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Sekvenovani genu ZNF341

Abstrakt

Ve své bakalatské praci jsem se zabyvala problematikou genu ZNF341, ktery je spojeny
s defektem proteinu STAT3, zplsobujici syndrom hyperimunoglobulinémie E. Hyper
IgE syndrom je multiorganové onemocnéni zpusobujici ekzémy, alergie, skolidzu a

spoustu dal$ich nemoci.

V teoretické Casti jsem se zaméfila na gen ZNF341, jeho charakteristiku, umisténi na
chromozomu a onemocnéni, které zptsobuje jeho deficit. Nasledné jsem se zaméfila jiz
na zminéné onemocnéni hyperimunoglobulinémie E. U této nemoci jsem zkoumala,
Vv jakych formach se vyskytuje a tim, jaké jsou jeho pii¢iny a nasledky. Také jsem se

V teoretické ¢asti zminila o metodé PCR a o metodach sekvenovani DNA.

V praktické Casti jsem zpracovala 20 anonymizovanych vzorkd. U vSech vzorkd jsem
provedla izolaci DNA, PCR, elektroforézu, ptecisténi produkti PCR. Nasledovala
pfiprava na Sangerovo sekvenovani. Vzorky jsem poslala firmé¢ GenSeq s.r.o.

k osekvenovani, protoze ve Skolni laboratofi nebyl ptislusny sekvenator.

V zavére€né Casti  bakalafské prace jsem vyhodnocovala ziskané sekvence.
K vyhodnoceni sekvenci jsem pouzivala program BioEdit a internetovou databazi NCBI.
Také jsem dostala k dispozici nékolik sekvenci od déti z Ceskobudgjovicka a Karvinska.
U téchto vzorkt jsem poté porovnavala vyskyt mutaci genu. Z celkem vyhodnocenych
40 vzorki jsem ve dvou z nich nasla mutaci. Slo o stejnou mutaci, ktera doposud nebyla

popsana v databazi NCBI.
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Sequencing of the ZNF341 gene

Abstract

In my bachelor thesis | dealt with the issue of the ZNF341 gene, which is associated with
a defect in the STATS3 protein, causing the syndrome of hyperimmunoglobulinemia E.
Hyper IgE syndrome is a multiorgan disease causing eczema, allergies, scoliosis and
many other diseases.

In the theoretical part, | focused on the ZNF341 gene, its characteristics, its location on
the chromosome and the disease that causes its deficiency. Subsequently, | focused on
the already mentioned disease of hyperimmunoglobulinemia E. In this disease, |
investigated in what forms it occurs and what are its causes and consequences. | also

mentioned in the theoretical part about the PCR method and DNA sequencing methods.

In the practical part | processed 20 anonymized samples. For all samples | performed
DNA isolation, PCR, electrophoresis, purification of PCR products. This was followed
by preparation for Sanger sequencing. | sent the samples to GenSeq s.r.o. for sequencing

because there was no appropriate sequencer in the school lab.

In the final part of the bachelor thesis I evaluated the obtained sequences. | used the
BioEdit program and the NCBI internet database to evaluate the sequences. | also
received several sequences from children from the Ceské Budg&ovice and Karvini
regions. | then compared the incidence of gene mutations in these samples. Out of a total
of 40 samples evaluated, | found a mutation in two of them. It was the same mutation that

has not yet been described in the NCBI database.
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Uvod

Syndrom hyperimunoglobulinémie E, téZ znamy jako Jobuv syndrom, je primarni
imunodeficientni onemocnéni, které zasahuje imunitni a muskuloskeletalni systém
(Litzman, 2008). Projevy onemocnéni jsou imunologické i neimunologické.

Charakteristicka je zvySena hladina imunoglobulinu E, dale pak ekzémy, alergie, atd.

Jednou z pfi¢in tohoto onemocnéni jsou mutace genu ZNF341. Tento gen se nachazi
Vv jadfe na 20. chromozomu (Frey-Jakobs et al., 2018). Protein ZNF341 reguluje aktivitu
genu STAT3 a tim fidi i protein STAT3 (Beziat et al., 2018). V ptipad¢ poskozeni genu
ZNF341 dochazi k jiz zminénému Hyper-IgE syndrom.

Cilem vyzkumné ¢asti této bakalarské prace je osvojit si zdkladni metody molekularni
biologie, od izolace DNA, pies metodu PCR a elektroforézu, az po ptipravu na Sangerova
sekvenovani. Na zaklad¢ vyslednych sekvenci vyhodnotit nalezené mutace genu ZNF341
a porovnat vyskyt téchto mutaci ve vzorcich mezi populacemi déti z Karvinska a

Ceskobudgjovicka.

V zavislosti na vysledcich mohu porovnat kvalitu ovzdusi ve zminénych krajich.



1 Gen ZNF341

ZNF341 (= zinkovy prstovy protein 341) koduje transkripéni nuklearni faktor, ktery se
nachazi v jadru, kde vaze specificky motiv DNA pfitomny v genech (Beziat et al., 2018).
Gen obsahuje 15 exont a nachazi se na chromozomu 20911.22 (obrazek 1) (Frey-Jakobs
etal., 2018).
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Obrazek 1 Gen ZNF341 na 20. chromozomu (zdroj: Gene Cards, © 2021)

Lidsky gen ZNF341 koduje 2 hlavni traskripty, které se 1isi 0 21 in-frame nukleotidu
Vv ramci alternativniho sestfihu riznych akceptorovych mist na 3-hlavnim konci exonu 6.
Transkripty poskytuji izoformy 847 a 854 aminokyselin. Ob¢ izoformy obsahuji 12
domén zinkovych prstd C2H2 vazajici DNA a signal nuklearni lokalizace (NLS). PCR
detekovala ZNF341 exprese ve vSech testovanych bunénych liniich a typech bungk,
vcetné B bunék transformovanych virem Epstein-Barr (EBV), T bunék transformovanych
herpesvirem saimiri, primarnich endotelialnich bun¢k lidské pupecnikové zily (HUVEC),
fibroblasti transformovanych SV40 a primérnich keratinocyti. Ob¢ izoformy genu
ZNF341 byly detekovany v jadrech trasfektovanych bunék HEK2937 metodou Western
blot. (Beziat et al., 2018).

Podle studii se predpoklada, ze protein ZNF341 reguluje aktivitu geni STAT1 a STAT3 a
tim tidi produkci proteini STAT1 a STAT3. Tyto dva proteiny jsou zapojeny do
imunitniho systému, kde fidi cesty v bunkach, které pomahaji bojovat proti Cizim

Casticim, jako jsou viry, bakterie nebo houby (Beziat et al., 2018).

Dutlezity je zejména protein STAT3, ktery pienasi signdly pro zrani buné¢k imunitniho
systému, tedy T a B buné¢k (Beziat et al., 2018) a je centralnim regulatorem imunitni
homeostazy (Frey-Jakobs et al., 2018). STAT3 se téZ podili na normalnim vyvoji a
udrzovani kosti a jinych tkani (Beziat et al., 2018). Poskozeni STAT3 vede k nékolika
chorobdm, vcetné monogenniho autosoméalné¢ dominantniho syndromu hyper-
imunoglobulinu E (IgE) (AD-HIES). Na zakladé tohoto podnétu byli testovani pacienti
piibuznych rodin. U pacientii nebyla zjiSténa piitomnost mutace genu STAT3 se snizenou

expresi STAT3 (Frey-Jakobs et al., 2018). Gen STATS3 je hlavnim regulatorem odpovédi



T bunék, zejména Th17. Dilezitost STAT3 pfi regulaci diferenciace Th17 je zédkladem
fenotypt a symptomt mutanti STAT3 (August, 2018). Osobam s nedostatkem ZNF341
chybi buniky Th17, maji nadbytek Th2 a B bunky maji nizkou pamét’ (Beziat et al., 2018).

Jsou identifikovany dvé odlisné homozygotni mutace v ZNF341. Divoky typ ZNF341
vaze a aktivuje promotor STAT3, zatimco mutantni varianty genu snizuji transkripcni

aktivaci (Beziat et al., 2018)
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2 Hyper IgE syndrom

Syndrom hyperimunoglobulinu E (HIES) je vzacné primarni imunodeficientni
onemocnéni zptisobené mutacemi v STAT3 (Sowerwine et al., 2012). Typickymi znaky
hyper-IgE syndromu jsou ekzémy, zvySené sérové IgE, dermatitida, infekce ktize a plic.
Dale jsou také znamy neimunologické abnormality, jako jsou zlomeniny po malém
traumatu, vyrazny vzhled obliceje, hyperextenzni klouby a skoliéza (Minegishi, 2009).
Jsou znamy dv¢ formy HIES: dominantni forma a recesivni forma. Pro dominantni formu
jsou charakteristické neimunologické rysy kosterni a pojivové tkang, plicni abnormality,
mimo ekzému a infekci, které se opakuji. Naproti tomu recesivni forma nema somatické
rysy. Recesivni forma ma vyrazné virové infekce a neurologické komplikace (Freeman

et Holland, 2008).

2.1 Autosomalné dominantni HIES (AD-HIES)

Onemocnéni bylo identifikovano jako syndrom hyper IgE recidivujici infekce (HIES).
Bylo poprvé popsano Davisem et al. v roce 1966 jako Jobtv syndrom. Roku 1972 Buckey
etal., rozpoznal velmi vysoké hladiny IgE v séru (Chandesris et al., 2012). Imunoglobulin
mnohobunéénym parazitim (Hofejsi et al., 2017). Od této doby zaujimala triada ekzému,
vysoké zastoupeni IgE v séru a opakujici se infekce klize a plic, 1 kosterni, pojivove tkang,
mozkové a srde¢ni abnormality (Freeman et Holland, 2008). Existuje také riziko
autoimunnich a lymfoproliferativnich onemocnéni (GeneReviews, 2010-2020).
V soucasné dob¢ vime, ze mutace STAT3 jsou zodpovédné za drtivou vétSinu piipadii
AD-HIES. Dominantni onemocnéni bereme jako nedostatek STAT3, ¢imz ho odliSujeme
od recesivnich forem hyper IgE (Freeman et Holland, 2008). HIES je spojena
s morbiditou a mortalitou, avSak diky adekvatni péci, sledovani a shody osob zlepSuji

prognozu a délku ziti (GeneReviews, 2010-2020).

2.1.1 Klinické projevy

Deficit STAT3 je dysfunkce multiorganového onemocnéni (Freeman et Holland, 2008).
Projevuji se charakteristické rysy, jako jsou opakujici se bakterialni infekce kiize a plic,
oralni plisniovou infekci, abnormality kosti a pojivové tkané (Hillmer et al., 2016). Dtive

byl problém potvrdit diagnostiku HIES genetickymi testy, dokud neexistovaly somatické
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1 imunologické rysy. Proto byl vyvinut systém klinického hodnoceni pro ob¢ kategorie,

viz tabulka 1 (Freeman et Holland, 2008).

