti neboli variabilitou,
proto se také mnoho znakl objevuje v riznych podobach. Proto napiiklad hrach vytvaii
Cervené ¢i bilé kvéty, nebo octomilky maji Cervené oci nebo bilé. U lidi naptiklad
rozeznavame 4 ruzné krevni skupiny. Toto zapficinuje to, Ze gen se vVyskytuje v riznych
konkrétnich forméach neboli alelach (Kocarek, 2008).

Geny podminuji ur€ité znaky, avSak alela obsahuje jakysi navod k vytvofeni urcité
konkrétni podoby znaku. Gen pro krevni skupiny ABO systému ma 3 ruzné alely: pro
skupinu A, pro skupinu B a pro skupinu 0 (Kocarek, 2008).

Alely se mohou 1 vzijemné¢ kombinovat, protoZze chromozomy se zpravidla se
vyskytuji v parech. Krevni skupiny maji dominantni alely I* a 1B, alela I° je recesivni. Je
tedy mozné, ze na jednom z homologickych chromozomu bude alela pro skupinu B a na
druhém pro skupinu A. Vysledna krevni skupina bude tedy v tomto piipadé AB. Jedinec,
ktery ma rodice skupiny A, kteti maji druhou alelu recesivni, v§ak muize zdédit tyto alely

19 a tim ziskat skupinu nula. (Fiala, 2006).
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Alely se tak mohou spole¢né podilet na vytvoreni konkrétni podoby ptislusného
znaku (Kocarek, 2008).

Kazdy jedinec muze mit rizny genotyp. RozliSujeme dva typy genotypt podle alel
na homozygoty a heterozygoty. Homozygoti mohou mit obé alely dominantni nebo
recesivni. Heterozygoti maji jednu alelu dominantni a jednu recesivni. Toto hraje veliky
vyznam pii kiiZeni at’ uz rostlin, zivo¢ichg, ale i lidi (Koc¢arek, 2008).

Na nasledujicim obrazku (viz. Obrazek 4) muzeme vidét alely pro krevni skupiny

ABO systému a jejich vysledny fenotyp po zkiiZeni alel od otce a od matky.

SkupinaA | SkupinaB | Skupina AB | Skupina 0

'AlA | |B|U IAIH iUi(J
IAil) IHiO
——— ——— i;j, 4 - - -~ - — -
antigen A antigen A

antigen B

o

antigen B

Obréazek 4: Vztah mezi genotypem a fenotypem u krevnich skupin.
Zdroj: Kocdrek, 2008

14 Mutace

VW v

Mutace jsou zmény v genetické sekvenci a zapii¢inuji hlavni rozmanitost mezi

organismy. Tyto zmény probihaji na mnoha rtiznych urovni a mohou mit velice odlisné
disledky (Loewe, 2008).

Mutace je zména v sekvenci DNA. Pii kopirovani DNA muze dochazet k chybam a
mutace mohou byt nasledkem téchto chyb, ke kterym doslo béhem déleni buné¢k, nebo pti
vystaveni ¢i kontaktu s ionizujicim zatenim, s chemickymi latkami zvanymi mutageny
nebo pfi infekci viry. Mutace zarode¢né linie neboli dédiéné mutace se vyskytuji ve
vajickach a spermiich, které mohou byt pfeneseny na potomky. Somatické mutace se
vyskytuji v buiikach téla a nejsou pienaseny na potomky (Collins, 2019)

Genoveé mutace lze klasifikovat tedy dvéma hlavnimi zpisoby:

Dédi¢né mutace se dédi od rodi¢li na potomstvo a jsou piitomny prakticky ve vSech
burikach téla, a to po cely zivot Clovéka. Tyto mutace se také nazyvaji zdrode¢né mutace,
protoze jsou pfitomny v matei'skych vajickach nebo spermatickych bunkach. Poté, co se

vajicko a spermie spoji, vysledné oplodnéné vaji¢ko obdrzi DNA od obou rodic¢t. Pokud
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ma tato DNA mutaci, dité€ bude mit mutaci v kazdé ze svych bunék (U. S. National Library
of Medicine, 2020).

Ziskane neboli somatické mutace se vyskytuji mnohdy béhem Zzivota ¢lovéka a jsou
pritomny pouze v urcitych buiikach v téle, nikoli v kazdé bunce v téle. Tyto zmény mohou
pokud dojde k chybé v kopirovani neboli replikaci DNA bunécného dé€leni. Ziskané
mutace v somatickych bunkéch, coz jsou buiiky jiné nez spermie a vajicka, neni mozné
ptedat dalsi generaci (U. S. National Library of Medicine, 2020).

Rozlisujeme mutace recesivni a dominantni. Aktivita postizeného genu je potlacena
recesivni mutaci a vede ke ztraté funkce genu. Tento typ mutace mize vést k odstranéni
¢asti genu, muze narusit jeho expresi, zménit strukturu proteinu, ktery tento gen koduje,
a tim zménit jeho funkci nebo odstranit cely gen. Naopak je tomu u dominantni mutace,
ve které dochézi Casto k ziskani funkce. Tato mutace naopak muize zvySovat aktivitu
ur¢itého genového produktu nebo muze vést k jeho nevhodné prostorové expresi (Lodish,
Berk, Zipursky, et al. 2000).
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2 Gen ALAS2

Gen ALAS2 (DELTA-AMINOLEVULINATE SYNTHASE 2), synonyma ALAS-E,
ALASE, ANH1, ASB, SIDBAL, XLDPP, XLEPP, XLSA, je lokalizovan na chromozomu X
v oblasti Xp11.21 (viz Obréazek 5), (ALAS2, 1966-2020).

Je dlouhy pfiblizné 35 tisic part bazi a obsahuje 11 exont (Surinya et al. 1998).
Enzym, ktery je kddovany genem ALAS2 katalyzuje biosyntézu hemu (Astner et al.,
2005).

V genu je popsano pomérné¢ velké mnozstvi Skodlivych mutaci, které mohou byt
zodpovédné za sideroblastickou anémii (Cotter et al.,, 1992) a erytropoetickou
protoporfyrii (Whatley et al., 2008)

1
2

q21.33
L= ]
q22 . 3
ga3
q26.1
q26.3

g24
g25
gZ8

p22.33
p22.32
p22.31
p22.2
p22.13
p2Z.11
p2l.2
Fll.4
pll.3
pll.23
pll.22
pll.1
qll.2
ql3.1
ql3.2
q21.1
q21.2
q21.31
q27.1
q27.3

Obrazek 5: Lokace genu ALAS2 na chromozomu X.

Zdroj: Molekilce, dostupné z: https://molekulce.com/alas2-geni-nedir/

2.1 Struktura

Existuji dve izoformy ALAS, které jsou kodovany dvéma riiznymi geny u zivocichtl.
Prvni varianta enzymu je kodovana provoznim (housekeeping) genem ALAS1 (5'-
Aminolevulinate Synthase 1) na chromozomu 3p21 (Bishop et al., 1990). Byla to prvni
celd nukleotidova sekvence genu ALAS a byla ziskana pouzitim jater kufeciho embrya.
Druhou variantou je erytroidni tkanové specificka forma, ktera je kodovana genem
ALAS?2 (Riddle, 1989; Bishop, 1990; Borthwick, 1985).

Struktura lidského genu vykazuje velkou podobnost s genem ALAS2 u mysi. Mysi
gen ALAS2 se sklada z 11 exonti a 10 intront o délce ptiblizn€ 24 kB. Podobné¢ jako mysi
ALAS2 se i lidsky gen ALAS2 sklada z 10 exont kodujicich proteiny a 5’-neptekladaného
exonu (Schoenhaut, 1989; Conboy, 1992; Cox, 1991).
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2.2 Funkce

Enzym kdédovany genem ALAS Katalyzuje prvni krok biosyntézy hemu, kterym je
syntéza kyseliny 5- aminolevulinové. Je to prvni spole¢ny prekurzor vSech tetrapyrrolt

pro kondenzaci glycinu a sukcinyl-koenzymu A (sCoA), (Astner et al., 2005).
2.3  Regulace

Transkripce lidského genu ALAS2 je regulovana specifickymi pro erytroid
transkripénimi faktory, které ptisobi na promotorovych a intronovych mistech. Po zjisténi
struktury mysiho genu ALAS2 v roce 1998 bylo zahajeno vysetfeni vyznamu intronu 1, 3
a 8 analyzou ucinku jejich deleci. Bylo prokazéno, ze intron 8 poskytuje nejsilngjsi
stimulaci aktivity promotoru v buiikach lidské myelogenni leukémie (K562) a mysi
erytroleukémie (MEL), a introny 1 a 3 maji inhibi¢ni aktivitu. Konkrétné byla, jako oblast
udélujici zesilovaci aktivitu, identifikovana oblast 239 bp umisténa v intronu 8, ktera je
vysoce konzervovana v lidskych, mysich a psich ALAS2 genech (Surinya, 1998).

Velkou roli v transkrip¢ni regulaci mys$iho ALAS2 hraje transkripéni faktor GATA-
1. Studia ukazali, ze prvnich 700 bp mysiho ALAS2 promotoru jsou nezbytné pro
maximalni expresi v buiikich MEL a bunkach K562. Kromé toho, v segmentu
predchazejici genu jsou béhem prvnich 300 bp dvé kritickd vazebna mista pro GATAL.
Interakce GATA-1 se dvéma vazebnymi misty GATA-1 v proximalnim promotoru
ALAS2, je také zésadni pro specificitu erytroidnich bun¢k (Kramer, 2000; Vlaski, 2009).

Dalsimi faktory, které se podili na regulaci ALAS2, jsou hypoxie a hladiny kysliku
v krvi. Hypoxie neptimo ovliviiuje produkci hemu indukci erytropoézy prostrednictvim
erytropoetinu a transferinu. Faktor 1 indukovany hypoxii (HIF-1) se podili na transkrip¢ni
regulaci erytropoetinu (EPO), transferinu a receptoru transferinu, a vede tak ke zvySeni
erytropoézy a ptisunu hematopoetického zeleza (Hofer, 2003; Vlaski, 2009).