Tabulka 1 Klinické charakteristiky nedostatku STAT3

Imunologické charakteristiky

(% frekvence)

Neimunologické charakteristiky

(% frekvence)

Novorozenecka vyrazka (81%)

Charakteristicka tvar (83%)

Viedy (87%)

Zadrzené primarni zuby (72%)

Opakujici se pneumonie (87%)

Minimalni zlomeniny traumatu (71%)

Pneumatokoely (77%)

Skoliéza > 10 stupiiti (63%)

Ekzém (100%)

Hyperextenzibilita (68%)

Mukokutanni kandid6zy (83%)

Fokalni
(70%)

mozkové  hyperintenzity

Maximalni sérum IgE > 2000 IU/ml
(97%)

Chiati 1 Malformace (18%)

Eozinofilie (93%)

Kraniosynostdza (nezndma)

ZvySeny pocet lymfomu

Arteridlni aneuryzma (neznama)

Zdroj:Freeman et Holland, 2008

2.1.2 KuZe

Prvni projev deficitu STAT3 je novorozeneckd vyrazka. Nésleduji ekzematoidni a
pustularni vyrazky, které postihuji pokozku hlavy a oblicej. VyraZzky jsou vyznamné
hlavné v détstvi. Mimo ekzémii jsou typickym ptiznakem 1 kozni abscesy, které jsou
zplisobené nachylnosti k infekcim bakterie Staphylococcus aureus. Uroveti zanétlivych
pfiznakt je velmi proménliva, at’ uz jde o citlivost nebo teplo. ,,Studené* abscesy popsané
Davisem et al. jsou bézné. Navzdory absenci vnéjSich znamek zanétu vSak po aspiraci
existuje otevieny hnis a S. aureus se obvykle kultivuje. S profylaktickymi antibiotiky se
vyskyt téchto viedi podstatné snizuje. Problémové oblasti mohou pfetrvavat
Vv intertrigindznich oblastech, jako jsou podpazi, tfiselna oblast nebo pod prsty (Freeman
et Holland, 2008).
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2.1.3 Plice

Casto se vyskytuji opakujici se bakteridlni pneumonie. Pneumonie obvykle za¢inaji
v détstvi diky bakterialnim izolatim, jako jsou Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae a Haemophilus influenzae (Freeman et Olivier, 2016). Casté jsou i plisiové
plicni infekce a to zejména s Aspergillus fumigatus. Stejné jako u abscest studené kuize
mohou mit pneumonie mén¢ priznaki, nez by se dalo ofekavat u osoby s neporusenou
imunitou. Tento nedostatek pfiznakd a zpozdéni v klinické prezentaci miize ptispét
k pokroc¢ilému onemocnéni a vyznamnému poskozeni tkané pied identifikaci a zahajenim

vhodné 1é¢by (Immune Deficiency Foundation, 2020).

I kdyz pneumonie okamzité reaguji na vhodnou 1é€bu, tak hojeni plic se projevuje aberaci.
Béhem procesu hojeni se tvoii pneumatocoeles a bronchiektazie, a obvykle pretrvavaji i
po vymazani infekce. Tyto abnormality pak predisponuji ke gramnegativni bakterialni
infekci (Pseudomonas) a plisnovym infekcim (Aspergillus nebo Scedosporium) (Freeman
et Holland, 2008).

Sekundarni infekce byvaji obvykle indolentni a vymazou se obtizné. Tyto dlouhodobé
infekce jsou Cast&ji spojovany s umrtnosti nez akutnimi pyogennimi infekcemi. Tyto
infekce zptisobuji prasknuti velkych plicnich cév s Zivot ohrozujici hemoptyzou nebo

sifenim hub do mozku (Freeman et Holland, 2008).

2.1.4 Muskuloskeletilni abnormality

Mezi kosterni abnormality v deficitu STAT3 patii osteopenie, skoliéza, minimalni
zlomeniny traumatu, hyperextensibility a degenerativni onemocnéni kloubt. V dospivani
se objevuje u 75 % pacientt skolidza. Skolidza se 1i$i v zavaznosti, u nékterych jedinct

je potieba provést chirurgickou stabilizaci nebo korekci (Freeman et Holland, 2008).

U pacientii s AD-HIES se také objevuji roztavené kosti lebky (kraniosynostdza) a extra

nebo abnormalné tvarovana zebra nebo obratle (Immune Deficiency Foundation, 2020).

Hyperextenzibilita malych 1 velkych kloubl je Castd a miize souviset s vyvojem
degenerativniho onemocnéni kloubt, a to zejména patete. Déle jsou Casté i zlomeniny
traumatu a snizend hustota kostnich materiali. Bylo prokazano, Ze resorpce kosti je
abnormalné¢ zvySend u pacientq s HIES v disledku abnormalit v syntetické draze

prostaglandinu a reaguje na nesteroidni latky (Freeman et Holland, 2008).
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2.1.5 Lebecni abnormality

Jedna se o kraniosynostozu V riiznych stupnich, ktera obvykle nevyzaduje chirurgickou
opravu. Velmi Casto se také vyskytuji malformace Chiari 1 (Freeman et Holland, 2008).
Chiari malformace je stav, kdy spodni ¢ast mozku, nazyvana cerebelarni mandle, herniace
doli skrz lebku a do pateiniho kanalu. Herniovana tkan blokuje normalni tok
mozkomisniho moku. Toto blokovani muize zpusobit nahromadéni tekutiny v mise
(syringomyelia) nebo v mozku (hydrocefalus). Chiari typu 1 se vyskytuje nejcastéji a
postihuje déti 1 dospélé. Chiari 1 muze zplsobit michu naplnénou cystu (syrinx)

(Mayfield Brain & Spine, 2008-2021).

Pokud jsou Chiariho malformace pozorované, obvykle nevyzaduji chirurgickou opravu.

Tyto malformace jsou obvykle nahodnymi nalezy (Freeman et Holland., 2008).

2.1.6 Zubni abnormality

U vétsiny osob s nedostatkem STAT3 dochazi k poskozeni dentice. Nejspise se jedna o
selhani odlupovani primarnich zubt, nikoli o to, aby se vyvinuly sekundarni zuby.
Jakmile se primarni zuby odlupuji, at’ uz vytrzenim zubii nebo pfirozené, objevuji se zuby
sekundarni, které se normaln¢ tvofi. Nekdy se stane, Ze jsou pritomny ob& vrstvy chrupu
soucasné, jak primarni, tak sekundarni. Objevi se sekundarni chrup, ptfestoze primarni
nevypadl. Dalsi charakteristické nalezy jsou také na Ustni sliznici, jazyku, Gstni dutiné a
tvarich. Centralni dilky v jazyku mohou byt zplisobeny nebo sekundarné infikovany
kandidou. Na ustni sliznici jsou Casto pozorovany neobvykle vyrazné vrasky (Freeman et

Holland, 2008).

2.1.7 Tvar

Osoby s nedostatkem STAT3 maji charakteristicky vzhled obliceje, takze to mize
vypadat, Ze ani nejsou piibuzné S ostatnimi ¢leny rodiny. Mezi znaky patii asymetrie
obliCeje, Siroky nos a hluboko posazené o¢i s vyraznym celem. KiiZze na obli¢eji ma drsny
vzhled s piehnanou velikosti port. Tento vzhled se obvykle vyviji béhem détstvi a

dospivani (Freeman et Holland, 2008).
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2.1.8 Malignity

S nedostatkem STAT3 jsou spojené¢ i zvySena rizika malignit. Byly popsany jak
Hodgkintiv, tak non-Hodkintv lymfom (NHL). VétSina NHL pochazi z B bunék
s agresivni histologii. Mezi dalsi rakoviny popsané v HIES patfi leukémie a rakoviny

jater, vulvy a plic (Freeman et Holland, 2008).

2.1.9 Terapie AD-HIES

Specifické terapie pro nedostatek STAT3 se teprve vyviji, ale podplirna péce byla dobie
zdokonalena. Uginna péée o plet ¢asto zavisi na kontrole povrchové i invazivni infekce
S. aureus. Velmi tc¢inné jsou bélici koupele a koupani v chlorovanych bazénech. K 1é¢bé
ekzému obvykle neni nutné potlaceni systémové imunity, protoze ma velmi dobrou
odpovéd’ na antimikrobialni latky (Freeman et Holland, 2008). Antibioticka profylaxe
trimethoprim-selfomethoxasole je obvykle pouzivana proti opakujicim se respiracnim
infekcim (Immune Deficiency Foundation, 2020). Pro pneumonii je idealni 1é¢ba
etiologickym cinidlem. Bronchoskopie je uzitecnd pro obnovu patogenu a pomoc pfi
odstrafiovani hnisu, protoZe pacienti nemaji dostate¢nou reakci na kasel (Freeman et

Holland, 2008).

Pted identifikaci deficitu STAT3 bylo velmi malo studii o pti¢inach HIES. Levisol je
neobvyklé antihistaminikum, které stimuluje funkci T a NK bun¢k. V randomizované
studii bylo zji§téno, Ze je niZ8i nez placebo. Interferon-gama byl pouZzit se smiSenymi
vysledky. In vitro zlepSoval chemotaxi neutrofild, ale in vivo mé¢l nekonzistentni ucinky
na hladiny IgE. Intraven6zni imunoglobulin mtize u nekterych pacientli snizit pocet
infekei. Kauzuistiky a malé série ptipadl vychvalovaly blokédu cyklosporinu a histamin-
2 receptoru. Omalizumab, coZz je monoklonalni protilatka proti IgE, nebyl doposud

studovan a neni tak znamo, zda muze byt néjak ptinosny (Freeman et Holland, 2008).

Multisystémova nemoc, jako je nedostatek STAT3, vyzaduje sofistikovany pfistup

(Freeman et Holland, 2008).

15



2.2 Autosomalné recesivni HIES (AR-HIES)

Diky Renner et al. byla roku 2004 popsana recesivni forma onemocnéni, které bylo
podobné dominantni formé, avsak se lisilo zavadou STAT3 (Freeman et Holland, 2008).
Recesivni forma je spojovana s nedostatkem DOCK8 a PGM3 (Zhang et al., 2018).
Onemocnéni je Casté zvlasté v oblastech svéta, kde je vysoka mira ptibuznosti (Immune
Deficiency Foundation, 2020). Stejné jako u dominantniho HIES jsou projevem recesivni
formy tézké ekzémy, zvysené sérové IgE, opakujici se kozni a virové infekce, ale chybéji
kosterni nalezy a pojivové tkdné, které jsou charakteristické pro nedostatek STAT3

(Freeman et Holland, 2008).

2.2.1 Klinické projevy AR-HIES

Prvnim pfiznakem recesivni formy hyper IgE syndromu miZze byt sucha, cervena,
Supinatéd kozni vyrézka, kterd se objevuje pii narozeni nebo na zacatku kojeneckého veku.
Téz se mize objevit svédéni. Novorozenci jsou velmi citlivi na bakteridlni infekce,
zejména na stafylokokové. Takové infekce mohou zplsobit viedy a abscesy na pokozce.
Abscesy lze nalézt také na kloubech, dasnich, za uchem, v priduskach a v samotnych
plicich (National Organization for Rare Disorders, 1991-2012). Za kozni infekce jsou
zejména zodpovédné bakterie S. aureus (Freeman et Holland, 2008). Néktefi jedinci jsou
vsak citlivi obzvlasté na virové infekce, jako je Molluscum contagiosum (MCV), Herpes
simplex (HSV), Varicella zoster virus (VZV) a lidsky papilomavirus (HPV). Tyto infekce
se vetSinou vyskytuji souc¢asné (National Organization for Rare Disorders, 1991-2012).

U 0s0b s recesivni formou hyper IgE syndromu se téz mohou rozvinout opakované plicni
infekce. Pneumonie je spojena s hromadénim tekutiny kolem plic nebo hnisem mezi
vnéj$im povrchem plic a hrudni st€énou. Mohou se vyvinout opakované respiracni a
sinusové infekce. Tyto infekce jsou zpisobené Sirokym spektrem grampozitivnich a
gramnegativnich hub a bakterii, v¢etné¢ Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, Pneumocystis jirovencii a Histoplasma capsulam (National Organization for
Rare Disorders, 1991-2021).

Osoby s AR-HIES maji také vysokou frekvenci neurologickych komplikaci, véetné

vaskularnich mozkovych 1ézi a encefalitidy (Immune Deficiency Foundation, 2020).
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2.2.2 Imunologické projevy

Osoby s AR-HIES maji vysoké sérové IgE, velmi podobné jako jedinci s AD-HIES,
avSak maji obvykle vyssi eozinofilii. Mohou se objevit autoimunitni jevy, vcetné
hemolytické anémie. Funkce lymfocytii a fenotypizace jsou u této formy nekonzistentni,
ackoliv byla pozorovana snizend proliferace lymfocyti v reakci na stafylokokovy
antigen. Redukce nitroblue-tetrazolia a chemotaxe neutrofilii je v normalu (Freeman et
Holland, 2008).

2.2.3 Terapie AR-HIES

Do jisté miry zustava 1é¢ba HIES podpurna (Immune Deficiency Foundation, 2020).
Onemocnéni je méné prozkoumdno neZ deficit STAT3. Nejpravdépodobnéji by mohli
pomoci antimikrobidlni latky, s antifylokoky, antivirotiky a antimykotika. Tyto latky
pomohou, kdyz se objevi mukokutanni kandidéza nebo invazivni houbové onemocnéni.
Zabranit invazivni bakterialni infekci mize agresivni péée o plet’ (Freeman et Holland,

2008).

Zavaznost onemocnéni v recesivni formé je obvykle horsi nez deficit STAT3, ktery se
nachdzi v dominantni formé. Transplantace kostni dfené a imunomodulaéni terapie

vyzaduji jesté dalsi prizkum (Freeman et Holland, 2008).

2.3 Dédicnost Hyper IgE syndromu

Autosomalné dominantni HIES, s mutacemi STAT3, se vyskytuje jak u muzui, tak u zen
vSech etnickych skupin. Onemocnéni se zdanlivé vyskytuje se stejnou frekvenci.
V rodinach, kde se nachazi vice neZ jedna postiZend osoba, je pfenos onemocnéni
s autosomalné dominantni dédicnosti. Onemocnéni se vyskytuje u vétSiny pacientl
sporandicky. Téméf za vSechny piipady autosomélné dominantni HIES je zodpovédna
mutace STAT3. Mutacni analyza tohoto genu by umoZnila genetické poradenstvi a

definitivni diagnézu (Immune Deficiency Foundation, 2020).

Osoby, které maji autosomalné recesivni HIES, jsou vétSinou z pfibuzné rodiny, avSak
nemusi tomu tak pokazdé byt. Delece a mutace v genu DOCKS8 na 9. chromozomu tvofi

vétSinu piipadd, ackoli nékteré osoby s AR-HIES ma normélni gen DOCKS8. Mutac¢ni

17



analyza vySe uvedeného genu je dulezitd pro diagnostiku a genetické poradenstvi

(Immune Deficiency Foundation, 2020).
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3 Metody PCR

PCR neboli polymerazova tetézova reakce slouzi k amplifikaci useku DNA (Srsen,
1995). Je to technika in vitro zaloZena na principu replikace DNA, kdy se polymera¢ni
¢ast sekvence DNA namnozi a vytvoii miliony kopii (Kuciel a Urban, 2016). K PCR
potiebujeme syntetické oligonukleotidy, které jsou komplementarni ke zndmym
sekvencim ohranicujicim oblast zajmu, aby mohla byt ve zkumavce zahajena enzymova
amplifikace ¢asti DNA mezi témito sekvencemi. Metodu PCR vyvinul Kary Mullis roku
1987, ktery za tuto praci obdrzel v roce 1993 Nobelovu cenu za chemii (Snustad, 2009).

Metoda PCR zahrnuje tii kroky, které se né€kolikrat opakuji. V prvnim kroku je sekvence
genomové DNA denaturovana zahtatim na 92-95°C po dobu 30 sekund. Ve druhém kroku
je tato denaturovana DNA hybridizovéana s nadbytkem syntetickych oligonukleotidovych
primerq, které se spole¢n¢ inkubuji pfi teploté 50-60°C po dobu 30 sekund. V poslednim
kroku je pouzita DNA-polymerdza pro replikaci tUseku DNA mezi misty

komplementarnimi k oligonukleotidovym primerum (Snustad, 2009).

Primery jsou synteticky pfipravené jednovldknové oligonukleotidy, které mayji
komplementarni sekvenci k sekvencim na 3‘-koncich obou vlaken rozmnoZovaného
useku. Skladaji se pfiblizné z 20 nukleotidi. Pomoci primer se rozmnoZovany usek
DNA ohranicuje. Tim také umoziuje i jeho identifikaci misto znackovanych sond, které

se pouzivaji pti Southerové metodé (Srsen, 1995).
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4 Sekvenovani

Sekvenovani DNA slouzi ke stanoveni poradi (sekvence) nukleotidi v dané molekule
DNA (Bartova, 2011). Metody sekvenovani DNA lze rozdélit na metody klasické a
metody sekvenovani nové generace. Mezi klasické metody patii Maxam-Gilbertova
metoda a Sangerova metoda (LabGuide, 2014-2019). Walter Gilbert a Frederick Sanger
obrdzeli za tyto metody roku 1980 Nobelovu cenu. (Kuciel a Urban, 2016). A pfedevsim

Sangerova metoda se rutinné pouziva dodnes (LabGuide, 2014-2019).

Metody sekvenovani nové generace vznikly v poslednich dvaceti letech. V porovnani
s klasickymi metodami umoziuji rychlejSi a cenov€ piiznivéjsi produkei vétsiho
mnozstvi osekvenovanych vzorkli najednou. Sekvenovani nové generace vyuziva
paralelizace procesu sekvenovani. Dochazi tedy k sekvenovani nékolika tisicti az milioni
sekvenci soucasné. Vysledkem je obrovskad produkce vystupnich dat s tim, Ze se data

musi utfidit a analyzovat, coz byva ¢asové naro¢né (LabGuide, 2014-2019).

4.1 Maxam-Gilbertovo sekvenovani

Tato metoda byla prvni pfijatou metodou pro sekvenovani DNA, kterou vynalezli Allan
Maxam a Walter Gilbert (Snustad, 2009). Je to metoda, ktera je zalozena na chemickém
Stépeni jednotlivych typil bazi. Pracuje se s jednovldknovou DNA, kterd je jednom svém
konci, at' uz 3¢ nebo 5°¢, radioaktivné znacena. Reakce se provadi ve ¢tyfech zkumavkach.
V kazdé zkumavce je provadéno Stépeni jen urCitych typl bazi. To tedy znamend, ze
DNA je Stépena jen v misté uritych bazi. Timto zpisobem vznika smés rizn¢ dlouhych
fragmentli, které kon¢i v misté urcit¢é baze a jejich elektroforézou v hustém
polyakrylamidovém gelu, kdy jsou vSechny ctyfi reakce naneseny vedle sebe. Tim ur¢ime
rozdily v délce fragmentii a to, jak daleko byla tato baze od zacatku fragmentu.
Odectenim pozice jednotlivych bazi ve vSech reakcich zjistime sekvenci dan¢ho useku,

viz obrazek 2 (LabGuide, 2014-2019). Tato metoda se vsak jiz béZné nepouziva.
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Obrazek 2 Maxam-Gilbertova metoda (zdroj: LabGuide, 2014-2019)

4.2 Sangerova metoda

Sangerova metoda sekvenovani je téZ nazyvana jako dideoxy sekvenovani (Kuciel a
Urban, 2016). Tato metoda vyuziva proces replikace DNA (LabGuide, 2014-2019).
Dideoxy sekvenovani je zaloZeno na prodluzovani kratkych primertt DNA polymerazou
a ukonceno znaCenymi dideoxynukleotidy (ddNTP). Nejdifive je potieba provést
denaturaci dvouSroubovicové DNA na jednotliva vldkna. Toho lze dosahnout pomoci
zahtati vzorku. Nasledn€ se na jedno vlakno navéaze kratky primer, diky kterému bude
sekvenovano jen jedno vldkno DNA. Navazany primer ma smér 5‘— 3°, proto zacne na
3¢ konci syntéza noveé vznikajiciho vlakna podle templatového fetézce DNA, ktery ma

smér 3° — 5° (Kuciel a Urban, 2016).

Dtive se sekvenace provadéla takto. Reakce se provadéla ve ctyfech zkumavkéch.
V kazdé zkumavce byla jednovldknova DNA, primer, deoxynukleotidy (dATP, dTTP,
dCTP a dGTP), DNA polymeraza a jeden specificky dideoxynukleotidy (ddATP, ddTTP,
ddCTP a ddGTP) (Kuciel a Urban, 2016). Jednotlivé dideoxynukleodity byly zastoupeny
Vv relativné malém mnozstvi (LabGuide, 2014-2019). Dideoxynukleotidy maji na téetim
uhliku misto OH skupiny vodik, ¢imz se lisi od deoxynukleotida (Kuciel a Urban, 2016).
V reakci muselo byt pfitomno vice ANTP nez ddNTP a to pfiblizné¢ v poméru 100:1.
Tento pomér zajistoval spravny prubeh klasické syntézy DNA (Snustad, 2009). Pomoci
radioaktivniho ddNTP bylo snazs$i detekovat posledni zafazeny nukleotid. Diky
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zatazovani ANTP byly syntetizovany rtizné dlouhé fetézce DNA (Kuciel a Urban, 2016).
Po ndhodném zaclenéni ddNTP do vldkna byla syntéza vznikajiciho vldkna ukoncena
(Kocarek, 2004). Po pripojeni ddNTP uz nelze ptipojit dalsi nukleotid. Vysledkem byly
tedy DNA fragmenty zakoncené radioaktivné znacenymi ddNTP. K separovani DNA
fetézcl se pouzivala gelova elektroforéza, pti které dochazelo k rozdéleni téchto
fragmentt (Kuciel a Urban, 2016). Délka fragmentd byla vzdy odlisna o jeden nukleotid
(obrazek 3). Pro identifikaci poslednich zna¢enych ddNTP se pouzivala autoradiografie,

coz je technika k prikazu radioaktivnich prouzkt (Campbell a Reece, 2006).

V dnesni dobé& se pouZzivaji pfistroje pro automatizované sekvenovani. Celd sekvenaéni
reakce se provadi jen vjedné zkumavce (Kuciel a Urban, 2016). V automatickém
sekvenovani DNA se pouzivaji fluorescencni barviva misto radioaktivnich izotopt
ddNTP (Snustad, 2009) a je nahrazena gelova elektroforéza za kapilarni (Swerdlow a
Gesteland, 1990). Po probéhnuti sekvenacni reakce se vyuziva zminéné kapilarni
elektroforézy a laserového zafizeni k zachyceni signilu z fluorescenéné znaceného
ddNTP, pificemz kazdy nukleotid je znafeny jinou barvou. Vysledkem je
elektroforetogram, na kterém jsou zobrazeny barvené piky, jejichz vrcholky jsou
pfirazeny k jednotlivym nukleotidim podle barvy. Barevné vrcholky jsou déle
automaticky pievedeny do sekvence bdzi. Tato sekvence je komplementarni

k templatovému fetézci (Kuciel a Urban, 2016).
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Obrazek 3 Princip sekvenovani DNA - useky DNA o riizné délce vzniklé zaclenenim
fluorescencné znacenych ddNTP (zdroj: Kocarek, 2004)
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4.3 Novéjsi metody sekvenovani

Jak uz je zminéno vyse, sekvenovani nové generace neboli ,,next generation sequencing*
vzniklo v poslednich dvaceti letech. V porovnani s klasickymi metodami sekvenovani
umoziuji novéjsi metody rychlou a cenové piiznivou produkci velkého mnozstvi
osekvenovanych vzorkli najednou. Sekvenovani nové generace vyuziva principu
paralelizace procesu sekvenovani, kdy dochazi k sekvenovani tisict az miliona sekvenci
soucasn¢. Vysledkem je obrovska produkce vystupnich dat s naslednou potfebou data

roztiidit a analyzovat (LabGuide, 2014-2019).

Nové metody sekvenovani jsou vyuzivany predevsim pro celogenomové sekvenovani,
studium genetické variability, muta¢ni analyzu, transkriptomovou analyzu (RNA-
sequencing), studium DNA-proteinovych interakci a metagenomiku (LabGuide, 2014-
2019).
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5 Cile prace
Cilem mé bakalatské prace bylo:

1. Seznamit se s literaturou ohledné genu ZNF341 a Hyper-IgE syndromu.

2. Osvojit si zakladni metody molekularni biologie — izolace DNA, PCR,
sekvenovani, hodnoceni sekvenci.

3. Srovnat vyskyt nalezenych mutaci v genu ZNF341 mezi populacemi déti

z Karvinska a Ceskobudgjovicka.
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6 Metodika

Praktickou cast své bakalaiské prace jsem povedla v laboratofich Zdravotné socidlni
fakulty Jiho¢eské university v Ceskych Budgjovicich pod vedenim pana Ing. Tomase
Nixe, Ph.D. Analyzovala jsem 20 anonymizovanych vzorkii od ndhodné vybranych
jedinct. U téchto jedinct jsem provedla bukalni stér s naslednou izolaci DNA. Po
vyizolovani DNA jsem si pomoci metody PCR naamplifikovala urCity tsek genu a
nasledné jsem diky elektroforéze zjistila pfitomnost tohoto genu. Poté jsem tento PCR
produkt precistila a poslala na sekvenaci. Sekvenaci jsem nechala provést u firmy GenSeq

S.I.0.