Bylo také prokazano, Ze butyrat sodny (NaBu) pfimo reguluje transkripci ALASZ2.
Uc¢inek NaBu byl prokazan nejen na transkripéni aktivaci ALAS2 v buiikach K562, ale
také v nehematopoetickych bunéénych liniich lidské embryonalni ledvinove epitelialni

bunky a plicni adenokarcinomové butiky (Han, 2008).
2.4 Nemoci

Ackoli nejsou zndma zadna genetickd onemocnéni spojend s mutaci genu kodujiciho
ALAS1, existuji vsak dva chorobne stavy spojené s mutacemi genu kddujiciho ALAS2.

v

Nejcastéjsi je dédi¢na sideroblasticka anémie (SA) a erytropoeticka protoporfyrie (EPP).
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Objev mutaci ALAS2 vedoucich k porfyrii prokazal asociaci kazdého z osmi enzymii
biosyntézy hemu s jedinecnou porfyrii:

Tabulka 1: druhy porfyriii v zavislosti na mutacich v riznych krocich biosyntézy hemu

ALAS2 X-linked erythropoietic protoporphyria (XLEPP)
ALAD  ALA dehydratase deficient porphyria (ALAD-P)
HMBS  Acute intermittent porphyria (AIP)
URQOS  Congenital erythropoetic porphyria (CEP)
UROD  Porphyria cutanea tarda (PCT)
CPOX  Hereditary coproporphyria (HCP)
PPOX  Variegate porphyria (VP)
FECH  Erythropoietic protoporphyria (EPP)
Zdroj: vlastni
Bylo prokazano, ze X-vazana sideroblastickd anémie muze byt zpisobena mutacemi
Vv genu erytroidné specifické 5 -aminolevulinové kyseliny. Postizeni muzi maji obvykle
v prvnich dvaceti letech Zivota ptiznaky anémie a ve sttednim veku projevy sekundarniho
pretizeni Zelezem. Fenotypova exprese SA se u muzu znacné lisi a Castené souvisi
s typem mutace ALAS2, pricemz dosud bylo popsano vice nez 25 mutaci (Cazzola, 2002).
EPP se narozdil od SA vyznacuje zvySenim funkce enzymu ALAS2. Vechny mutace,
které byly charakterizovany u pacient s EPP, se nachazeji na C-konci proteinu ALAS2,
ktery je u savcu vysoce konzervativni, coz znamena, ze C-terminalni oblast ALAS hraje
zasadni roli v jeho regulaci, aktivité a stabilité. Mutace EPP v ALAS2 produkovaly
enzymové varianty se zvysenou katalytickou uc¢innosti a afinitou substratu aktivnéj$i nez

ALAS2 u zdravych jedinct (Watley, 2008; Ducamp, 2013)
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3 Hem

3.1 Struktura

Tato organickd molekula ma Cervené zbarveni a tvar prstence (Kodicek, 2004).
V jejimz stiedu je pevné koordinaéné-kovalentnimi vazbami vazan ion zeleza. Hem je
sloZen ze 4 pyrrold, coz jsou malé molekuly, které maji tvar pétitthelniku a jsou slozené
ze 4 atomt uhliku a 1 dusiku. Ctyfi pyrroly dohromady vytvaii tetrapyrrol. Pokud ma
tetrapyrrol substituce na postrannich fetézcich, které mu umoziuji drzet iont kowvu,
nazyva se porfyrin. Hem je tedy porfyrin obsahujici Zzelezo. EXistuje v mnoha riznych
forméch, které odpovidaji mnoha funkcim, kterym musi v organismu slouzit. Specifické
proteiny pouzivaji k pfipojeni rizné postranni fetézce. Tim méni vlastnosti
hemu. Z&kladni struktura je vzdy stejna (BD Editors, 2018).

V hemoglobinu a myoglobinu se hem tedy vyskytuje ve formé Fe?" a miiZe na sebe
vratné vazat molekulu kysliku O2. V cytochromech se vyskytuje ptevazné v trojmocné
podobé (Fe*") a je schopen pfenaset elektrony tim, Ze se stfidavé redukuje na formu Fe?*

a poté opét oxiduje zpét na Fe®" (Kodicek, 2004).
3.2 Funkce

Hem ma zasadni vyznam pro zakladni metabolické procesy, jako je napiiklad pfenos
elektronti béhem dychani, fotosyntézy a enzymové katalyzy. V této souvislosti pIni tedy
hem velmi rozmanité biologické funkce. Slouzi tedy jako protetické skupina pro mnoho
enzymd, transportérl a receptorti ve vétSin€ zivych organismu (Layer et., 2010).

Muze vazat plyny, jako je kyslik, a transportovat je v celém organismu. Specialni
proteiny pak hem nuti, aby ve vhodny ¢as kyslik uvolnily. Ptikladem proteinu tohoto typu
je hemoglobin. Hemoglobin se nachazi ve vSech krevnich bunkach, je ptfipojeny
K bunééné membrané a vystavuje tak hemovou skupinu krevni plazmé (BD Editors,
2018).

3.3 Patofyziologie hemu

Hem je vytvafen ve vétSiné tkani téla, ale nejvice v erytroidnich buikach a
hepatocytech. Na syntéze hemu se celkem podili osm enzymu, pficemz polovina téchto
enzymu se nachazi v mitochondriich a cytosolu. Tento proces probiha v mitochondriich
v nékolika krocich. Enzym kyseliny aminolevulové (ALA) syntaza katalyzuje prvni krok,
ve kterém dochazi napojeni glycinu na sukcinyl-CoA za vzniku ALA a CO

v mitochondrialni matrix (Greenwood, 2021).
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Mutace ¢i porucha syntdzy 2'-aminolevulinové kyseliny 2 (ALAS2) pfispiva
k onemocnéni zvané X-vdzanad sideroblasticka anémie, kter4 snizuje produkci
protoporfyrinu a snizuje téz produkci hemu. AvSak zelezo i piesto vstupuje do
erytroblastu, coz vede k hromadéni zeleza v mitochondriich, a tim k projevu onemocnéni

(Ogun et al., 2021).
3.4 Klinicky vyznam

Pti syntéze hemu je zapotiebi fada krokt, substrati a enzymt. V piipadé nedostatku
enzymu nebo substratu dochazi k hromadéni téchto meziproduktt v krvi, moci, tkanich a
tim i k vyznamnym poruchdm nazyvanych porfyrie (Joy et al., 2020).

Mezi ptiznaky porfyrie patti dychaci potize a neurologicka dysfunkce. Avsak zalezi
na meziproduktu, ktery se hromadi v téle. Napiiklad nedostatek enzymu ferrochelatazy
vede k nahromadéni protoporfyrinu IX v erytrocytech. Toto zpusobuje extrémni
fotocitlivost, pokozka, jez je vystavena na slunci, byva podrazdéna a otekla (Greenwood,

2021).
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4 Erytropoetickd Protoporfyrie

4.1  Onemocnéni porfyrie

Porfyrie je skupina poruch, které jsou zpusobeny abnormalitami v chemickych
krocich, které vedou k produkci hemu. Hem je Zivotné dilezita molekula pro vSechny
organy v téle, avSak nejhojnéjsi je v Krvi, kostni dieni a jatrech. Je také slozkou mnoha
proteinti obsahujicich zelezo nazyvanych hemoproteiny, vcetné hemoglobinu. (U. S.
National Library of Medicine, 2020).

Tyto poruchy jsou vysledkem hromadéni pfirodnich chemikalii, které produkuji
porfyrin v téle. Jak uz bylo jiz vySe uvedeno, porfyriny jsou nezbytné pro funkci
hemoglobinu. Jedna se o protein v ¢ervenych krvinkach, ktery se vaze na porfyrin, vaze
zelezo a prenasi kyslik do organt a tkani v téle (Mayo Foundation for Medical Education
and Research, 1998-2021).

Pokud se tyto chemikalie hromadi v téle, zptisobuji onemocnéni. V zavislosti na typu
porfyrie se mohou v jatrech nebo v kostni dfeni hromadit porfyriny nebo jeho prekurzory.
Poruchy postihuji hlavné kizi nebo nervovy systém. Tyto poruchy jsou Casto dédi¢né,
coz tedy znamena, ze jsou zplisobeny genovymi mutacemi a jsou pienaseny z rodi¢li na
potomky (National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases 2020).

Pojmy porfyrin a porfyrie jsou odvozené z feckého slova porphyrus, ktery znamena
fialova. Diky pfitomnosti pfebytecnych porfyrinti a ptibuznych latek mize moé¢ u
nékterych pacientll mit cervenofialovou barvu, a po vystaveni moce na svétlu mize tato

barva ztmavnout (American Porphyria Foundation, 2020).
4.2  Erytropoeticka protoporfyrie

Jedna se 0 vzacnou dédi¢nou metabolickou poruchu, ktera je zptisobena nedostatkem
enzymu ferochelatazy (FECH). Tento nedostatek je diisledkem mutaci v genu FECH.
Neéktefi pacienti s ptiznaky erytropoetické protoporfyrie (EPP) maji genetickou zménu ¢i
mutaci v jiném genu zvaném ALAS2. Kvuli abnormalné nizkym hladinam enzymu FECH
se nadmérné mnozstvi protoporfyrinu hromadi v kostni dfeni, krevni plazmé a ¢ervenych
krvinkach (National Organization for Rare Disorder, Balwani, 2016).

Pacienti s EPP mohou pocitovat silné¢ bolesti, kdyz jsou vystaveny slune¢nimu
zateni ¢i vystaveni intenzivnimu umélému osvétleni. Tyto priznaky piretrvavaji po cely
Zivot pacienta a zpravidla zacinaji v détstvi. EPP se fadi mezi 3. nej¢ast&jsi typ porfyrie

a odhaduje se na asi 1 z asi 74 300 jedinc (Norman, 2020).
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4.2.1 Pric¢iny EPP

Pti nedostatku enzymu FECH, télo neni schopné pfemeénit slouceninu protoporfyrin
na hem, ktery umoziuje v krvi prenaset kyslik. Proto se protoporfyrin hromadi v krevnich
cévach pod kazi (Bell, 2020).

Kdyz krev prochazi kazi, protoporfyrin mize absorbovat energii ze slune¢niho
zateni. Timto se spusti chemicka reakce. Tato reakce miize i mirné poskodit okolni tkang.
Tento proces je nervovymi zakoncenimi interpretovan jako svédéni ¢i jako paliva bolest

(European Porphyria Network, 2016).

4.2.2 Priznaky

ey een

Projevy erytropoetické protoporfyrie se objevuji jiz v raném détstvi (American
Porphyria Foundation, 2020).

I po kratké expozici na sluneénim zafeni muze zpusobit silnou bolest, paleni,
zarudnuti a otoky exponované kize (Bonkovsky, Rudnick 2020).

Dalsi ptiznaky mohou byt naptiklad citlivost na nékteré¢ umélé zdroje svétla, svédént,
brnéni a pretrvavajici zanéty kize (Bell, 2020).

Pokud jedinec je vystaven zafeni, a projevi se u néj tyto ptiznaky, také se to nékdy
oznacuje jako slunecni koptivka (Bissonnette et al., 2006).

Ptiznaky se obvykle objevuji po vystaveni pokoZzky ptimému slune¢nimu zaieni
béhem nékolika minut. Tyto pfiznaky ¢asto mohou trvat fddové hodiny az dny, nez tplné
vymizi. Svétlo v§ak nemusi byt pfimé, jedinec s EPP miZe reagovat i na odrazené svétlo
od vody, snéhu a skrz okna, véetné ¢elnich skel automobill (European Porphyria Network,
2021).

Mezi charakteristické chronické zmény patii zhrubéni kize, kozovité puchyie (viz.
Obréazek. 6), labialni ryhy a zmény nehtd (Goldman, Schafer, 2012).