6.1 Odbér vzorku

Nejprve jsem odebrala vzorky DNA, které jsem ziskala pomoci bukélniho stéru a
nasledné z nich provedla izolaci DNA. Pied samotnym odbérem jsem osoby poucila 0
tom, ze by hodinu pied provedenim stéru nemély nic jist ani pit, pouze ¢istou vodu. Stér
z bukalni sliznice jsem provedla sterilnim vytérovym tamponem. Béhem stirani sliznice
dutiny Ustni jsem tamponem otacela, abych vyuZila celou jeho plochu. Poté jsem vytérovy

tampon vloZila do zkumavky a peclivé oznacila.

6.2 lzolace DNA

K izolaci jsem pouzila komeréné dodavany kit od firmy Macherey-Nagel. BEhem izolace

jsem postupovala podle ndvodu od toho vyrobce.

Pomicky:
e Pipeta
e Spicky
e Kaolonka
e 15 ml zkumavky
e Sbérné zkumavky

e Rukavice

Reagencie:

e PBS (Phosphate Buffered Saline)
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e Wash Buffer BL2
e Wash Buffer BL3
e Buffer BL1

e Elution Buffer BL4
e Proteinaza K

e 96 % Ethanol

Pracovni postup:

Jako prvni jsem si zapnula vodni lazen na 70°, vyhtala elu¢ni pufr BL4 na 70°C a nechala
jsem rozpustit proteinazu K. Poté jsem Si popsala $titky a oznacila jimi 1,5 ml zkumavky.
Do ptipravenych mikrozkumavek jsem sterilné odstiihla vytérové tampony, piidala 10 pl
proteindazy K, 200 pul PBS a 200 pl lyza¢niho pufru BL1. Néasledn¢ jsem vzorky
zvortexovala a stocila. Mikrozkumavky jsem vlozila do vodni l4zné€, kde jsem je nechala
inkubovat po dobu 20 minut pfi teploté 70°C. Mezitim jsem si pfipravila a popsala jednu
kolonku a dvé sbérné zkumavky. Dale jsem popsala jednu 1,5 pl mikrozkumavku,
nalepila stitek pro kone¢nou DNA. Po inkubaci jsem vzorky zvortexovala a kratce stocila.

Nasledné¢ jsem piidala 200 pl ethanolu, znovu zvortexovala a stocila.

Z kazdé mikrozkumavky jsem sterilné¢ odstranila vytérovy tampon a lyzat jsem
prepitetovala do pfedem piipravenych a oznacenych kolonek a provedla centrifugaci po
dobu 1 minuty pfi 11 000 x g. Po centrifugaci jsem kolonky pfemistila do novych
sbérnych zkumavek a filtrat i se zkumavkou vyhodila. Nasledn¢ jsem ptidala 500 ul pufru
BL2 a nechala stocit 1 minutu pii 11 000 x g. Filtrat ze sbérnych zkumavek jsem vylila a
pridala 600 ul promyvaciho pufru BL3 a nechala centrifugovat po dobu 2 minut pii
11 000 x g. Opét jsem vylila filtrat ze sbérnych zkumavek a provedla centrifugaci po dobu
30 vtefin pfi 11000 x g. DNA byla navazana na silikagel v kolonce, takZe jsem mohla

sbérnou zkumavku s filtratem vyhodit.

Do pfipravené a oznacené 1,5 ml zkumavky jsem opatrn€ prendala kolonku s DNA.
Pridala jsem 20 pl ptfedehiatého pufru BL4 a nechala inkubovat pii pokojové teploté
piiblizné 5 minut. Po uplynuti této doby jsem dala vzorky do centrifugy a nechala je stocit
1 minutu pii 11000 x g. DNA jsem piepipetovala na kolonku, nechala 5 minut inkubovat
a znovu stocila na centrifuze po dobu 1 minuty pii 11000 x g. Tuto dvoji eluci jsem

provedla, abych dosahla vyssi koncentrace DNA. Nasledné jsem kolonku vyhodila a
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ziskala ¢istou DNA v oznacené 1,5 ml zkumavce. Poté jsem provedla méfeni koncentrace

vzorkd DNA a dale skladovala pfi teploté -20°C.

6.3 Meéreni koncentrace vzorki DNA

Pomiicky:
o Buffer BL4
o Spicky
e Pipeta

Ptistroje:
e Spektrofotometr Colibri Microvolume

K méteni koncentrace DNA jsem pouZila spektrofotometr Colibri Microvolume. Nejprve
jsem pouzila pufr BL4 jako blank, jehoz koncentrace je nulova. Nasledné jsem méfila
koncentrace jednotlivych vzork po 1 pul DNA. Namétené koncentrace se pohybovaly

v rozmezi 20-70 ng/pl, tedy az na par vyjimek.

6.4 PCR

Metoda PCR neboli polymerdzova fetézova reakce slouzi k amplifikaci tseku DNA
(Srsen, 1995). Je to technika in vitro zalozena na principu replikace DNA, kdy se

polymeracni ¢ast sekvence DNA namnozi a vytvoii miliony kopii (Kuciel a Urban, 2016).

Do kazdého testu PCR je nutné dat templatovou DNA, dva primery (R — reserve a F —
forward), které nam ohranicuji vybrany usek DNA, nukleotidy, které zahrnuji ¢tyii baze
— adenin, cytosin, guanin, thymin, které funguji jako stavebni kameny a Taq DNA
polymerazu, coz je klicovy enzym pro syntézu PCR produktu (Garibyan a Avashia,
2013). Tag DNA polymeraza je izolovana z bakterie Thermus aquaticus (Kuciel a Urban,
2016).

Vsechny tyto komponenty jsou smichany v mikrozkumavkach a poté umistény do
termocykleru. Termocykler je pristroj, ve kterém probiha PCR reakce. Pfistroj zvySuje a
snizuje teplotu bloku, ve kterém jsou mikrozkumavky s reakéni PCR smési. Reak¢ni
roztok se nejprve zahieje, kdy dojde k oddéleni fetézct, tedy k denaturaci. Poté se teplota

snizi a na segmenty DNA nasedaji specifické primery. Tento proces se nazyva
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hybridizace. K hybridizaci dochazi pouze v ptipad¢, Ze primery a DNA jsou v sekvenci
komplementarni. Opét dojde ke zvyseni teploty, pti které je DNA polymeraza schopna
prodluzovat primery pfidavanim nukleotidi k vyvijejicimu se fetézci DNA. Pii kazdém

opakovani téchto tii fazi dochazi k amplifikaci DNA (Garibyan a Avashia, 2013).

Velikost sekvenovaného useku

Gen ZNF341 ma 67510 bp. Cely exon 15 obsahuje 1282 nukleotidi. Béznymi
sekvenaroty nelze osekvenovat tak dlouhy exon, proto se osekvenovala pouze jeho druha
¢ast. Z finanénich divodi nebylo mozno sekvenovat cely exon. Na obrazku 4 je

tmavocervené zobrazen cely exon 15 a modie jSou 0znaceny primery.

gasagtacteaatanatgtitt _ SEEECEELE

Obrazek 4 Sekvence exonu 15 (zdroj: NCBI -

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1173639576)

Primery pro PCR

Pouzité primery (tabulka 2) byly navrZeny v laboratofi za pomoci programu Primer
BLAST. Tento program je volné¢ dostupny na  strankdch  NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Pivodni koncentrace primerd byla
100 pmol/pl, ale pro své ti¢ely jsem si roztok primert natedila na koncentraci 10 pmol/pl.
Natedila jsem to tim zplisobem, Ze jsem do mikrozkumavky napipetovala 45 pl vody a
5 wul zasobniho roztoku primeru. Primery byly syntetizovany na zakazku firmou Generi

Biotech.

28



Tabulka 2 Sekvence pouzitych primerii pro PCR

Primer Sekvence Délka
ZNF341exon15F | 5~ TGATGCTCCTGTTTGGGTCC -3¢ | 20 bp
ZNF341exon15R | 3* — CACCCGGACACGTTATGACA -5 | 20 bp

Zdroj: vlastni

Pomicky:
o Spicky
e Rukavice

e 0,2 ml mikrozkumavky

Reagencie:
e DNA

e primer forward
e primer reverse
e MasterMix

e PCR voda

Pracovni postup:

Jako prvni jsem si popsala 0,2 ml PCR mikrozkumavky. Z mraziciho boxu jsem si
vyndala potfebné reagencie a nechala je rozmrznout. Po rozmrazeni jsem reagencie
zvortexovala a zcentrifugovala. Do jednotlivych mikrozkumavek jsem napipetovala 7,5
pl MasterMixu, 1,5 pl primeru reverse, 1,5 pl primeru forward a 1,5 ul DNA v zavislosti
na jeji koncentraci. A jako posledni jsem ptidala 3,5 pl vody, aby vysledny objem mél 15
pl. Nasledné jsem mikrozkumavky zvortexovala, stocila a vlozila do termocykleru, kde
jsem nastavila piislusny program (viz tabulka 3) a nechala probéhnout reakci. Pouzity
teplotni profil nebylo potieba nijak optimalizovat, protoZe jiz byl v laboratofi diive pouzit

pro amplifikaci ¢asti exonu 15 genu ZNF341.
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Tabulka 3 Teplotni profil PCR

Proces Teplota | Cas Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace | 95°C 10 min |1
Denaturace 95°C 30s 35
Annealing 60°C 30s 35

Extenze 72°C 1 min 35

Konecna extenze 72°C 10min |1

Chlazeni 12°C 12hod |1

Zdroj: viastni

6.5 Elektroforéza

Elektroforéza je zakladni metoda pro separaci DNA molekul ¢i jejich fragmentd na
zaklade jejich velikosti, tedy poc¢tu pari bazi (Kuciel a Urban, 2016). Nukleové kyseliny
jsou zaporn¢ nabité molekuly, které jsou odd€lovany na zéklad¢ jejich rozdilné
pohyblivosti v elektrickém poli. Nukleové kyseliny se pohybuji od katody k anodé¢. Tato
pohyblivost molekul zalezi na jejich molekulové hmotnosti. Cim mensi molekuly jsou,
tim se v daném nosi¢i (v tomto pifipad€ gelu) pohybuji rychleji. Vétsi molekuly se
pohybuji v gelu o néco pomaleji. K vizualizaci odd€élenych molekul se vyuzivaji barviva
ethidium bromid nebo SYBR green a ke kone¢nému zviditelnéni je nutné gel prosvitit
UV zafenim (Magdeldin, 2012). Gelovou elektroforézu jsem vyuZila pro ovéfeni, zda

amplifikace vybraného tiseku DNA probé¢hla v potadku.

Pomiicky:
e Pipeta
o Spicky

e Rukavice

Reagencie:
e Agaréza SERVA

e 1XTBE-puffer
e Ethidium bromid SERVA
e 100bp DNA-ladder (NEB, ROTH)

e Destilovana voda
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Pracovni postup:

Nejprve jsem zacala ptipravou 3% agardzového gelu. Navazila jsem do banky 3 g agarozy
a ptilila 100 ml 1xTBE. Nésledné jsem tuto batiku zahiivala v mikrovinné troubé¢, dokud
jsem se nezbavila bublin. Nasledn¢ jsem banku ochladila proudem studené vody na 70°C,
pridala 10 pl ethidium bromidu a promichala. Ethidium bromid je karcinogenni latka,
musi se sni zachazet s velkou opatrnosti. Poté jsem gel nalila do formy, umistila

hiebinek, ktery vytvoril v gelu jamky a nechala ho ztuhnout.

Po ztuhnuti gelu jsem vyndala hiebinek a gel vlozila do elektroforetické vany. Vanu
s gelem jsem zalila 1XTBE pufrem tak, aby byl gel ponofeny. Nasledn¢ jsem do prvni
jamky napipetovala 5 ul 100bp DNA ladderu, a pak do dalSich jamek 5 pl jednotlivych
vzorkli PCR. Elektroforetickou vanu jsem piikryla vikem a pfipojila elektrody.
Elektroforéza probihala po dobu 35 minut pii 110 V.

Po ukonceni elektroforézy jsem odpojila elektrody a sundala viko z vany. Gel jsem
opatrn¢ vzala a umistila jej na UV transiluminator, kde jsem ho prosvitila UV zafenim.

Gel jsem vyfotografovala a obrazek ptesunula na pfipraveny flash disk.

6.6 Enzymatické precisténi PCR produkti

Metoda enzymatického piecisténi PCR je snadny zpiisob, jak odstranit zbyvajici ANTP a
primery z PCR reakce. Exonukleaza I (EXO I) degraduje zbytky primerti PCR a alkalicka
fosfataza krevet (rSAP) defosforyluje zbyvajici ANTP. Po této metodé mohou piimo
nasledovat aplikace, jakou jsou Sangerovo sekvenovani, NGS (= Next Generation
Sequencing), genotypizace, analyza SNP (= single-nucleotide polymorphism) a rizné
modifikace PCR. Po tepelném cyklovani se do PCR reakce pfidaji 2 enzymy, beze zmény
pufru ¢i dalSich piisad. Tyto enzymy jsou 100% kompatibilni se vSemi bé&zné

pouzivanymi pufry pro PCR reakci (New England BioLabs, 2019).

K ¢isténi PCR produkti dochézi vzdy pied sekvenovanim, hlavné disledku toho, Ze by
mohlo dojit ke Spatné Citelnosti sekvenacnich grafii. Mezi nejznaméjsi pficiny patii
pfitomnost riznych inhibitori v templatech reakce (napft. krev, tkan, ale mohou to byt 1

alkoholy a soli) (Kujanova, 2019).
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Pomicky:
e Pipeta
e Spicky
e 1,5ml zkumavky

e Rukavice

Reagencie:
e EXO I (NEB)

e SAP (NEB)
e PCR produkt

Postup precisténi:

Nejprve jsem produkt PCR zvortexovala a stocila na cetrinfuze. Do mikrozkumavek jsem
napipetovala 5 pl PCR produktu, 0,5 pul EXO I a 1 ul rSAP. Nasledné¢ jsem
mikrozkumavky zvortexovala, kratce stocila na centrifuze a vlozila do termocycleru. Na
termocycleru jsem zvolila ptislusny program, ktery zahrnuje inkubaci vzorki a inaktivaci

enzymu (tabulka 4).

Tabulka 4 Teplotni profil PCR - EXO

Postup Teplota | Cas
Inkubace 37°C 15 min
Inaktivace enzymi | 80°C 15 min

Zdroj: New England BioLabs, 2019

6.7 Priprava na sekvenovani

Pomicky:
e Pipeta
e Spicky
e 1,5ml zkumavky
e Rukavice
Reagencie:
e PCRvoda
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e Piecistény PCR produkt
e Primer forward

e Primer reverse

Ptipravila jsem si 1,5 ml mikrozkumavky a oznacila je ¢drovym kodem od firmy GenSeq
s.r.o. Do sesitu jsem si vlepila druhou ¢ast kodu a fadné je popsala. Do jednotlivych
mikrozkumavek jsem napipetovala zvlast' 5 pl primeru F a 5 pl primeru R, 1,5 ul
precisténého PCR produktu a nasledné jsem do celkového objemu 10 pl doplnila PCR
vodou. Poté jsem mikrozkumavky uzavtela, vlozila do schranky GenSeq s.r.o. a nechala

vzorky osekvenovat.

6.8 Sangerovo sekvenovani

Tato enzymatickd metoda je zaloZzena na prodluzovani kratkych primerd DNA
polymerazou a ukoncena zna¢enymi dideoxynukleotidy. Proto se tato metoda téz nazyva

dideoxy sekvenovani (Kuciel a Urban, 2016).

V analyze se pouziva pouze jeden oligonukleotidovy primer (forward nebo reverse), ktery
je komplementarni k pocatec¢ni oblasti sekvenovaného useku DNA (Kocarek, 2004).
Diky tomuto jednu typu primeru se sekvenuje jen jeden fetézec DNA, coZ je hlavni rozdil
od PCR. Syntéza nového vlakna probiha ve sméru 3° — 5° (Kuciel a Urban, 2016). Dale
jsou do reakcni smesi piidany deoxynukleosidtrifostaty (ANTP),
dideoxynukleosidtrifosfaty (ddNTP) a DNA-polymerdza. Dideoxynukleosidtrifosfaty
(ddATP, ddGTP, ddCTP a ddTTP) maji na 3 uhlikovém atomu deoxyribozy navazan
pouze vodik misto OH-skupiny. Kazdy z druhit ddNTP je oznacen odlisSnym

fluorescenénim barvivem (Kocarek, 2004).

VSechny tyto reagencie se daji do jedné zkumavky, ktera se nasledné vlozi do
termocycleru (Kuciel a Urban, 2016). V termocycleru se postupné méni teploty stejné
jako u metody PCR. Pfi syntéze se do novych vldken DNA zacleiiuji postupné jednotlivé
nukleotidy. Pokud se zafadi ddNTP misto dNTP znamena to, ze se tvorba pfisluSného
fetézce zastavi. Je to diisledek toho, Ze na tfetim uhliku je pouze jiZ zminény vodik, nikoli
OH-skupina. Dalsi nukleotid se nema uz kam navazat. Timto zptisobem se vytvoti velky
pocet fragmentti DNA o rtizné délce (obrazek). Pomoci elektroforézy ziskame spektrum
usekll a diky fluorescencnimu barvivu zjistime, kterym ddNTP byla syntéza ukoncena.

Poradi téchto ddNTP udava sekvenci analyzovaného fetézce DNA. K vyhodnoceni se
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pouzivaji sekvenatory (Kocarek, 2004). Vysledkem je elektroforetogram, na kterém jsou
barevné piky. Vrcholky piki predstavuji jednotlivé nukleotidy podle barvy (Kuciel a
Urban, 2016).

Vzhledem k tomu, Ze v laboratofi nebyl k dispozici sekvenator, nechala jsem vzorky

osekvenovat firmou GenSeq s.r.o.
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7 Vysledky

Jak uz je uvedeno vyse, prakticka cast se skladala z izolace DNA ze stéru bukalni stény,
nasledovalo méteni koncentrace DNA, namnoZeni ¢asti useku DNA pomoci PCR
metody, dale byla provedena elektroforéza s naslednym piecisténim produktd PCR,

ptiprava vzorktl pro sekvenaci a zaslani firmé GenSeq s.r.o. k sekvenovani.

Zkoumala jsem 20 anonymizovanych vzorkt a vySetfovala, zda se u nékterych vzorka
nevyskytuje mutace casti exonu 15 genu ZNF341. Izolaci DNA jsem provedla pomoci
komer¢niho kitu NucleoSpin Tissue od firmy Macherey-Nagel. Postupovala jsem podle

navodu a poté jsem provedla méfeni koncentraci vyizolovanych DNA.

Me¢fteni koncentraci DNA jsem provedla pomoci spektrofotometru Colibri Microvolume.
U kazdého vzorku jsem méfila koncentraci dvakrat. Pokud se naméfené hodnoty
shodovaly nebo byly jen trochu rozdilné, udélala jsem z nich praimérnou hodnotu. Pokud
byl mezi hodnotami vétsi rozdil, udélala jsem jesté tieti méteni, abych zjistila, ke které
ze dvou provedenych méfeni se mam piiklonit. Primérné hodnoty jsem zapsala do

tabulky (tabulka 5).

Tabulka 5 Vysledné méreni koncentraci vzorkit DNA

Vzorek | Vysledna koncentrace Vzorek | Vysledna koncentrace
1. 47,65 ng/ul 11. 36,22 ng/pl
2. 33,70 ng/ul 12. 23,86 ng/ul
3. 65,81 ng/pul 13. 62,72 ng/ul
4. 7,78 ng/ul 14. 0,81 ng/ul
5. 32,14 ng/ul 15. 22,21 ng/ul
6. 7,90 ng/ul 16. 45,32 ng/pl
7. 96,60 ng/ul 17. 31,92 ng/ul
8. 30,90 ng/ul 18. 29,03 ng/pl
9. 41,35 ng/ul 19. 26,30 ng/yl
10. 53,71 ng/ul 20. 38,00 ng/ul

Zdroj: viastni
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Koncentrace vzorkt byla pro mé potieby dostacujici, az na vzorek ¢. 14, kde byla

naméfena koncentrace 0,81 ng/ul.

Po naméfeni koncentraci DNA nasledovala metoda PCR. Jak uz je zminéno v metodice,
PCR slouzi k amplifikaci urcitého tseku DNA. Do mikrozkumavky se daji vSechny
uréené reagencie, tedy MasterMix, primer forward a reverse, DNA a voda.

Mikrozkumavky jsem vlozila do termocycleru a zapnula pfislusny program.

Abych zkontrolovala, zda amplifikace DNA prob¢hla tspésné, tak jsem provedla gelovou
elektroforézu. Elektroforézu jsem provedla v elektroforetické vané od vyrobce

MajorSiences. Porovnala jsem vzorky s DNA ladderem (obrazek 5).

Obrdazek 5 Pouzity DNA ladder - 100 bp (zdroj: viastni)
Ladder ¢.1 ¢.2 ¢3 ¢4 &5

Obrazek 6 Elektroforéza produktit PCR na gelu (zdroj: vlastni)
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V zavislosti na obrazku 6 muZeme rozpoznat silu bandu. U vzorku ¢. 1 reakce PCR
nejspis neprobéhla, na rozdil od vzorku €. 3, kde je vidét slaby band. U vzorka €. 2,4 a5
probéhla PCR v potadku, je zde vidét sila bandu. Prosviceni je zpisobené diky barvivu

ethidium bromid, které jsem do gelu piidala.

Po elektroforéze nasledovalo enzymatické piecisténi PCR produktt a poté jsem vzorky
poslala firmé GenSeq s. 1. 0. k osekvenovani. Po nékolika dnech mi od této firmy pfisly
vysledné sekvence, které jsem poté vyhodnocovala. K vyhodnoceni jsem pouzivala
program BioEdit a datab4dzi NCBI blast. Hodnotila jsem citelnost sekvenci a vyhledavala,

zda se v sekvencich nachazeji mutaci.

7.1 Hodnoceni sekvenci

Vsechny sekvence byly hodnoceny dle této reference: Homo sapiens zinc finger protein

341 (ZNF341), RefSeqGene on chromosome 20; Sequence ID: NG_053072.1

7.1.1 Mé vzorky

Nejprve jsem zacala hodnotit 20 vzork, které jsem zpracovala v laboratofi. Kazdy vzorek

obsahoval dv¢ sekvence, jednu pro F a druhou pro R.

Vzorek €. 1 — F - Tento vzorek nebyl Citelny, byl tu obrovsky Sum a nedal se hodnotit.

Nechala bych ho znovu osekvenovat.

Vzorek €. 1 — R — Tuto sekvenci bych zhodnotila jako primérnou, prvnich 70 bp bylo
necitelnych. Od 70 bp byla sekvence vyraznég 1épe Citelna, 1 kdyz byl viditelny lehky Sum.

Sekvence se dala hodnotit do 400 bp. V tomto vzorku jsem nenasla mutace.

Vzorek €. 2 — F — Prvnich 100 bp bylo ve $patné kvalitg, byl zde viditelny Sum a tento
usek se nedal hodnotit. Dale uz byla sekvence lepsi, avsak dala se hodnotit pouze do 400
bp. Poté uz byla opét necitelnd. Navic jsem pfisla na to, ze jsem do vzorku dala
pravdépodobné mensi mnoZzstvi PCR produkti, protoZe piky byly velmi nizké a postupné

se snizovaly. V sekvenci jsem nenalezla mutace.

Vzorek €. 2 — R — Tuto sekvenci neslo hodnotit. Byl tu obrovsky Sum a pravdépodobné
jsem sem dala malo PCR produktt, protoze piky byly opét nizké. Pokud by se ve vzorku
s forwardem vyskytovaly mutace, nechala bych tento vzorek znovu osekvenovat.
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Vzorek ¢. 3 — F — Sekvenci bych hodnotila jako velmi péknou, i pfes to, ze prvnich 100
bp nebylo citelnych. Sekvence se dala hodnotit do 600 bp. Stejn¢ jako u predchozich
vzorktll jsem nejspis piidala malo PCR produkti. Piky byly nizké a s ptibyvajicimi bp se
snizovaly. V databazi NCBI blast mi vysla 98% shoda. Jako suspektni se mi jevily dvé
mutace ke konci ¢teni sekvence (469 a 475 bp), viz obrazek 7. Jelikoz zde vsak byla jiz
kvalita spiSe podprimérna, ptiklonila bych se k tomu, Ze se o mutaci nejedna. Pokud bych
vySetiovala klinicky vzorek s podobnou kvalitou sekvence, nechala bych vzorek znovu

osekvenovat.