U EPP se mohou objevit 1 dal§i onemocnéni jako napiiklad onemocnéni jater,

Zlu¢ové kameny a anémie (Bell, 2020).
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4.2.3 Diagnoza

Pii diagnoze EPP se prokazuji zvySené hladiny protoporfyrinu ve stolici a ¢ervenych
krvinkach. Zvysené hladiny jsou patrné u protoporfyrinu erytrocytl, plazmatického
protoporfyrinu a protoporfyrinu ve stolici. Hladina porfyrinu v moc¢i je obvykle normalni,
protoze protoporfyrin se nevylucuje moci (Thapar, Bonkovsky, 2008).

U pacientd, kteti uvazuji o pldnovani rodiny je doporuceno genetické testovani, které

muze odhalit specifické mutace v genu FECH nebo ALAS 2 (Bonkovsky, 2020).
424 Lécha

Na EPP neexistuje definitivni 1é¢ba, aby se snizily hladiny cirkulujiciho porfyrinu.
Pacienti by se vSak méli vyhybat slune¢nimu zareni nebo fluorescenénimu svétlu. Pii
pobyvani venku musi pacienti nosit ochranny odév, pokryvky hlavy a pobyvat spise ve
stinnych oblastech. Dale je dulezité uzivani Sirokospektralniho opalovaciho krému. Auta
I okna domu by méla byt vybavena ochrannym sklem. (Ahmed, Masood, 2020).

Existuje vsak 1€k na piedpis, ktery obsahuje Gi¢innou latku afamelanotid. Tato latka
se pouziva ke zvyseni tolerance ke slunci a svétlu u dospélych s potvrzenou diagnézou

EPP (American Porphyria Foundation 2020).

Obréazek 6: Fotocitliva reakce bézné pozorovand u lidi s EPP.
Zdroj: Lecha, 2009
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5 Sideroblastické anémie

5.1 Onemocnéni sideroblastickd anémie

Sideroblastické anémie téz oznacovany SA patii do skupiny dédi¢nych a ziskanych
poruch kostni diené, které se projevuji charakteristickym ukladanim Zeleza
v mitochondriich prekurzorovych ¢ervenych krvinek zvanych erytroblasty (Mohan,
2021).

Erytroblast neboli nukleova buiika je ptedchidce Cervené krvinky, ktera vznika
Vv kostni dieni a neobsahuje Zzadny hemoglobin. Béhem erytropoézy dochazi k proliferaci
v disledku nékolika po sob¢ jdoucich bunéénych deleni. B€hem zrani se v buiice objevuje
hemoglobin a jadro se zmen$uje. V priabéhu nékolika dnt burika ztraci jadro a vstupuje
do krevniho fe¢isté (Encyclopadia Britannica, 2021).

Sideroblastickd anémie zplsobuje, Ze Zelezo, které je uvnitt Cervenych krvinek se
uéinné nevyuziva k produkovani hemoglobinu, ktery pomaha cervenym Kkrvinkdm
roznaset kyslik po celém téle. Nasledkem toho se zelezo mlze hromadit v ¢ervenych
krvinkach a kolem jadra bunky vytvaret prstencovy vzhled, z tohoto divodu sideroblast
(Viz. Obrazek. 7), (Roland, 2020).

Obrazek 7:Nater kostni direné s prstencovitymi sideroblasty.
Zdroj: Tefferi, 2004

Nedostatek zeleza v krevnich bunkach nuti kostni dien pravé k produkei téchto
abnormalnich cervenych krvinek, které obsahuji ptili§ mnoho Zeleza, tudiz nemohou

spravné a ucinné vytvaret hemoglobin (WebMD Medical Reference, 2017).
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5.1.1 Priciny SA

Sideroblasticka anémie X-vazana je zpisobena mutacemi v genu ALAS2. Tento gen
poskytuje ndvod pro vyrobu enzymu nazyvaného ALA-syntaza, ktery méa zasadni funkci
v produkci hemu v kostni dieni (U. S. National Library of Medicine, 2020).

Prvni krok v syntéze hemu je napojeni glycinu se sukcinyl-koenzymem A, pfi¢emz
v mitochondriich vznikéa kyselina aminolevulinova (ALA). Ta je syntetizovana enzymem
ALA-syntaza. Nasledn¢ je ALA transportovana do cytosolu. Defekt v enzymu ALAS2
vede k neschopnosti tvoiit ALA, ktery katalyzuje reakci, a timto vede k deficitu hemu a
sideroblastické anémii (Ashorobi, 2020).

Nezbytnym kofaktorem pro enzym produkovany ALAS? je vitamin B (pyridoxin),

takZe pacienti mohou na doplnéni tohoto vitaminu reagovat (Braunstein, 2020).
5.1.2 Priznaky SA

Jelikoz pii SA se neprodukuje hemoglobin, ktery zajistuje dodani kysliku po celém
téle, lidé se nemusi energeticky citit tak jak by méli. Naptiklad mize dochazet k pocitu
unavy, ke Spatnému usinani a také k motani hlavy. Pfiznaky SA jsou obdobné jako u
jinych typti anemii. Lidé jsou unaveni, podrazeni, dochazi k obtiznému dychani. Mezi
dalsi piiznaky patii naptiklad buseni srdce, bolesti hlavy, bolesti na hrudi, slabost a inava,
rychlad srde¢ni frekvence nebo tachykardie a bleda barva kize (WebMD Medical
Reference, 2017).

Pii nedostatku kysliku orgdny jako mozek, plice nebo jatra mohou zac¢it méné
efektivné pracovat, coz ma za nasledek rlizné ptiznaky, ale i potenciondlné dlouhodobé
zdravotni problémy (Ronald, 2020).

Také mize dochazet i k zvétSeni sleziny a jater. V zavaZznych pfipadech muze
zvySend hladina Zeleza v krvi zpiisobovat srde¢ni onemocnéni, poskozeni jater a miize

dochazet az k selhani ledvin (National Organization for Rare Disorders, 2021).
5.1.3 Typy sideroblastickych anémii

Sideroblastické anémie se déli do tii skupin: na dédi¢nou téz genetickou SA,
ziskanou SA a idiopatickou SA (Roland, 2020).

5.1.3.1 Dédicna sideroblasticka anémie
Mezi nejcastéjsi zdédéné sideroblastické anémie patii jiZ zmiflovana sideroblasticka
anémie vazana na X, jeZ je zpusobena mutacemi genu ALAS2, ktery je erytroidné

specificky pro syntézu delta-aminolevulinové kyseliny (Knott, 2016).
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Zminény pojem X vazany nam napovida, Ze je tedy lokalizovan na chromozomu X,
coz znamena, ze tato nemoc se projevi pouze u muzii (National Organization for Rare
Disorders, 2021).

Pti zdédéné SA se snazi nase télo kompenzovat nedostatku hemoglobinu zvysenou

A4

poskozeni organt zejména jater (WebMD Medical Reference, 2017).
5.1.3.2 Ziskan4 sideroblasticka anémie

Tento typ anémie je mnohem castéjSi nez dédicné formy anémie. Vada se nékdy
objevuje Vv souvislosti s myelodysplastickym syndromem. Jiné ptipady ziskanych
sideroblastickych anémii mohou vznikat po expozici toxiny nebo kvuli nedostatkim
formy, zejména formy, které jsou spojené s myelodysplasii, se zpravidla vyskytuji u
starSich dospélych (Alcindor, Bridges, 2001).

5.1.3.3 Idiopatickéa sideroblastick&a anémie

Jak uz ndm napovidé nazev, tento typ anémie nelze urcit. Nékteti lidé maji ptiznaky
sideroblastické anémie, ale nelze u nich prokézat geneticka ani ziskana pii¢ina (Roland,
2020).

5.1.4 Diagnoéza SA

Sideroblastickou anémii muzeme diagnostikovat pomoci kompletniho krevniho
obrazu. Kdy udélame krevni natér a sledujeme pocet retikulocytti. Déle studii Zeleza, kdy
sledujeme hladinu sérového Zeleza, sérového ferritinu a saturaci transferinu. Dalsi
vysetfeni mize byt vySetfeni kostni diené a genetické testovani pro zjisténi ptivodu
anémie, jestli se jedna o genetickou ¢i ziskanou anémii (Braunstein, 2020).

5.1.5 Lécba SA

Podéavani pyridoxinu a folatu je zadkladem pro 1écbu sideroblastické anémie. Prvotni
davka pyridoxinu je 100-300 mg/den, ktera je pozdé&ji sniZzena a udrzovana pii 100 mg/den.

Dalsi metodou 1é¢by je flebotomie, kdy dochazi odstranéni nadbytku Zeleza, a tim
k prevenci pied poskozenim organt, které je primarni pfi¢inou morbidity. Ale také mtize

zvysit citlivost na pyridoxin (Fernandes, 2008).
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6 Cile prace

Cilem této bakalatské prace bylo:

v/ Seznameni se s obornou literaturou na téma gen ALAS2 v&etné s nemocemi
zpusobené mutaci tohoto genu a vypracovani reserSe

v Osvojeni molekularné biologickych metod: izolace DNA, PCR, elektroforéza a
ptipravy vzorkd na metodu Sangerova sekvenovani

v Analyzovat sekvence a hodnotit ziskana data s databazi
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7 Metodika

Prakticka Cast bakalarské prace byla vykondna v laboratofi Zdravotné socialni
fakulty Jihogeské Univerzity v Ceskych Bud&jovicich pod vedenim Ing. Tomase Nixe
Ph.D. Bylo analyzovano 25 vzorkd, které byly nasledné zanonymizovany. Vzorky byly
ziskany bukalnim stérem. Nejprve byla ze vzorkt vyizolovana DNA, nasledné zméfena
jeji koncentraci. Poté byl pomoci metody PCR namnozen dany Usek genu a nésledné
zkontrolovana jeho pfitomnost a spravné provedeni amplifikace prostiednictvim

elektroforézy. Poté byl ziskany vzorek procistén, piipraven a odeslan k sekvenaci.
7.1  Odbér vzorki

Pied zahajenim samotné praktické ¢asti byly od vybranych jedinci odebrany vzorky
DNA, které byly nasledné zanonymizovany. Vsichni jedinci byli pfed odbérem
informovani o pravidlech spravného odbéru. Vzorky byly ziskany vytérem z bukalni
sliznice pomoci sterilniho vytérového tamponu (Plain Swab Sterile Plastic Applicator
Rayon Tipped, COPAN). Vytér byl proveden po dobu jedné minuty z jedné strany Ust a
nasledné dal§im vytérovym tamponem na strané¢ druhé. Béhem vytéru bylo tamponem
opatrné otaceno, aby bylo vyuZito co nejvice plochy tamponu pro ziskani co nejvice

kvalitniho vzorku. Poté byl tampon vlozen do zkumavky a oznacen.
7.2 lzolace DNA

Metoda izolace DNA souZi k o¢is§téni DNA pomoci fyzikalnich anebo chemickych
metod. Ve vzorku se DNA oddéli od bunéénych membran, proteint a dal§ich bunéénych
slozek. Pouziti této metody by mélo vést k efektivnimu vyizolovani ¢isté a kvalitni DNA,
kterd neobsahuje kontaminujici latky, jako je RNA a proteiny. K izolaci se pouzivaji
manuélni metody i komeréné dostupné soupravy. Pro tuto metodu lze pouZit rizné tkané
véetné krve a télnich tekutin. Tato metoda zahrnuje 1yzu bunék a solubilizaci DNA, po
které néasleduji enzymatické nebo chemické metody, které vedou k odstranéni
makromolekul, RNA, lipidt, nebo proteint (Gupta, 2019).

K izolaci byl pouzit komeréné dodavany kit od firmy Generi Biotech dodavany pod
nazvem ,,Kit for isolation of DNA from body fluids“. Tento kit je zalozeny na principu
specialnich mikrokolon. Vyuziva schopnosti DNA vazat se v piitomnosti chaotropnich
soli na silikatovy povrch.

V prvnich krocich probiha lyza bunék a uvolnéni DNA, ktera je pak vysrazena

ethanolem. Vznikla smés — bunéény lyzat se ptenese na kolonku se silikatovou
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membranou, kterd slouzi jako jakysi ,,cednik®, kde se zachyti DNA (navdZe se na
silikagel). Ostatni slozky, které nejsou kolonkou zadrzeny, po odstfedéni protecou.

Pak nasleduje promyvani zachycené DNA specidlnimi roztoky, které vzdy obsahuji
ethanol a chaotropni soli. Tim se odstrani zbytky nezadoucich latek. Na silikatové kolence
pak zistava pouze Cistd, vysrdzend DNA, kterou uvolnime rozpusténim ve vod¢ nebo ve
specidlnim elu¢nim pufru.

Mnozstvi a kvalita ziskané DNA zavisi zejména na pouzitém typu a mnozstvi
primarniho vzorku. Ze stéru bukalni sliznice jsme vétSinou schopni ziskat cca 500 ng

lehce fragmentované DNA pramérné Cistoty.
7.2.1.1 Reagencie

» PBS

Buffer BL1
Proteinkindza K
Ethanol 96%

Wash Buffer BL2

» Wash Buffer BL3

= Buffer BL4 (elu¢ni)

7.2.1.2 Pracovni pomiicky a spoti‘ebni material

= Pipety, $picky

Mikrozkumavky (Ependorf)

Vortex

Centrifuga

Tepelna vodni lazen

7.2.2 Postup

Nejprve byla vodni lazen vyhtata na 70°C, do které byl vloZen elu¢ni pufr BL4.
Nasledné byly vytérové tampony sterilné odstiihany a vlozeny do mikrozkumavek o
objemu 1,5 ml a fadn¢ oznaceny, aby nedoslo k nelmysIné zamén¢ vzorku.

Do téchto zkumavek bylo napipetovovano 200 pl PBS, 200 pl lyza¢niho pufru BL1
(lysis buffer), 20 pl proteindzy K a obsah byl fadné zvortexovan a sto¢en. Nasledné byly
vzorky vloZeny do vodni lazné vyhtaté na 70 °C a ponechané 15 minut inkubovat. Béhem

inkubace byly pro kazdy vzorek pfipraveny dvé sbérné mikrozkumavky a jedna kolonka.
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Kolonky byly popsény ¢isly podle danych vzorkii a dale byl nalepen S§titek na
mikrozkumavku pro kone¢ny izolat. Po inkubaci byly vzorky kréatce zvortexovany a
sto¢eny. Nasledné bylo do vzorku napipetovano 210ul 96 % ethanolu a opét byl vzorek
kratce zvortexovan a stocen.

Dale byl lyzat ptepipetovan do piedem ptipravenych kolonek a az nasledné byl
tampon odstranén, aby doslo k ziskani co nejvice materialu. Vzorky byly dale nechané
zcentrifugovat na 90 s pii 13.400 otackach na jednu minutu. Poté byl ziskany filtrat i se
zkumavkou vyhozen a kolonky byly vlozeny do novych sbérnych zkumavek. Nésledné
bylo pfidano 500ul pufru BL2 a opét byl vzorek stocen po dobu 90 s. Ziskany filtrat byl
opét vylit a kolonka byla vracena zpét. Déle bylo piidano 600l promyvaciho pufru BL3
a vzorek nechan zcentrifugovat po dobu 90 sekund. Poté byl opét filtrat vylit a nechan
znovu stoCit. DNA zustala navazana na silikagel v kolonce, proto byla nasledné sbérna
zkumavka i s filtratem vyhozena.

Kolonka byla opatrné pfendana do predem pfipravené a oznacené zkumavky pro
kone¢nou DNA. Do stfedu kolonky bylo napipetovano 25l pfedem piedehiatého
elu¢niho pufru BL4 a ponechano inkubovat pfi pokojové teploté 5 minut. Nasledné byly
vzorky opét stoceny po dobu 90 sekund. Tento krok byl proveden dvakrat. Ve zkumavce
byla ziskana ¢ista DNA, ktera jiz z kolonky protekla a kolonka byla nasledné vyhozena.

7.3 Méreni koncentrace

Koncentrace  DNA byla zmétena na spektrofotometru Colibri Microvolume
Spectrometer (Berthold Detection Systems GmbH). Do kapilary na pfistroji byla nejprve
nakapana destilovana voda, aby nedo$lo k pfipadné kontaminaci neCistotami. Do
pfistroje byl nakapan 1 pl vyizolované DNA. Méfeni probéhlo proti pufru BL4, nebot’

maé nulovou koncentraci.
7.4 PCR

PCR neboli polymerazova fetézova reakce je jednoduchy enzymaticky test, ktery
umoznuje amplifikaci specifického fragmentu DNA ze slozité zasoby DNA. PCR lze
provést pomoci zdrojové DNA z riznych tkani a organismi, jako je napiiklad z periferni
krve, kiize, vlast, slin a mikrobu (Garibyan, 2014).
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7.4.1.1 Reagencie

= DNA

Mastermix Combi PPP obsahujici Tag DNA polymerdzu a nukleotidy (firma Top-
Bio)

= Primer reverse

Primer forward

PCR voda

Pufr TBE

7.4.1.2 Pracovni pomiicky a pristroje
» Mikropipety, $picky
* 0,2 ml mikrozkumavky
= Vortex, mininicentrifuga

= Termocykler MJ Mini Gradient Thermal Cycler, BIO-RAD
7.4.2 Navrhovani primeri

Primery potiebné k amplifikaci daného Useku byly navrzeny v laboratofi za pomoci
specialniho software Primer-BLAST, ktery je volné dostupny na strankach NCBI
(https://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast).

Primery byly syntetizovany na zakazku firmou Generi Biotech a byly navrzeny tak,
aby bylo zajisténo osekvenovani celého pozadovaného exonu 11 genu ALAS2 (viz.
Obrézek 8), ktery ¢ita 289 paru bazi. Celkovy produkt obsahoval 448 bazi, samotny exon
11- 369 bazi.

Na nasledujicim obrazku (viz. Obrazek 8) je modie znazornéna sekvence exonu 11
a Cervené primery, které ohrani¢uji amplifikovanou oblast genu. Cern& jsou oznaceny

sousedici intronové oblasti.

imn e =E Tl T - T aer- | g n ol atm ot T Emm =12 - - aagcigctgcigecttggactpcgetepgecteccoctocageatgtgicigtgectpoctgraaticigicgoogty

ctgtacacttipapctcatgagtpagtppraacpticctacticpppaacatgggrocccagtatgicaccacctatgccigagaagocapcigoctappaticacaccoccaccipogcticactippgicd
aggcctactoctgtcticipctitptigteteccictagcipaatigagociaasaatasagracaaaccacagcai e E il nn an e lnes = T T Tl P a1 0 R = L i = == L =
gteecagatctatgagetaaccatagetcactigtigegtcaccatt

Obrazek 8: Sekvence exonu 11.

Zdroj: vlastni
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Do nasledujici tabulky byly vlozeny navrhované sekvence primert.

Tabulka 2: sekvence primerii

gen ALAS2 (exon 11)
Sekvence primaru ) )
5-TCCCCCTACCACCTTCAGAG-3
forward
Sekvence primaru
5-GCCACTTGTCTGAGGGAGTC-3’
revers

Zdroj: vlastni
7.4.3 Postup PCR

Nejprve byly piipraveny mikrozkumavky a tadné¢ oznaceny. Do kazdé
mikrozkumavky bylo napipetovano 1,5 pl primeru forward o koncentraci 10 pmol/pl, 1,5
pl primeru revers o koncentraci 10 pmol/ul, 7,5 pl PCR MasterMixu a 3 pl DNA. Dale
byly mikrozkumavky doplnény PCR vodou do objemu o 15 pl. Nasledné byly
mikrozkumavky zvortexovany a sto¢eny. Poté byly vlozeny do cycleru a byl spustén
pfedem nastaveny ptislusny program podle teplotniho profilu. (viz. tabulka 3)

Optimalizace PCR byla jiz ptedem provedena v laboratofi.
Tabulka 3: Prehled teplotnich profilii reakce PCR.

) 5 POCET
FAZE TEPLOTA CAS .
CYKLU
pocatecni _
1. 95°C 10min 1
denaturace
2. denaturace 95°C 30s 35
3. annealing 60°C 30s 35
4, extenze 72°C 1min 35
kone¢na )
5. 72°C 10min 1
extenze
6. chlazenf 12°C 10h 1

Zdroj: vlastni
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7.5  Gelové elektroforéza PCR produkti

Tato technika je pouzivana k oddéleni ¢asti neboli fragmentd DNA nebo i jinych
makromolekul, jako je naptiklad RNA ¢i bilkoviny. Princip odd€lovani je na zakladé
velikosti a ndboje zkoumanych makromolekul. Tato metoda zahrnuje protékani proudu
gelem. Na zakladé¢ velikosti a naboje budou molekuly cestovat gelem riznou rychlosti a
riznym smérem, coz vede k oddé€leni ¢asti od sebe. Molekuly DNA maji stejny naboj,
z tohoto divodi se DNA fragmenty oddéluji pouze na zéklad¢ velikosti. Pomoci
elektroforézy muzeme zjistit kolik fragmenti DNA je pfitomnych ve vzorku a jak jsou

vzajemné vuci sobé velké (Khan Academy, 2021).
7.5.1.1 Reagencie

= Agaréza (SERVA)
=  TBE pufer
= Ethidium Bromid (SERVA)

7.5.1.2 Pracovni pomiicky a pristroje

= Laboratorni ptfedvazky

= Mikropipety, Spicky

= MikrovInné trouba

= Elektroforeticka vana (MajorSciences)

= UVisave HD5 Uvitec Cambridge)