470 480
CGGCTAGACTGCTGCTATGA

Obrazek 7 Naznak mutaci u 469 bp a 475 bp ve vzorku 3 — F (zdroj: viastni)

Vzorek €. 3 — R —Z pocéatku nebyla sekvence nejlepsi, ale od 70 bp se dala pékné hodnotit.
Hodnotitelna byla pouze do 430 bp, pak nasledovat Sum, ze kterého neslo nic rozeznat. I
V tomto piipad¢ jsem pravdépodobné pfidala do vzorku méalo PCR produktd, protoze byly

celkem nizké a pak se jesté snizovaly. V tomto vzorku jsem neobjevila zadnou mutaci.

Vzorek €. 4 — F — Tato sekvence byla velmi pékna, byl sice viditelny mensi Sum, ale i
pfes to se dala sekvence dobte hodnotit. Na prvni pohled se mi zdalo, Ze se u nékterych
bp nachazeji mutace. Po zadani do databaze NCBI blast mi vysla 100 % shoda. Usoudila
jsem tedy, Ze se o mutace nejednalo. Pravdépodobné §lo pouze o Sum, ktery se ke konci

sekvence nachazel.

Vzorek ¢. 4 — R — Sekvence se nedala hodnotit. Pokud by se nachazely mutace v F

sekvenci, nechala bych tento vzorek osekvenovat.

Vzorek €. 5 — F — Na prvni pohled vypadla sekvence velmi pekné. Zdalo se mi, ze se sem
tam vyskytuje né¢jaka mutace, protoze se pokazdé v jednom misté vyskytovaly dva piky,

bud’ totozné, nebo byl jeden vyssi a druhy nizsi. Je vSak ziejmé, ze se jedna o artefakty
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Vv dtsledku horsiho ¢teni. V databazi NCBI blast mi vysla 100% shoda a také jsem zjistila,

ze gen nebyl osekvenovany cely. AvSak to nevadilo u hodnoceni sekvence.

Vzorek €. 5 — R — Prvnich 100 bp se nedalo hodnotit, byl zde obrovsky Sum. Od 100 bp
byla sekvence témét ukazkova. Piky byly celkem nizké, pravdépodobné to bylo
zpusobené tim, Ze jsem piidala malo PCR produktt. V BioEditu jsem si prohlédla celou
sekvenci a zjistila, ze se sekvence dala hodnotit pouze do 380 bp. Poté uz nastal Sum a

nedalo se to hodnotit. V této sekvenci se nevyskytovaly mutace.

Vzorek €. 6 — Prestoze v tomto vzorku byla mensi koncentrace PCR, obé sekvence, jak
F, tak R, vySly velmi pékné. V obou sekvencich byl za zacatku mensi Sum, ale od 100 bp
se daly ob¢ dvé velmi p&kné hodnotit. Na prvni pohled jsem nevidéla Zadnou mutaci a po

zadani do databaze NCBI blast mi vysla 100% shoda v obou sekvencich.

Vzorek €. 7 — F — Tato sekvence byla primérnd, ale dala se celkem dobfe hodnotit.
V misté 321 bp jsem méla podezieni na heterozygotni mutaci. Byl tu dvojpik, vétsi pik
pro C a poloviéni pik pro T. Pro kontrolu jsem se podivala do R sekvence a hledala, zda
se tu nékde v oblasti 300-400 bp nachézi podobny dvojpik. Ale nic jsem nenasla, proto

jsem naznala, Ze se o mutaci nejednalo. Pravdépodobné §lo pouze o Sum.
Vzorek ¢. 7— R — Velmi p&€kna sekvence bez znamek mutaci.

Vzorek €. 8 — F — Dalsi velmi pékna sekvence, fekla bych, ze pfimo vystavni. V BioEditu
jsem nenasla jediny naznak mutace, ovSem v databazi NCBI blast mi vyS$la shoda 99 %.
Na konci sekvence, u 698 bp, byly 3 piky pro A. Podle databaze NCBI se v sekvenci
nachazely 4 piky pro A. Z BioEditu bylo vidét, Ze tfeti pik pro A byl o néco §ir$i nez

ostatni. Tim nejspis§ vznikla tato neshoda.

Vzorek ¢. 8 — R — Oproti sekvenci s F byla tato sekvence o néco horsi. Byl tu ze zac¢atku
obrovsky Sum, ze kterého se nedalo nic rozeznat. Od 80 bp byla sekvence primérna,
vyskytoval se tu lehky Sum. Prohlédla jsem si celou sekvenci a pfisla na to, Ze se dala
hodnotit pouze do 500 bp, protoze dale uz byl opét obrovsky Sum. I pies to, ze se dal

hodnotit jen kratsi usek sekvence, nenasla jsem tu jedinou mutaci.
Vzorek €. 9 — F — Sekvence nebyla vhodné k hodnoceni.
Vzorek ¢. 9 — R — Tuto sekvenci bych hodnotila jako primérnou. Pravdépodobné jsem

do vzorku pfidala méalo PCR produktu, jelikoz piky byly opravdu velmi nizké a tim se
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ztizilo hodnoceni této sekvence. V nékterych mistech sekvence jsem méla podezieni na

vyskytujici se mutace, ale nakonec jsem usoudila, Ze o mutace nejde. Slo pouze o §um.
Vzorek ¢. 10 — Ani jedna z téchto dvou sekvenci tohoto vzorku nebyly k hodnoceni.

Vzorek €. 11 — F — Sekvence byla celkem dobte hodnotitelna, sice byl viditelny lehky
Sum, ale ten nebranil v hodnoceni. U 241 bp jsem méla pocit, Ze se vyskytuje mutace. Pro
jistotu jsem se podivala do R sekvence a vyvratila si tim svou pivodni myslenku.
Sekvenci jsem zadala do databaze NCBI blast, ze kterého jsem zjistila, ze gen nebyl

osekvenovany cely, ze ¢ast chybéla. To ov§em nemélo vliv na hodnoceni.
Vzorek ¢. 11 — R — I tato sekvence byla pé¢kna bez zndmek mutaci.

Vzorek ¢. 12 — F — Na prvni pohled bych fekla, Ze tato sekvence byla piimo excelentni.

Zadny Sum, z4dné mutace a ani tu nebyly rozsifené piky.

Vzorek ¢. 12— R -V porovnani s F sekvenci byla tato sekvence podpriimérna. Ze zacatku
byl obrovsky Sum, ale od 100 bp uz dala se hodnotit. V nékterych mistech jsem méla
podezieni na mutace, byly tu vidét jasné dvojpiky, ale usoudila jsem, Ze se o mutace
nejednalo. Pravdépodobné §lo jen o Sum. Na konci sekvence, u 659 bp byla mensi
nesrovnalost. Podle databaze NCBI blast tu mély byt 3 piky pro G. Podivala jsem se
znovu do BioEditu a uvidéla, ze se zde nenachazely 3 piky, nybrz jen 2 piky pro G. Druhy
pik byl ovSem velmi $iroky. Nejspi§ proto vysla v databazi NCBI blast 98 % shoda (viz
obrazek 8).

Vzorek €. 13 — F — Do tohoto vzorku jsem nejspiS ptidala malo PCR produkti, protoze
opét byly piky velmi nizké a s narGstajicimi bp se jest€¢ snizovaly. I tady jsem m¢éla
podezieni na vyskytujici se mutace. Opak byl vSak pravdou, v této sekvenci se

nevyskytovala jedina mutace.

Vzorek €. 13 — R — Tato sekvence byla velmi pékna, sice tu byl mensi Sum, ale ten nemél
vliv na hodnoceni. V BioEditu jsem nenasla zadny dvojpik, co by pfipominal mutaci.
Z databaze NCBI blast jsem zjistila, Ze gen nebyl osekvenovany cely. To ale nemélo vliv

na hodnoceni.

Vzorek €. 14 — Tento vzorek viibec nevysel, hlavnim diivodem pravdépodobné bylo, ze
jsem do vzorku pfidala velmi malo PCR produktu. Z ¢asovych a financnich diavodi uz

jsem neprovedla opakovani sekvenace tohoto vzorku.
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Vzorek ¢. 15 — F — Tato sekvence nebyla bohuzel k hodnoceni.

Vzorek ¢. 15 — R - 1 tato sekvence byla velmi Spatnd, ale oproti F sekvenci se dala
vyhodnotit. Hodnotila jsem ji az od 150 bp, protoze ze zacatku byla velmi Spatna. I v této

sekvenci jsem méla podezieni na mutace, avSak tato myslenka se mi nepotvrdila.

Vzorek €. 16 — F — V porovnéni s dvéma ptedchozimi vzorky byla tato sekvence téméf
vystavni. V BioEditu jsem nenarazila na mutaci. Zadala jsem tedy sekvenci do databaze
NCBI blast. Z té jsem zjistila, Ze se na konci sekvence vyskytuje néjaka neshoda, protoze
mi vysla 98 % shoda. Znovu jsem se podivala do BioEditu a narazila na stejny problém,
ktery se vyskytoval i v n€kolika piedchozich sekvencich. U 701 bp mély byt 3 piky pro
T, ale byly tu pouze piky 2.

Vzorek ¢. 16 — R — Sekvenci jsem nemohla vyhodnotit, protoZe jeji kvalita byla opravdu

Spatna.

Vzorky ¢. 17 — 20 — Tyto vzorky nebyly poslany k sekvenovani, protoze ani u jednoho
Z nich nebyl ptitomen PCR produkt. PCR jsem zopakovala, bohuzel bez uspéchu. Dalsi
opakovani jiz nebylo mozni vzhledem k ¢asovym mozZnostem a téméf vypotiebované

DNA. Byla by nutné nova izolace.

Ani v jednom ze vzork, které jsem zpracovala v laboratofi, jsem nenasla jedinou mutaci.
Nasledné jsem dostala k vyhodnoceni 10 vzorkii z Ceskobudéjovicka a 10 vzorkd

z Karvinska.

7.1.2  Ceskobudéjovicko

Vzorek €. 1 — F — Tuto sekvenci bych hodnotila jako priimérnou, je zde vidét mensi Sum.
U 253 bp by se mohlo jednat o heterogenni mutaci. Jsou tam patrné dva piky, vétsi pro C
a mnohem mensi pro T. Program oznacil bazi C, ktera je shodna s referenci v databazi
NCBI blast. Priklonila bych se k tomu, Ze se o0 mutaci nejedna. Kontrola se sekvenci R

nebyla moZna.

Vzorek ¢. 1 — R — Sekvenci nelze hodnotit, je tu obrovsky sum. Nechala bych ji znovu

osekvenovat.

Vzorek ¢. 2 — F — Tuto sekvenci nelze hodnotit. Navic od 160 bp jsou piky celkem nizké.

Pravdépodobné bylo do vzorki pfiddno malo PCR produktu.
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Vzorek ¢. 2 — R - Oproti sekvenci s primerem forward je tato sekvence pfimo ukazkova.
Sekvence byla sice lehce kratsi (méla by mit 728 bp, ale méla jen 700 bp), ale k hodnoceni
to postacilo. Po zadani do databaze NCBI blast se ukazalo, ze se na konci sekvence
nachazi mutace. Podle databaze se v tiseku 694-696 bp nachazi 3 guaniny. Znovu jsem
se podivala do BioEditu a zjistila, Ze v tomto useku se nachazeji pouze 2 guaniny. Pik pro
druhy guanin je lehce $irsi (viz obrazek 8), proto nejspis program blast vyhodnotil, ze tam
je o jeden guanin vice.

680 600 T00
CCCTGGACCCAAACAGGGAGCATCAAA

Il W“m i

Obrazek 8 Ukazka rozsireného piku pro G ve vzorku 2 —R (zdroj: viastni)

Vzorek €. 3 — F - Na prvni pohled vypadala tato sekvence moc p€kné, ale k hodnoceni
byla jen do 290 bp. Po 290 bp nastal obrovsky Sum. Mozna bych nechala tento vzorek
znovu osekvenovat. Ale na druhou stranu jsem v té ¢asti sekvence, ktera se dala hodnotit,

nenasla Zadnou mutaci.