7.5.2 Pracovni postup

Nejprve byl pfipraven 3 % agardézovy gel, kdy pro jeho pfipravu byly do
Erlenmeyerovy banky navazeny na piedvazkach 3 g agarozy a k nim ptilito 200ml pufru
TBE. Poté byla barika zahtivana v mikrovinné troubé do té doby, dokud se agar6za tplné
nerozpustila a nezmizely vSechny bubliny. Obsah barky byl béhem zahi#ivani prubézné
promichévan. Po ziskani cistého gelu bez bublin byl zahtaty gel ochlazen proudem
studené vody. Dale bylo do banky velice opatrné€ napipetovano 5 pl ethidium bromidu (s
touto chemikalii bylo zachazeno velice opatrné, nebot’ se jedna o nebezpec¢ny karcinogen)
a obsah byl promichan. Poté byl gel nalit do formy, do kterého byl vzapéti umistén
hiebinek, ktery vytvofil v gelu jamky pro vzorky a nasledné byl gel ponechan ztuhnout.
Mezitim byl do elektroforetické vany nalit pufr TBE, aby byl gel po vlozeni zcela
ponofeny. Po ztuhnuti byl z gelu vynat hiebinek a gel byl umistén do elektroforetické
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vany. Nésledné bylo do prvni jamky napipetovano 5 ul 100bp DNA ladderu, tzv. Zebtiku
a do dal8ich jamek 5 pl jednotlivych PCR produktii. Po napipetovani vzorkt bylo viko na
elektroforetickou vanu uzavieno, nasledné byly pfipojeny elektrody. Proud gelem
postupoval od katody smérem k anod¢. Elektroforéza probihala 35 minut pii 110 V. Po
ukonceni procesu elektroforézy byly elektrody odpojeny a viko bylo sundéno. Déle byl
gel pfemistén na UV transluminator, kde byl prosvicen UV zatenim. Barvivo ethidium
bromid, které se navdzalo na DNA fragmenty, pii prosviceni gelu zviditelnilo PCR
produkty. Kamerou byl obraz ptenesen na LCD displej a diky USB disku byl
elektroforegram pieneseny do pocitace, a tak byla ziskana fotografie. Z fotografie bylo
nasledné urceno, zda PCR probéhla spravné. Na nasledujicim obrézku (viz. Obrazek 9)

je znazornén pruabeh elektroforézy.

smés fragmenta E®
.« DNA rizné velikosti 88 %
=c =]
= o
e i 2w =
= — o __ | diouhé
— — — fragmenty
* * I
— = | kratké
fragmenty

@

elektroforeticky gel
Obrazek 9: Fotografie priibéhu gelové elektroforézy
Zdroj: Bartova, 2011

7.6  Enzymatické precisténi PCR produktu

Pted zahajenim ¢isténi byly nejprve PCR produkty zvortexovany a stoceny. Poté do
ptedem pfipravenych mikrozkumavek o objemu 0,2 pl bylo napipetovano 5 pl PCR
produktu, 0,5 pl enzymu EXO1 a 1 ul enzymu rSAP. Nasledné byl cely obsah opét
promichan a stocen. Takto pfipravené mikrozkumavky byly vloZeny do cycleru a po jeho

uzavieni byl nastaven program EXO (viz. Tabulka 4) a cycler byl zapnut.
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Tabulka 4: Program EXO na precisténi PCR produktii.

proces teplota cas
inkubace 37°C 15 min
[naktivace enzymu 80°C 15 min

chlazeni 4°C 24 h

Zdroj: vlastni
7.7  Priprava na sekvenaci

Nejprve byly pfipraveny mikrozkumavky o objemu 1,5 pl na které byl nasledné
ptilepen barcode od firmy Genseq. Druhd cast kodu byla vlepena do vlastniho
poznamkoveho bloku. Do takto ptipravenych mikrozkumavek bylo napipetovano 5 pl
primeru. Do jedné mikrozkumavky primer forward a do druhé primer revers. Nasledné
1 pl precisténého PCR produktu (v ptipadé, ze byly pruhy DNA na elektroforegramu
slabe, bylo napipetovano o 0,5 pl vice PCR produktu). Déle byla do mikrozkumavky
doplnéna PCR voda, ktera tak vyplnila celkovy objem 10 pl. Nasledné byly zkumavky
uzavieny.

Takto pfipravené mikrozkumavky byly vlozeny do schranky zminované firmy
Genseq na Prirodovédecké fakulté Jihoceské univerzity. Vysledky sekvenace byly

v nasledujicich dnech dostupné na strankach firmy.
7.8  Sangerovo sekvenovani

Tato metoda je zndma také jako ,,metoda ukonéeni fetézce*, ktera slouzi ke stanoveni
nukleotidové sekvence DNA. Metodu vyvinul vroce 1977 Frederick Sanger,
dvojnasobny drzitel Nobelovy ceny a jeho kolegové. Odtud pochazi ndzev Sangerova
sekvence (MERCK, 2021).

Vzorek DNA, ktery je uréen k sekvenaci se smicha ve zkumavce s primerem, DNA
polymerazou a DNA nukleotidy (dATP, dTTP, dGTP a dCTP). Dale jsou do zkumavky
pfidany ctyfi fluorescenéné znacené dideoxynukleotidy, které pfi navazani ukoncuji
syntézu fetézce. Tato smes se nejprve zahieje, aby doslo k denaturaci templatové DNA.
Pii procesu denaturace se od sebe oddéli vlakna DNA. Nasledné se smés ochladi, aby
doslo k navazani primeru na jednofetézovy templat. Poté, co dojde k navazani primeru,
se teplota opét zvysi, coz umoznuje DNA polymeraze syntetizovat novou DNA (Nature
Education, 2014).
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Vysledkem této metody je smés riuzné dlouhych sekvenci DNA. Tyto sekvence

zacinaji primerem a kon¢i ur¢itym dideoxynukleotidem (Bartova, 2011).

1 PCR with fluorescent, 2 Size separation by capillary 3 Laser excitation & detection
chain-terminating ddNTPs gel electrophoresis by sequencing machine
3' I
= = Large fragments g i G
— ] A HE A
Lc | ] c EE c
-1 ] T E ' T
B FE1S, c [ ] G HE G
= A » | | A e A
PCUR G & -
- A - A i "
[~ coﬁ}".‘-f-"c [ ] G e G
T Mixture of dNTPs & o small fragments T T
[ uorescently- labelled - | = s : s
B ddNTPs e
= A -l — =
5 Fluorescently-labelled Laser beam Photomultiplier .
orginal Sligonuclectides Output chromatogram

DNA sequence,
PCR amplified &
denatured

Obrazek 10: Metoda Sangerova sekvenovani.
Zdroj: MERCK, dostupné z: https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/sanger-
sequencing.html
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8 Vysledky

Bylo vysetieno 25 vybranych jedinct z Jihoceského kraje, od kterych byl ziskan a
osekvenovan exon 11 genu ALAS2. Tato prace zahrnovala odbér vzorku, izolaci DNA,
méieni koncentraci, PCR, elektroforézu, enzymatické piecisténi a pfipravu vzorku
k sekvenaci. Druhym cilem praktické ¢asti bylo porovnat 40 sekvenci genu ALAS2 (20
sekvenci forward a 20 sekvenci revers) mezi détmi z Karvinska a Ceskobudgjovicka a

zhodnotit ptipadné nalezené mutace v tomto genu.
8.1 Izolace a méreni koncentrace

Nejprve byl proveden odbér vzorku z bukalni sliznice, ze kterého byla vyizolovana
DNA a nasledné tak byl ziskan Cisty izolat DNA. Po ziskani Cistého izolatu a pred
zahajenim metody PCR byla zméfena koncentrace jednotlivych vzorki. Vzorky byly
zmé&feny proti pufru BL4, ktery ma nulovou koncentraci. Pro piesnéjsi stanoveni
koncentrace byly vSechny vzorky zméfeny dvakrat. Vzorky 21-25 nemohly byt dale
analyzovany, nebot’ se u nich zméfili velice nizké koncentrace. Pravdépodobné doslo
k chybnému postupu pfi izolaci DNA. Tyto vzorky jiz ve vysledcich nejsou dale uvedeny.

V nésledujici tabulce je uvedena koncentrace vyizolované DNA dvaceti

vySetfovanych vzorkd.

Tabulka 5: Méreni koncentrace DNA (1/2).

Vysledna
Prvni méreni Kontrolni méreni
koncentrace
(ng/pl) (ng/pl)

(ng/pl)
1. 96,26 100 98.13
2. 45,80 50,25 48,03
3. 113,33 114,59 113,96
4, 61,47 65,17 63,32
5. 135,08 136,26 135,67
6. 86,10 89,30 87,7
7. 88,54 89,14 88,84
8. 479 51,24 49 57
9. 78,20 79,54 78,87
10. 115,33 114,85 115,09

Zdroj: vlastni
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Tabulka 6: Méieni koncentrace DNA (2/2).

Vysledna
Prvni méreni Kontrolni méreni
koncentrace
(ng/ul) (ng/ul)
(ng/ul)
11. 113,64 112,56 113,1
12. 96,85 95 95,925
13. 136,70 131,20 133,95
14. 109,72 111,81 114,265
115 45,63 44 96 45,295
16. 68,96 71,33 70,145
17. 94,66 9923 96,945
18. 112,79 113,42 113,105
19. 106,82 104,44 105,63
20. 49,87 54.10 51,985

Zdroj: vlastni
8.2 PCR a elektroforéza

Po zméteni koncentraci se vzorky piipravily na metodu PCR, jesté pted provedenim
této metody byly dopfedu navrzeny primery pro gen ALAS2, které pro tuto metodu byly
nasledné pouzity. Po ukonfeni PCR nésledovala elektroforéza, kde byl ptipraven
agarozovy gel, ve kterém se diky prochazejicimu elektrickému néaboji mohly fragmenty
DNA v gelu pohybovat. Pro vizualizaci DNA byl do gelu pfidan ethidium bromid. Pro
odhad velikosti produktti amplifikace se do prvniho slutu gelu vlozil tzv. "zebiik* (100
bp DNA ledder).

Elektrofozéza slouzi jako kontrola, zda probéhla spravné amplifikace genti v PCR

metodé. Na nize ptidané fotografii mizeme vidét snimek gelu z elektroforézy, kde

muzeme pozorovat zdafilou amplifikaci DNA.
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Obrazek 11: Fotografie gelu PCR produktii po probéhlé elektroforéze.

Zdroj: vlastni
8.3  Hodnoceni sekvenci

Vzorky byly nésledné po elektroforéze enzymaticky precistény, piipraveny a
odeslany k sekvenaci. Osekvenované vzorky byly dostupné na strankach firmy
v nasledujicich dnech. Vyhotovené sekvence byly snadno vyhledany diky barcodu.
Sekvence byly hodnoceny ve formétu PDF nebo ve formatu ABI v programu BioEdit. Po
prozkoumani jednotlivych sekvenci, byla sekvence genu zkopirovana do programu NCBI
BLAST, ktery pomohl zkontrolovat, zda se opravdu jedna o pozadovany gen, zda byl
osekvenovan cely exon 11 a jestli zde neni piitomna mutace v homozygotni formé.

Vysetiovany soubor obsahoval 20 vzorkd, ve kterém se sekvenoval gen ALAS2-exon
11. Nejprve byla v pocitacovém programu BioEdit oteviena piislusna sekvence. Po
otevieni byly pozorovany nukleotidy a sekvence, které se zobrazovaly ve formé pikd.
Takto pripravena sekvence byla nejprve hodnocena ,,okometricky“. Byla sledovana
Citelnost sekvence, velikosti piki a jejich prekryvy, které by mohly znamenat heterogenni
mutaci (nelze takto urcit mutaci homogenni, BioEdit k tomu neni uplné vhodny). Jelikoz
gen je osekvenovan z obou smér primery forward a revers, lze si oteviit sekvenci
opacnou a podivat se, zda ve stejném misté doSlo k piekryvu. Prekryv vSak nemusi
znamenat pouze mutaci, ale muze jit také o kontaminaci ¢i chybné osekvenovani.
Abychom zjistili, zda se jedna opravdu o mutaci, pouZijeme jiz zmifiovany program
NCBI BLAST, do kterého se sekvence zkopiruje a vlozi. Program vyhodnoti, zda se jedna
opravdu o hledany gen a jestli se v ném nevyskytuje mutace. Vysledek vyhodnoti
v procentech shody, ktery je podpoien fotografii osekvenovaného genu s nukleotidy a
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grafem. Fotografie zobrazuje, zda v genu neni homozygoni mutace. Graf zobrazuje exon
11 a nas osekvenovany gen, kde lze pozorovat celé osekvenovani ¢i nikoli.

Na nasledujicich dvou fotografiich jsou znazornény sekvence v programu BioEdit.
Na prvni fotografii (viz. Obrazek 12) je ¢ast osekvenovaného genu primerem forward.
Tato sekvence je velice dobfe citelna. Po vlozeni do programu NCBI BLAST byla
nalezena 100% shoda bez mutace. Na druhé fotografii (viz. Obrazek 13) je gen
osekvenovany druhym smérem, tedy primerem revers. Pii prvnim pohledu se tato
sekvence nemusi jevit Citelng, avSak v programu si Ize piky pfiblizit a blize pozorovat.
Tato sekvence byla také vlozena do NCBI BLASTU s nalezenou 100 % shodou bez

mutace. Obé sekvence se shoduji, ale kvalita obou sekvenci je jind. Toto je

1

L U [ I e L - _J‘.J .,
Obréazek 12: Ukdzka casti sekvence genu ALAS2 pro F' v programu BioEdit.
Zdroj: vlastni

V této sekvenci Modré piky oznacuji bazi C, zelené piky bazi A, ¢ervené piky bazi

T a Cerné piky bazi G.

A A VAMAN VAo

Obrazek 13: Ukdzka casti sekvence genu ALAS2 pro R v programu BioEdit.

Zdroj: vlastni
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Jak jiz bylo v Gvodu této kapitoly zminéno, sekvence lze hodnotit i ve formatu PDF.
Po otevieni Ize opét ,,okometricky* hodnotit ¢itelnost, piky a piekryvy. I v tomto formatu
1ze piiblizovat snimek pro lepsi viditelnost ptipadnych pochybnosti.

Vyse byly porovnany sekvence pro forward a revers ve formatu BioEdit, kde jiz na
prvni pohled bylo patrné, Ze sekvence nejsou stejné dobte Citelné. I ve formatu PDF lze
na prvni pohled spatfit, Ze se vyskytla pravdépodobné chyba v sekvenovani (viz. Obrazek
15).

T T T T L B | T T T T T T LB | T T L | L T T T T
200 210
TTCCCG AAGTAGGAACGTTCCCACLCT C A

Obrazek 14: Ukézka sekvence genu ALAS2 F, mezi bazemi 100-300 ve formatu PDF.
Zdroj: vlastni

e oo e SN

200 210
caACACCCCACCT G CGCTTCALCTT

Obrazek 15: Ukézka sekvence genu ALAS2 R, mezi bazemi 100-300 ve formatu PDF.
Zdroj: vlastni

Sekvence v NCBI BLASTU byly porovnany s témito referenénimi sekvencemi:
1. Homo sapiens 5'-aminolevulinate synthase 2 (ALAS2), RefSeqGene (LRG_1163) on
chromozome X; Sequence ID: NG_008983.1.

Po vlozeni sekvence do programu se zobrazi tedy shoda v procentech, fotografie a
graf. Na nize uvedeném obrazku (viz. Obrazek 16) Ize vidét, ze tato sekvence dosahla

100 % shodu a nebyla zde nalezena zadna homozygotni mutace.
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Score Expect Identities Gaps Strand
499 bits(270) 6e-140 270/270(100%) 0/270(0%) Plus/Plus
Query 1 CTAGAGGCACACAACAAAGCAGAAGACAGGAGTAGGCCTGGACCCAAGTGAAGCGCAGGT 60

Sbjct 13746 CTAGAGGCACACAACA GACAGGAGTAGGCCTGGACCCAAGTGAAGLG 13805

Query 61 GGGGTGTGAATCCTAGGCAGCTGGCTTCTCAGGCATAGGTGGTGACATACTGGGGCCCCA 120

Sbjct 13806 GGGGTGTGAATCCTAGGCAGCTGGCTTCTCAGGCATAGGTGGTGACATACTGGGGCCCCA 13865

Query 121 TGTTCCCGAAGTAGGAACGTTCCCACTCACTCATGAGCTCAAAGTGTACAGGACGGCGAC 180

Sbjct 13866 TGTTCCCGAAGTAGGAACGTTCCCACTCACTCATGAGCTCAAAGTGTACAGGACGGCGAC 13925

Query 181 AGAAATTGCAGGCAGCCACAGACACATCCTGGAGGGGCAGCCCCACCGCAGTCCAAGCCA 240

Sbjct 13926 AGAAATTGCAGGCAGCCACAGACACATCCTGGAGGGGCAGCCCCACCGCAGTCCAAGC 13985

Query 241 GCAGCAGCTTCTCTGAAGGTGGTAGGGGGA 270

Sbjct 13986 GCAGCAGCTTCTCTGAAGGTGGTAGGGGGA 14015

Obrazek 16: Priklad 100% shody vysetiovaného vzorku s databazi NCBI.
Zdroj: NCBI

Do nésledujicich dvou tabulek byly vlozeny vysledky vzorkl dvaceti vySetifovanych
jedinct z Jihoceského kraje.
Tabulka 7: Shoda vysetiovanych sekvenci s databdzi NCBI (1/2).

Lokace
vzorek Vldkno F/R Shodas (lokace exonu 11
NCBI
26,722-27,010)
Forward 100% 26766 - 27073
. Revers - -
Forward 91% 26768-27002
- Revers - -
Forward 100% 26754 to 27073
. Revers - -
Forward 97% 26756 - 27072
N Revers - -
Forward Nelze hodnotit Nelze hodnotit
> Revers Nelze hodnotit Nelze hodnotit
Forward 100% 26760 - 27069
> Revers 100% 26704 - 27020
Forward 100% 26756 - 27073
! Revers 100% 26704 - 27021
Forward 100% 26755 - 27073
. Revers 100% 26704 - 27013
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. Forward
' Revers
Forward

10.
Revers

Zdroj: vlastni

Tabulka 8: Shoda vysetiovanych sekvenci s databazi NCBI (2/2).

100%
100%
98%
100%

26753 - 26974
26704 - 27013
26767 - 26855
26704 - 27011

Lokace
vzorek Vlakno F/R Shodas (lokace exonu 11
NCBI
26,722-27,010)
Forward 100% 26753 - 27073
H Revers 100% 26704 - 27020
Forward 100% 26755 - 26972
e Revers 100% 26704 - 27014
Forward 100% 26756 - 27074
o Revers 100% 26706 - 27021
Forward 99% 26756 - 27072
t Revers 100% 26704 - 27020
5 Forward 99% 26753 - 26973
Revers 100% 26704 - 27012
Forward 100% 26755 - 26974
o Revers 100% 26704 - 27021
Forward 100% 26751 - 27071
H Revers 100% 26706 - 27020
Forward 100% 26704 - 27009
o Revers 100% 26770 - 27072
Forward 100% 26773 - 27072
o Revers 100% 26754 - 27073
Forward 98% 26702 - 27009
0 Revers 100% 26705-26721

Zdroj: vlastni

V nasledujicim grafu jsou zobrazeny vysledky v procentech.
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Procentualni vyjadreni vysledkt

W 100%
m 99%

98%
H97%
H91%

Obrazek 17: Graf s procentualnimi vysledky.
Zdroj: vlastni

Z dvaceti vySetiovanych vzorkl bylo 13. vzorka ve 100 % shodé s NCBI. Vzorky
¢. 1 a 15 byly nalezeny s 99 %, vzorky s ¢. 10 a 20 s 98 % shodou. Vzorek ¢. 4 s 97 %, a
vzorek ¢. 2 s 91 % shodou. Na nasledujici fotografii je snimek z NCBI vzorku ¢. 2. (viz.
Obrézek 18)

Score Expect Identities Gaps Strand

311 bits(168) 3e-83 213/235(91%) 1/235(0%) Plus/Plus

Query 1 GTGTCTGTGGCTGCCTGCAATTTCTGTCGCCGTCCTGTACACTTTGAGCTCATGACTGA 60
Mo i sttt e
Query 61 GTGGGAACGTTCCTACTTCGGGAACATGGGGCCCCAGTATGTCTCCAACTATGCATGATA 120

Sbjct 26828 GTGGGAACGTTCCTACTTCGGGAACATGGGGCCCCAGTATGTCACCACCTATGCCTGAGA 26887
b ot imnnint it
Sbjct 26888 AGCCAGCTGCCTAGGATTCACACCCCACCTGCGCTTCACTTGGGTCCAGGCCTACTCCTG 26947
Query 181 TCTTCTGTTTTGGTGCGTGCCTCTATCTGAATTGCGACTTCAA-TAAAGCATAAA 234
. RN N R A
Sbjct 26948 TCTTCTGCTTTGTTGTGTGCCTCTAGCTGAATTGAGCCTAAAAATAAAGCACAAA 27882
Obrazek 18: Piikiad 91% shody vySetifovaného vzorku ¢. 2 s databdzi NCBI.