Vzorek ¢. 3 — R — Tahle sekvence byla ptimo excelentni. Nebyl tu vidét zadny naznak
mutace. Jen na konci sekvence u 694 bp byl stejny problém jako u vzorku €. 2 s primerem
reverse. Opét databaze NCBI blast vyhodnotila, Ze se tu nachazely 3 guaniny vedle sebe,

ale ve skutecnosti tu byli pouze 2, z ¢ehoz ten druhy byl lehce Sirsi.

Vzorek ¢. 4 — F — Dle mého nazoru byla tato sekvence primérna. Kolem 253 bp by se
mohlo jednat o dvé mutace vedle sebe, Vv obou pfipadech zaména G za T. Pik pro T je
vSak polovicni. V R sekvenci jiz neni tato mutace ani v ndznacich. Proto bych se zase

ptiklonila k tomu, Ze ve skutecnosti o mutaci nejde.
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Vzorek €. 4 — R — Tato sekvence mi pfisla téz primérna, byl tu vidét mensi Sum. V misté
275 bp se mi jevila mozna heterozygotni mutace, zaména G za A. Pik pro bazi A byl lehce

niz8i. Ve F sekvenci nebyl ani naznak mutace (viz obrazek 9).

270 280
GAGCTGTICTGAGGATGCTGTG

Obrazek 9 Naznak heterozygotni mutace u 275 bp ve vzorku 4 — R (zdroj: vlastni)

Vzorek €. 5 — F — Ze zaatku byl v sekvenci mensi Sum, ale od 230 bp byla sekvence
velmi pékna. V mist€ 252 bp by se mohla nachazet mutace, byl tu vétsi pik pro C a mensi
pro T. Pro jistotu jsem se podivala na R sekvenci, zda se ve stejném misté nenachazi
podobny dvojpik (viz obrazek 10). Jedna se o tuto mutaci: NG_053072.1.9.65066C>T
(HGVS). V databazi NCBI nebyla tato mutace doposud popsana.

240 230 260
CTAGGCTIGGTGGTCGGGGCCCCTIGGG

(A,

Obrazek 10 Heterozygotni mutace v misté 252 bp ve vzorku 5 — F (zdroj: viastni)
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Vzorek ¢. 5 — R — Sekvence byla velmi pékna. V useku 430 bp jsem byla piesvédcena, ze
se jedna o mutaci. Dva téméf shodné piky, co opisuji stejny oblouk, viz obrazek 11.

Podobny dvojpik jsem nasla i ve F sekvenci. Mutace byla prokazana v sekvenci F i R.

430 40
GGGGCCCCGACCACCAGCCT.

Obrazek 11 Heterozygotni mutace v misté 430 bp ve vzorku 5 — R (zdroj: viastni)

Vzorek €. 6 — F — Dalsi velmi pékné sekvence, na prvni pohled nebyla vidét Zadna mutace.
Databaze NCBI blast nasla jednu nesrovnalost na konci sekvence. U 701 bp se nachazely
vedle sebe 2 piky pro G. Podivala jsem se do BioEditu a zjistila, Ze tam byl 1 vysoky,
SirSi pik a ze mél vedle takovy mensi vystupek. A ten byl nejspi§ zaznamenan, ale o

mutaci se v tomto ptipadé nejednalo.

Vzorek ¢. 6 — R — Z pocatku byla sekvence trochu hors$i, ovSem dale byla velmi p&kna,

témér ukazkova. I tato sekvence neobsahovala Zddnou mutaci.

Vzorek ¢. 7 — F — Tato sekvence byla velmi Spatna, nedalo se z ni vyhodnotit viibec nic.
Pokud by se ve vzorku 7 s primerem reverse objevila néjaka mutace, nebo by byly n¢jaké

pochybnosti, nechala bych tento vzorek znovu osekvenovat.

Vzorek ¢. 7 — R — Oproti pfedeslému vzorku s primerem forward byla tato sekvence

excelentni. V BioEditu jsem po prozkoumani sekvence neobjevila jedinou mutaci.

Vzorek ¢. 8 — F — Tato sekvence vypadala velmi pékng¢, ale jen ze zacatku. Hodnotitelnych
bylo pouze prvnich 50 bp. Od 150 bp byl vidét nahly pokles pikd, byly velmi nizké.
Nejpravdépodobnéjsim duvodem je, ze bylo ptidano malo PCR produktd. Ani v této

kratké sekvenci, kterou se dalo hodnotit, jsem nenasla mutaci.

Vzorek ¢. 8 — R — Dalsi excelentni sekvence bez znamek mutaci, viz obrazek 12.
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260 270 280 290 300 310
CATCACAGAGCTIGTICTGAGGATGCTGTIGGOGGOGGAACCGTICTOTGAAAAGGTGCAA

Obrazek 12 Ukazka sekvence bez mutaci (zdroj: vlastni)

Vzorek ¢. 9 — F — | tato sekvence byla pékna. V misté 408 bp jsem méla podezieni na
heterozygotni mutaci, ziména G za C. Pik pro bazi C byl o 1/3 niz$i. V R sekvenci jsem

nezachytla ani ndznak dvojpiku. Proto jsem usoudila, Ze se o mutaci nejednalo.

Vzorek ¢. 9 — R — Tato sekvence byla velmi pékna, dala se pékné hodnotit. Ani tady se

nevyskytovala zadna mutace.

Vzorek ¢. 10 — F — Dalsi velmi pékna, ptimo vystavni sekvence, na prvni pohled bez
mutace. AvSak po zadani do databaze NCBI blast mi vyskoc¢ila shoda 99%. Podle v§eho
byly u 695 bp 2 piky pro G. Podivala jsem se znovu do BioEditu a tam jsem vid¢la 2 piky
pro G, druhy byl sice mensi, ale byl tam. Nedokazu fici, pro¢ byla shoda pouze 99 %.

Vzorek ¢. 10 — R — | tato sekvence byla velmi pékné ¢Citelna. Taktéz mi vysla shoda 99%.
V misté 694 bp se mély vyskytovat 3 piky pro G, ale v BioEditu byly pouze 2. Druhy pik

byl lehce $irsi, proto nejspis doslo k tomuto mylnému vyhodnoceni.

V grafu 1 jsem uvedla vysledky nalezu mutaci v sekvencich z Ceskobudg&jovicka. Ze
vSech 10 vzorkd, které jsem méla k dispozici, jsem pouze v jednom z nich nasla mutaci.

Mutace doposud nebyla popsana v databazi NCBI.
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Vyskyt mutaci na Ceskobudé&jovicku

B Mutace nalezené ve vzorku  HBez mutace

Graf 1 Vyskyt mutaci na Ceskobudéjovicku (zdroj: viastni)

7.1.3 Karvinsko

Vzorek €. 11 —F —Z pocatku byla sekvence dosti necitelna, ale od 270 bp se dala mnohem
1épe hodnotit. Na prvni pohled to vypadlo, ze v sekvenci bylo velké mnozstvi mutaci.
Ovsem Vv databazi NCBI blast mi vy$la 100% shoda, tudiZ se nejspis jednalo pouze o Sum,
ktery tu byl velmi vyrazny. Taktéz jsem zjistila, ze gen nebyl osekvenovany cely, ale

na hodnoceni to nemélo vliv.

Vzorek €. 11 — R — Tato sekvence byla trochu horsi, byl zde vidét vétsi Sum. Od 490 bp
byla ¢itelnost z daleka lepsi. Dalo by se fici, Ze se zde nachazelo velké mnozstvi mutaci.
Avsak bych fekla, Ze nastala stejna situace jako ve F sekvenci. Nejednalo by se o mutace,

ale o Sum.

Vzorek €. 12 — F — Zacatek sekvence byl opét horsi, byl tu vidét Sum, ze kterého by se
dalo predpokladat vEétsi mnozstvi mutaci. Od 210 bp se dala sekvence velmi dobie
hodnotit, protoze byla témé&f excelentni. V misté 697 bp jsem si nebyla jista, jestli se tu
nenachézela mutace. V tomto miste byl pik pro G a tésné€ u n¢j pik pro T. Podivala jsem
se do sekvence s primerem reverse, ale podobny dvojpik jsem tu neobjevila. Usoudila

jsem tedy, Ze se o mutaci nejednalo.

Vzorek €. 12 — R — Prvnich 130 bp bylo téméf necitelnych. AZ poté se dala sekvence
hodnotit, protoze byla opravdu ukazkova. Nevidé€la jsem tu jedinou mutaci. Z databaze

NCBI blast jsem zjistila, ze mezi 707 — 709 bp se nachazeji 3 piky pro G. Podivala jsem
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se do BioEditu a zjistila, ze v tomto misté byly pouze 2 piky pro G, avsak oba piky byly

o néco $irsi nez ostatni piky (obrazek 13). Proto nejspis§ vznikla tato neshoda.

T00 710
CCCAAACAGGGAGCATC.

Obrazek 13 Dva sirsi piky pro G ve vzorku 12 — R (zdroj: viastni)

Vzorek ¢. 13 — F — U této sekvence bylo pravdépodobné ptidino mensi mnozstvi PCR
produktti, protoze piky byly velmi nizké. I tady byla na zacatku hor$i Citelnost, ale ta se
od 210 bp op¢t zlepsila a sekvence se dala hodnotit. V této sekvenci se nenachazela Zadna

mutace.

Vzorek ¢. 13 — R — Prvnich 140 bp bylo velmi $patnych, nedalo se z toho hodnotit. Od
140 bp byla sekvence vyrazné lepsi. Méla jsem pochybnosti v misté 483 bp, jelikoz tu
byly dva piky, vyssi pik pro G a niz$i pik pro A. Zkontrolovala jsem sekvenci s F a zjistila,

ze se v ni takovy artefakt nenachéazel. Moznost pfitomnosti mutace jsem tedy vyloucila.

Vzorek ¢. 14 — F — Ani tady nebyla vyjimka, i tady se ze zacatku sekvence nedala ¢ist,
protoze se tu nachazel obrovsky Sum. Od 180 bp se dala sekvence hodnotit, jelikoz byla
velmi pékna. Z databaze NCBI blast jsem zjistila, Ze gen nebyl osekvenovany uplné cely,

avSak to nemélo vliv na hodnoceni. V této sekvenci se nenachazela jedina mutace.

Vzorek €. 14 — R — Do této sekvence bylo pravdépodobné piidano malo PCR produkti,
protoze piky byly opét velmi nizké. Z pocatku byla Spatna Citelnost, ale od 130 bp se dala

sekvence velmi pékné hodnotit. Po prohlédnuti sekvence jsem nezahlédla jedinou mutaci.

Vzorek €. 15 — F — TézZ tato sekvence patfila k t€ém, které byly ze zacatku Spatné Citelné.
Ovsem od 200 bp byla opét velmi pekné a dalo se z ni krasn€ hodnotit. Po zadani do
databaze NCBI blast jsem zjistila, Ze neni osekvenovany cely gen. Také jsem objevila

nekolik nesrovnalosti, které byly hlavné na zacatku sekvence, ktera byla Spatn¢ Citelna.
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Poté jsem nasla na konci sekvence, vV misté 698 bp 2 piky, vyssi pik pro G a tésn¢ vedle

néj pik pro T. Ale ani tady se pravdépodobné o mutaci zjevné nejednalo.

Vzorek €. 15 — R — Od 150 bp byla tato sekvence velmi dobie hodnotitelna. Ze zac¢atku
byl viditelny Sum. Sekvenci jsem zadala do databaze NCBI blast a pfisla na to, Ze gen byl
osekvenovany jen z ¢asti. To ovS§em nemélo vliv na hodnoceni. Rovnéz se v této sekvenci

nenachazely mutace.

Vzorek €. 16 — F — Takhle sekvence byla oproti ostatnim témét excelentni, uz od zacatku
byla velmi pékné ¢itelnd, zadny Sum a dalo se z ni dobie hodnotit. Z databaze NCBI blast
jsem zjistila, Ze je osekvenovana jen Cast genu. Jsem piesvédcenad, ze se v tiseku 254 bp
vyskytovala heterozygotni mutace. V tomto misté se nachazely 2 piky, vyssi pik pro C a
o Y nizsi pik pro T (viz obrazek 14). BohuZel srovnani s R sekvenci nebyla mozna.
Stejnou mutaci jsem nasla i ve vzorku & 5 z Ceskobudgjovicka. Je to tedy mutace:

NG_053072.1.9.65066C>T (HGVS).