Zdroj: NCBI

Pfi pohledu na tuto sekvenci by bylo ziejmé ji oznacit jako sekvenci s mutacemi,
avsak v tomto ptipad¢ nejde o mutace, ale o necitelnou sekvenci, kterd byla oznacena sice
jako gen ALAS2, ale $patna Citelnost zptisobila chybu spravného piecteni v databazi. Nize
je vlozena fotografie stejného vzorku v grafické podobé. Také lze vidét, Ze tento vzorek

nebyl osekvenovan uplné cely, nebot’ tento vzorek za¢ina pii 26,760, zatimco exon 11 pii
26,722.
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Obrézek 19: Grafické zobrazeni vzorku ¢. 2.
Zdroj: NCBI

Z celého vysSetfovaného souboru nebyla nalezena zadna mutace. Vzorky s nizsi
shodou nez 100 % byly vyhodnoceny stejné jako vzorek ¢. 2. Pravdépodobné doslo
k chybnému osekvenovéni, a tim ke $patné Citelnosti a vyhodnoceni. U vzorku 1-5 byly
odeslany k sekvenaci pouze vzorky s forward, z tohoto divodu nejsou v tabulce uvedeny
hodnoty pro revers. U vzorku ¢. 5 doslo patrné ke kontaminaci (viz. Obrézek 20), nebot’

tento vzorek nebyl viditelny jiz na elektroforéze (viz. Obrazek. 11).

Obréazek 20: Necitelna sekvence vzorku ¢. 5 v programu BioEdit.

Zdroj: vlastni

8.4  Hodnoceni sekvenci od déti z Karvinska a Ceskobudé&jovicka

4

Soucasti praktické ¢asti v této bakalaiské praci bylo vyhodnotit a porovnat sekvence
a piipadné nalezené mutace v genu ALAS2 mezi détmi z Karvinska a Ceskobudgjovicka.
K dispozici pro tuto praci bylo 20 jiz osekvenovanych vzorkd, které bylo potieba

vyhodnotit. Vysledky téchto vzorkl jsou zapsany v tabulkach 9 a 10.
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Tabulka 9: Vysledky sekvenci déti z oblasti Karvind.

Vysledky sekvenci - Karvina

vzorek Vlakno F/R
. Forward
' Revers

Forward

2.
Revers
Forward

3.
Revers
Forward

4,
Revers
Forward

5.
Revers
. Forward
' Revers
Forward

7.
Revers
Forward

8.
Revers
Forward

9.
Revers
Forward

10.
Revers

Zdroj: vlastni

Z 10 hodnocenych vzorku sekvenci od déti z Karvinska nebyly nalezeny zadné
mutace. Vzorky, u kterych namisto vysledku bylo uvedeno " nelze hodnotit ", nebyly
hodny k hodnoceni. Jednalo se o necitelné sekvence. V piipadé 99% shody se vsak

nejednalo o mutaci. Tyto vzorky byly osekvenovany chybné a ptesahovaly hraniéni mez

jiz nebyla v rozmezi tohoto exonu.

Shoda s NCBI

99%
Nelze hodnotit
99%
100%
99%
99%

Nelze hodnotit
100%
100%

Nelze hodnotit
100%
99%
99%
99%

Nelze hodnotit

Nelze hodnotit
99%
100%
100%
100%
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Lokace
(lokace exonu 11
26,722-27,010)
26762 - 27071
Nelze hodnotit
26775 - 27072
26704 - 27010
26771 - 27072
26704 - 27009
Nelze hodnotit
26704 - 27005
26769 - 27072
Nelze hodnotit
26771 - 27072
26704 - 27009
26752 - 27073
26704 to 27007
Nelze hodnotit
Nelze hodnotit
26751 - 27073
26705 - 27009
26769 - 27071
26704 - 27017



Tabulka 10: Vysledky sekvenci déti z oblasti Ceskobudéjovicka.

Vysledky sekvenci - Ceskobudéjovicko

Lokace
vzorek Vlakno F/R Shoda s NCBI (lokace exonu 11

26,722-27,010)

Forward 99% 26752 - 27073

- Revers Nelze hodnotit Nelze hodnotit
Forward 100% 26767 - 27072

. Revers Nelze hodnotit Nelze hodnotit
Forward 99% 26766 - 27072

. Revers Nelze hodnotit Nelze hodnotit
Forward 99% 26752 - 27073

- Revers 100% 26704 - 27011
Forward Nelze hodnotit Nelze hodnotit

> Revers 100% 26704 - 27011
Forward 99% 26766 - 27072

> Revers 99% 26705 - 27011
Forward 100% 26771 -27072

! Revers 99% 26704 - 27009
Forward 99% 26768 - 27072

. Revers 99% 26704 - 27011
Forward 99% 26764 - 27072

> Revers 99% 26704 - 27014
Forward 99% 26767 - 27072

0 Revers 99% 26704 - 27014

Zdroj: vlastni

Ze sekvenci od déti z Ceskobudéjovicka nebyla nalezena Zadna homozygotni &i
heterozygotni mutace. Avsak ve vzorku ¢. 7 v revers bylo podezieni na homozygotni
mutaci (viz obrazek 21a 22), avsak v tomto ptipadé §lo o §patnou vizualizaci v programu
osekvenovanim obdobné jako u vysledki z okoli Karvinska. V nékterych piipadech byla

sekvence za rozmezim exonu 11 a podobné tak v nékterych piipadech pied hranici
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rozmezi. To také vysvétluje, Ze v nékterych piipadech vysla sekvence forward 99 % a

revers 100 % a opacné.

Score Expect Identities Gaps Strand
560 bits(303) 3e-158 305/306(99%) 0/306(0%) Plus/Minus
Query 1 GCTGTGGTTTGTGCTTTA GCTCAATTCAGCTAGAGGCACACAACAAA 60

) ERRENNARRRRRNNNNS I|IH|\I\I|I\IIHHIIHIHHIIIIIHH
Sbjct 27009 GCTGTGGTTTGTGCTTTA TCAATTCAGCTAGAG 26950
Query 61 GACAGGAGTAGGCCTGGACCCAAGTGAAGCGCAGGTGGGGTGTGCATCCTAGGCAGCTGG 120

Sbjct 26949 GACAGGAGTAGGCCTGGACCCAAGTGAAGCGCAGGTGGGGTGTGAATCCTAGGCAGCTGG 26890

Query 121 C GCATAGGTGGTGACATACTGGGGCCCCATGTTCC GTAGGAACGT 180

Sbjct 26889 CTTCTCAGGCATAGGTGGTGACATACTGGGGCCCCATGTTCCCGAAGTAGGAACGTTCC 26830

—n

Query 181 ACTCACTCATGAGCTCAAAGTGTACAGGACGGCGACAGAAATTGCAGGCAGCCACAGACA 248

Shjct 26829 TCACTCATGAGC AGGACG AGGCAGCCACAGA! 26770
e |’?|fﬂ‘f‘f’?‘f??‘?????f??‘??f?f?‘?ﬁf?‘?‘?fﬁ‘?ﬁ?f?|| TT??’?TTWTW -
Sbjct 26769 CATCCTGGAGGGGCAGCCCCACCGCAGTCCAAGCCAGCAGCAGCTTCTCTGAAGGTGGTA 26710

Query 301 GGGGGA 306

[
Sbjct 26709 GGGGGA 26794

Obréazek 21: Podezi‘eni na homozygotni mutaci vzorku ¢. 7.
Zdroj: NCBI
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9 Diskuse

Tato bakalai'ska prace byla zaméfena na gen ALAS2 a jeho osekvenovani (exon 11),
které bylo provedeno firmou GenSeq. s.r.0. Nejprve bylo vysetfeno 25 vzorku, které
nasledn¢ byly odeslany k sekvenaci a poté hodnoceny. Dale nasledovalo zhodnoceni
sekvenci od déti z Karvinska a Ceskobudg&jovicka.

Na zacatku kapitoly "vysledky" bylo zminéno pét vzorki (vzorky 20-25), které byly
vyfazeny z celkového hodnoceni. U téchto vzorka nastala chyba jiz béhem izolace.
Pracovalo se s navodem, kde byla od vyrobce doporuéena eluce do 100 pl. V poslednim
kroku pii izolaci DNA v promyvani izolatu pufrem BL4 bylo tedy tohoto pufru
napipetovano 100 pl. Podle zkuSenosti laboratoie je vhodné z jednoho vzorku bukélniho
stéru eluovat do 25 pl. Timto krokem doslo k nafedéni DNA, a tim tedy k velmi nizké
celkové koncentraci, které se potvrdilo po zméfeni. Zméfené koncentrace vychazely mezi
4-6 ng/ul. Ostatni vzorky byly naméteny v rozmezich od 40-120 ng/ul. V tomto pfipadé
by pfipadalo v avahu vzorek zakoncentrovat, avSak laboratof, kde byla provedena
prakticka cast, na to nema potebné vybaveni. Tyto vzorky byly nasledné vyfazeny.

Po prohlédnuti vSech vysledki z méfeni koncentrace bylo patrné, ze zdlezi na
spravném odbéru vzorku. I pfi pouziti stejného postupu a reagencii se koncentrace velmi
odliSovaly. Také je dulezité, aby jedinec byl pied vytérem informovan o pravidlech
spravného odbéru. Jak uvadi Narayanan (2000), je dilezité, aby jedinec pted odbérem
nekoufil, nekonzumoval jidlo, kofein ¢i alkohol, nebot’ by mohlo dojit k ovlivnéni kvality
vzorku. Jeden jedinec po odbé&ru piiznal, Ze tésné pied odbérem jedl, timto mohlo dojit
ke kontaminaci jidlem, proto vyslednd koncentrace jeho DNA byla v porovnani
s ostatnimi jedinci daného vysetfovaného souboru 40,03 ng/ul. V ostatnich ptipadech
niz8ich koncentraci mohlo dojit ke Spatnému odbéru, ktery nebyl proveden po dostatecné
dlouhou dobu ¢i pod spravnym tlakem, aby se na vytérovy tampon dostalo co nejvice
bun¢k. Podle mého nazoru odbér vzorku a izolace jsou velice dulezité kroky pro
nasledujici metody. Mélo by se dbat na spravny odbér i spravné a piesné postupovani dle
navodu pii izolaci. Nebot’ pfi hodnoceni, nékolik sekvenci nebylo mozné vyhodnotit, i
piesto, ze byl vzorek osekvenovan spravné a cely. V téchto piipadech mohlo dojit pravé
ke kontaminaci béhem laboratorni prace. Duraz pii provadéni praktické ¢asti byl kladen
na spravné pipetovani, které musi byt na pl presné.

Kontaminace pfi pipetovani, ¢i nedostate¢né odstranéni necistot ¢i etanolu béhem

promyvaci faze izolace v n¢kolika pfipadech mohla zpisobit $patnou amplifikaci DNA.
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Chyba vsak mohla vzniknout i na zéklad¢ Spatné piipravy MasterMixu. Vzorky, které
tedy nebyly spravné amplifikovany, byly vyfazeny. Pouze v jednom piipadé byl jeden
vzorek z jiné Casti vySetfovanych vzorkl odeslan k sekvenaci (vzorek €. 5).

Elektoforéza, ktera je provedena po PCR, jez slouzi ke kontrole je podle mého ndzoru
velice uzite¢na, cenové dostupna, a i pres to, Ze tato metoda nemusi byt provedena, ur¢ité
bych ji doporucila. Nebot’ vzorky, které se Spatné naamplifikovaly se na gelu neobjevi.
Takové vzorky je zbytecné odesilat k sekvenaci, nebot’ Spatné¢ namnozeny gen, by m¢l
sekvenci s velkou pravdépodobnosti necitelnou. U elektroforézy je tieba dbat na spravnou
ptipravu gelu, jak uvadi Suico (2017), aby nedochazelo k chybadm, gel musi mit spravnou
koncentraci. Pokud je koncentrace pfili§ vysokd, nebo pfili§ nizka fragmenty DNA se
pohybuji ptili§ pomalu ¢i pfili§ rychle. Dale je tfeba dbat na to, aby bylo napéti stabilni.
Jakékoli kolisani by mélo za nasledek nestabilni pohybovani fragmentit DNA, a tim by
dochazelo ke $patnému piecteni pruhti. Nejdulezitéjsi je vSak spravna vizualizace. Pokud
by byla koncentrace barviva pouzité k vizualizaci vzorki pfili§ vysoka, vysledny obraz
by byl velmi chaoticky, protoze by byly zobrazeny také zbytkové fragmenty. Naopak
pokud by byla koncentrace gelu piili§ nizka, vizualizace by vibec neprobéhla (Suico,
2017).

Vzorky byly jiz zminénou firmou GenSeq s.r.0., osekvenovany metodou Sangerova
sekvenovani a vyhotovené sekvence ndm byly zaslany do 2-3 dnt. Sekvence byly
hodnoceny v programu BioEdit, ktery mi vyhovoval vice nez format PDF. Nevyhoda
tohoto programu je vSak neschopnost rozeznat heterozygotni mutace i ptes jeho bohaté
funkce. Proto hodnoceni t€chto mutaci bylo velice obtizné, ale diky moznému piibliZzeni
sekvence to mnohokrat slo hezky rozpoznat. Ve vysetifovaném souboru 20 vzorkd zadna
heterogenni mutace nebyla nalezena. Homozygotni mutace byly vyhledavany databazi
NCBI blast, ktera mi zpocatku ptipadala velice neptehledna, ale diky mému vedoucimu
Ing. Tomasovi Nixovi Ph.D., jsem se v této databazi 1épe orientovala. Po pifezkoumani
vSech 20 vzorkt zadna homozygotni mutace nalezena nebyla.

Pii hodnoceni déti z Karvinska a Ceskobudg&jovicka také nebyla nalezena zadna
homozygotni, ani heterozygotni mutace. AvSak u vzorku ¢ 7 ze souboru
z Ceskobudgjovicka jsem méla podezieni na homozygotni mutaci. V tomto piipadé to
vypadalo, ze doSlo k zaméné bazi. Kdyby se jednalo o mutaci heterozygotni program
NCBI BLAST by ji nedokézal ukézat. Avsak pii prohlédnuti sekvence v BioEditu jsem
zvazila moznost mutace heterozygotni, nebot’ doslo ke $patnému oznaceni baze. Pik A je

vys$i, ale program BioEdit oznacil pik jako C. V ptipadé Spatné Citelné sekvence by to
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mohlo byt pochopitelné, avsak tato sekvence byla hezky Citelna. Toto je pravdépodobné
zpusobené tim, ze program hodnoti spiSe plochu nez vysku, tudiz tento vzorek byl tak to

oznacen. V piipadé klinicke praxe bych tento vzorek nechala osekvenovat znovu.

\

130 140
AGGTGGGGTGTGCATCCTAGGCA

Obrazek 23: Prikiad Spatné oznacené bdze v programu BioEdit
Zdroj: vlastni

Vyskyt mutaci z Ceskobudé&jovicka a Karvinska se nelisi, nebot’ nebyly nalezeny
zadné mutace. Je nutné podotknout, Ze se jedna o pomérné maly soubor vzorkd, na jejichz
zakladé¢ 1ze pomérné tézko data statisticky vyhodnotit.

Z toho divodu jsem pouzila jesté vysledky sekvenovani ALAS2 genu, které byly
sekvenovany v ramci projektu (viz. Tabulka 11). Nalezené mutace nebyly v této praci

klasifikovany, byla pouzita pouze informace o po¢tu nalezenych mutaci.

Tabulka 11: Porovnani nalezenych mutaci mezi Karvinskem a Ceskobudéjovickem

pocet pocet pocet nalezenych
analyzovanych hodnotitelnych mutaci
vzorki sekvenci
Ceské Budgjovice
50F+50R 50 3
Karvina
50F +50R 42 2

Zdroj: vlastni

Co se tyka kvality sekvence, je napadny rozdil mezi Karvinou a Ceskobud&jovickym
okresem. Vzorky z Ceskych Budgjovic byly odebrany, odvezeny a nasledné hned byla
provedena izolace a amplifikace. Poté byly vzorky osekvenovany. VVzorky z Karviné po
odbéru nebyly ihned zpracovany, ale shromazdovaly se na biochemickém oddéleni

nemocnice a az nasledné se odvezly a poté teprve izolovaly a amplifikovaly. Podle hodnot,
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které jsem méla k dispozici pro piehled, naméfenych koncentraci mezi Karvinou a CB
byl znaény rozdil. Koncentrace DNA v Karviné byly velice nizké. To mohlo byt
zapric¢inéno praveé tim, ze vzorky nebyly hned zpracovany. Jak uvadi McMichael et al.
(2009), vzorky DNA by m¢ly byt zpracovany do 72 h od odbéru, pfesazenim tohoto ¢asu
by mohlo dojit k degradaci DNA. Déle zalezi na prostiedi, kde jsou vzorky uchovany.
Mc¢ly by byt v chladném a suchém prostiedi (McMichael et al, 2009).

Karvinsko, které spadd do Moravskoslezského kraje, patii mezi nejvice znecisténou
oblast v Ceské republice. Proto pro porovnani byly vybrany déti z Ceskobud&jovicka
(Sram et al. 2017).

Mutace vznikaji néasledkem ptsobeni mutagenti, které mohou byt fyzikalni ¢i
chemické povahy. Toto je podle mé velice individualni, nebot’ na kazdého maji jiny vliv.
Ne u kazdého muze mutace vzniknout a také ne vSechny mutace znamenaji vazné
nasledky. Mutace mohou byt dédi¢né. V potaz by se méla brat i rodinnd anamnéza, kterou
jsem pro tuto praci neméla k dispozici. Ackoli Karvinsko spada do nejvice znecisténé
oblasti v CR, vysledky nebyly vyrazné odli$né, a proto vliv Zivotniho prostiedi na mutace
v této praci nebyl prokazatelny.

Vyuziti odbéru z bukalni sliznice v Klinické praxi podle mého nazoru funguje.
Ackoli se musi velmi dbat na preanalytickou fazi. Také na spravné a celé osekvenovani
vzorku. Hodnoceni z neuplné sekvence by mohlo byt zavadgjici, nebot’ by se mutace
mohly nachézet v pravé neosekvenované Casti, a tim poskytovat falesny vysledek. Toto
je ovSem také individudlni, zalezi, v jaké ¢asti na genu byly mutace nalezeny a popsany.
V ptipadé genu, u kterého by se nejCastéji mutace vyskytovaly v pocatecnich a
koncovych castech, by mohly byt vysledky velice zavadgjici. I presto u genu, kde se
mutace nachazeji spiSe v prostedni oblasti, je tieba brat zfetel na celé osekvenovani, aby

se zamezilo nespravnym vysledkam.
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10 Zavér

V ramci své bakalatské prace jsem vypracovala odbornou resersi. Sezndmila jsem se
s genem ALAS2 a s nemocemi, které vznikaji mutacemi v tomto genu. Teoreticka ¢ast
byla zpracovana od zékladi genetiky pro lepSi orientaci a pochopeni této prace.
Seznamila jsem se s funkcemi hemu, ktery zastupuje dileZitou roli spojenou s genem
ALAS2. Erytropoeticka protoporfyrie a sideroblasticka anémie jsou onemocnéni, které
jsou zpusobeny mutacemi tohoto genu. Tyto nemoci jsem popsala od ptiznakl po 1écbu,
a jakozto studentka zdravotniho laboranta jsem se kratce zabyvala i diagnostikou.

Dale jsem odebrala 25 vzorkd, ze kterych jsem ziskala Cisty izolat DNA, ktery jsem
metodou PCR naamplifikovala, nésledné jsem si ovéfila spravné namnozeni pomoci
elektroforézy a nasledné ptipravila na metodu Sangerova sekvenovani a nechala
osekvenovat firmou GenSeq s.r.o.

V posledni ¢asti mé bakalatské prace bylo vyhodnotit sekvence vzorki, které jsem
samostatné pomoci jiz zminénych metod pfipravila a sekvence které jsem obdrzela od
déti z Karvinska a Ceskobudg&jovicka. Ziskané data byly hodnoceny v programu BioEdit
a databazi NCBI.

Cilem préce bylo sezndmeni se s odbornou literaturou na téma gen ALAS2 a osvojit
si molekularné biologické metody: izolaci, PCR, elektroforéza a hodnoceni sekvenci.
Déle porovnat vyskyt nalezenych mutaci v genu ALAS2 mezi populacemi déti
z Karvinska a Ceskobudgjovicka. Viechny vy$e zminéné cile byly naplnény.

Ze vSech vyhotovenych a hodnocenych vzorki nebyla nalezena Zadna homozygotni,
ani heterozygotni mutace. Mezi détmi z Karvinska a Ceskobudé&jovicka také nebyla
nalezena zadna mutace. Proto jsem do své prace vloZila vysledky dalSich vzorkl od déti
z Karvinska a Ceskobudgjovicka pro porovnani ve vét§im souboru dat. Data, které mnou
byly obdrzeny, nebyly vice klasifikovany, pouze zde byly informace o po¢tu nalezenych
mutaci.

Hlavnim pfinosem této prace bylo seznameni se s genem ALAS2, ktery pro mnoho
lidi neni ptili§ znamy, spolu s nemocemi s nim spojené. Dalsi velky ptinos byl naucit se

samostatn¢ pracovat v laboratofi.
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Seznam pouzitych zkratek

BL Buffer — Bass/Lead buffer

bp — paru bazi (base pair)

CB — Ceské budgjovice

CR — Ceska republika

ddATP — dideoxyadenosintrifosfat

ddCTP — dideoxycytosintrifosfat

ddGTP — dideoxyguanosintrifostat

ddNTP — dideoxyribonukleotid

ddTTP — dideoxythymosintrifosfat

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EPO — erytropoetin

EPP — Erytropoeticka protoporfyrie

K562 — lidska myelogenni leukémie

GATA — 1 — transkripcni faktor

HIF — 1 — faktor 1 indukovany hipoxii

LCD — displej z kapalnych krystali (Liquid crystal display)
LED - light-emitting diode

MEL — mysi erytroleukémie

NaBu — butyryl sodny

NCBI — National Centre for Biotechnology Information
PCR — polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
PDF — format pteneseného dokumentu (Portable document format)
SA — Sideroblasticka anémie

SCoA — sukcinyl koenzym A

USB — univerzalni sériova sbérnice (Universal serial bus)

UV zafeni — ultrafialové zafeni
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