250 260
GGTGGICGGGGC CC

Obrazek 14 Heterozygotni mutace v misté 254 bp ve vzorku 16 — F (zdroj: viastni)

Vzorek ¢. 16 — R — Tato sekvence nebyla k hodnoceni vhodna, byl tu obrovsky sum (viz
obrazek 15). Jelikoz jsem ve F sekvenci objevila mutaci, nechala bych tento vzorek znovu

osekvenovat.
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330

200 300 310 320 3
CC TAATAGATTAT

GOGAACCGTCTTTGAGATTG T CAACACGTAAACT

Obrdazek 15 Sekvence nevhodna k hodnoceni - vzorek 16 — R (zdroj: viastni)

Vzorek €. 17 — F — Na prvni pohled vypadala tato sekvence velmi pékné, bez Sumu.
Prohlédla jsem si celou sekvenci a nezaznamenala jsem jedinou mutaci. Po zadani do
databaze NCBI blast jsem zjistila, ze maly kousek genu nebyl osekvenovany, ale to

V hodnoceni nevadilo. Vysla mi shoda 100%.

Vzorek ¢. 17 — R — Prvnich 50 bp bylo hife Citelnych, byl zde viditelny Sum. Dale byla

sekvence dobfe Citelna a hodnotitelna. V sekvenci jsem nenasla jedinou mutaci.

Vzorek €. 18 — F — Dalsi velmi krasna sekvence bez ndznaku Sumu. Diky databazi NCBI
blast jsem pfisla na to, ze gen nebyl osekvenovany cely. Ani v této sekvenci jsem nenasla

mutace.

Vzorek ¢. 18 — R —Jedna z mala sekvenci, ktera byla opravdu excelentni. Na prvni pohled

nebyl viditelny ani Sum, ani mutace.

Vzorek €. 19 — F — Na zacatku této sekvence byl viditelny obrovsky Sum, nedala se dobie
hodnotit, ale od 110 bp se kvalita sekvence velice zlepSila. Po zadani sekvence do
databaze NCBI blast jsem zjistila, Ze gen nebyl osekvenovany cely. To ovSem nemélo

vliv na hodnoceni. V této sekvenci jsem nezaznamenala zadné mutace.

Vzorek ¢. 19 — R — Tato sekvence byla z pocatku hodné $patné Citelna, byl tu obrovsky
Sum, ale od 100 bp byla sekvence piimo vystavni. Ani Vv této sekvenci jsem neobjevila

jedinou mutaci.

Vzorek €. 20 — F — Na prvni pohled vypadala tato sekvence velmi dobte, byla velmi pékné
¢itelna. Ovsem dala se hodnotit pouze do 650 bp, poté uz nastal obrovsky Sum a zbytek

sekvence byl necitelny. Pozastavila jsem se v misté 525 bp, kde se nachazely 2 piky, vyssi
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pik pro A a o néco malo nizsi pik pro G. Pro jistotu jsem se podivala do R sekvence, ale
tam jsem takovy dvojpik neobjevila. Takze se pravdépodobné o mutaci nejednalo, byl to

pouze Sum.

Vzorek €. 20 — R - U tohoto vzorku jsem zjistila, Ze bylo pfidano malo PCR produkti,
protoZe piky byly velmi nizké a od 200 bp se jeSté vice snizovaly. Sekvence byla
prameérnd, byl tu vidét mensi Sum. Navic se tato sekvence dala hodnotit jenom do 250 bp.
Tento zkraceny usek sekvence jsem vlozila do databaze NCBI blast a ukazalo se, ze se tu
mutace nenachazely. Pokud by se ovSem néjaka mutace objevila, nebo by se vyskytla u

vzorku s F, nechala bych tento vzorek znovu osekvenovat.

V grafu 2 jsem uvedla vysledky nalezu mutaci v sekvencich z Karvinska. Stejné jako ve
vzorcich z Ceskobudgjovicka, i tady jsem nasla pouze jednu mutaci. Jedna se o mutaci:
NG_053072.1.2.65066C>T (HGVYS), ktera zatim nebyla popsana.

Vyskyt mutaci na Karvinsku

B Mutace nalezené ve vzorku B Bez mutace

Graf 2 Vyskyt mutaci na Karvinsku (zdroj: viastni)
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8 Diskuse

Pti praktické ¢asti bakalaiské prace jsem celkem zpracovala 20 vzorkd. Béhem prace
Vv laboratofi do$lo u 6 vzorki k problémim. U vzorku ¢. 10 doslo pravdépodobné
ke Spatnému sté€ru z bukalni stény nebo k chybé pti izolaci DNA. Obé sekvence tohoto
vzorku nebyly viibec Citelné a nedaly se vyhodnotit. Poté u vzorku ¢. 14 jsem po izolaci
DNA naméfila velmi nizkou koncentraci DNA, tedy pouze 0,81 ng/ul. Tato odchylka
méla vliv pfi dalSim postupu, proto nejspis ani u tohoto vzorku sekvence nevysly. Takto
nizkéa koncentrace DNA byla pravdépodobn¢ diisledkem nedostate¢ného setieni bukalni
stény. Problém také nastal u vzorka €. 17, 18, 19 a 20. U téchto vzorkd nebyl pfitomen
PCR produkt. Metodu PCR jsem tedy zopakovala, ale opét bez vysledku. Dale jsem tento

postup z casovych diivodi uz neopakovala.

S ostatnimi vzorky nebyl problém. Zacala jsem s izolaci DNA, pii které jsem postupovala
podle ndvodu od vyrobce. Pii méfeni koncentraci DNA se vétSina vzorkl nachazela
v rozmezi 20 — 70 ng/ul. U tif vzorkd doslo k menSim odchylkdm. Konkrétné u vzorku ¢.
4, 6 a 14 byly koncentrace pod 10 ng/ul. Nejspi$ to bylo zpisobené Spatnym nebo
nedostateCnym stérem bukalni stény. To je taky pravdépodobné diivodem, Ze bylo
ziskano velmi malo PCR produktu. Podle laboratote Piirodovédecké fakulty Univerzity
Karlovy by méla byt minimalni koncentrace k sekvenovani 5 ng/100 pb u PCR produktu.
Diky tomu vyslo najevo, pro¢ u vzorku ¢. 14 nebyly sekvence k hodnoceni. U téchto
vzorkll bylo do PCR reakce piiddno maximalni mnozstvi DNA. Pravy opak nastal u
vzorku €. 7, kde byla koncentrace velmi vysoka a dosahovala hodnoty 96,60 ng/ul.
V tomto piipad¢ se dotyEné osobé hodné odlupuji buiiky z bukalni stény, nebo tu mohla

byt pfitomna 1 krev.

Nasledovala metoda PCR, pfi které dochazi k namnozeni useku DNA. Pro kontrolu, zda
PCR reakce prob¢hla, jsem provedla elektroforézu. MensSi zadrhel nastal pii vyrobé
agardzového gelu k elektroforéze. Pii zahfivani banky v mikrovinné troubé jsem si
sestavila vani¢ku, kam jsem posléze nalila obsah baiiky, ze které béhem par minut vznikl
gel. Po naliti tekutiny do vanic¢ky jsem chtéla vlozit hiebinek, ale v§imla jsem si, ze
pacicky z hfebinku jsou kratké a Zze nevzniknou dostatecné hluboké jamky
k elektroforéze. Nejdiive jsem si myslela, ze jsem si vzala Spatny hiebinek. Ale po
nékolika malo vtetfinach mi doslo, ze jsem si vzala Spatnou vanicku. Tudiz jsem si postup

vyroby gelu jesté jednou zopakovala. Dle vedouciho prace jsou to zacatecnické chyby.
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Po probéhlé elektroforéze jsem z gelu vyhodnotila, zda u vzorki probéhla amplifikace
PCR. Z gelu bylo jasn¢ vidét, ze u vzorku €. 2, 4 a 5 probéhla elektroforéza. Byly tu
svitivé pruhy, které udavaji dostatecnou pritomnost PCR produktu. Naopak u vzorkda €. 1

a 3 byl pruh velmi slaby, proto jsem piidala vice PCR produktu do sekvenaéni reakce.

Nasledn¢ jsem provedla pieCisténi PCR produkti a pfipravu na sekvenovani. Jelikoz
V laboratofi Zdravotné socialni fakulty JihoGeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich
nebyl k dispozici sekvenator, zaslala jsem vzorky firmé GenSeq s.r.0. a nechala je
osekvenovat. Béhem nékolika dnti mi pfiSly osekvenované vzorky a ja je mohla zacit

hodnotit vysledné sekvence.

K hodnoceni jsem pouzivala program BioEdit, ktery je voln¢ dostupny na internetu.
Tento program nabizel spoustu funkci, ale ne v§echny jsem k hodnoceni vyuzZila. BioEdit
byl dostacujici ke ¢teni sekvenci, protoze pékné zobrazoval sekvenogramy a sekvence
nukleotidi. Jedna z jeho velkych nevyhod ale byla, Ze nerozeznal heterozygotni mutace,
tedy piekryv dvou pikt. Jakmile se v sekvenci vyskytl dvojpik, automaticky zahrnul do
fady nukleotidil jen jeden pik (nukleotid), ten vyssi. Déle jsem pouZivala databazi NCBI.
Zpocatku mi piiSla databaze slozita, ale po trpélivosti a konzultacich s vedoucim Ing.

TomaSem Nixem, Ph. D. jsem databazi nakonec porozuméla.

Hodnoceni sekvenci probihalo tak, Zze jsem si kazdou oteviela v programu BioEdit.
V programu jsem si ji celou prohlédla a vyhodnotila, jak vypada. Nasledné jsem sekvenci
zkopirovala a vlozila do databaze NCBI blast. V databazi jsem zjistovala, zda se
v sekvencich nenachazi n¢jaka neshoda, mutace a zda je pozadovany usek osekvenovany
cely. U nékterych sekvenci cast tiseku chybélo. Pokud by se jednalo o klinické vzorky,
nechala bych je znovu osekvenovat. V ptipadg, Ze by se to nepovedlo ani na druhy pokus,

nechala bych pozadovany usek rozdélit na 2 kratsi sekvence.

Nejprve jsem vyhodnotila svych dvacet vzorki, ale nenasla jsem jedinou mutaci. Ov§em
u nékolika vzorki se vyskytovala stejna neshoda. U n¢kolika vzorkil se na konci sekvence
vyskytovaly dva piky, z ¢ehoz druhy pik byl rozsiteny. V databazi NCBI blast se pokazdé
ukazalo, ze se v sekvenci nachazeji tii piky, coz nebyla pravda. Tuto chybu bych

ptisoudila tomu, Ze konce sekvenci uz nebyvaji tak kvalitné osekvenované.

Nasledné jsem dostala k dispozici deset vzorktl z populace déti z Ceskobudgjovicka a

Karvinska. Tyto obdrzené sekvence jsem hodnotila stejnym zptisobem. Sekvence od déti
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z Ceskobudgjovicka byly velmi p&kné a dobie se hodnotily. Ve vzorku &. 5 jsem narazila
na heterozygotni mutaci. Nachazela se v obou sekvencich. Ve F sekvenci v misté 252 bp
a v R sekvenci v misté 430 bp. Jedna se 0 mutaci: NG_053072.1.9.65066C>T (HGVS).
V databazi NCBI nebyla tato mutace doposud popsana.

Poté jsem vyhodnotila vzorky z populace déti z Karvinska. V porovnani se vzorky z
Ceskobudgjovicka byla jejich kvalita mnohem horsi. Nékteré byly nehodnotitelné.
Spatnou kvalitu vzork® pfisuzuji vn&j§im faktortim. Hlavné tomu, jakym zptisobem byly
vzorky uchovavany. Podle laboratorni pfirucky Centra lékaiské genetiky (2019) by mél
byt materidl uchovavan v chladicim zafizeni pii teploté¢ 4-9 °C. Podle zjiSténych
informaci byly nékteré vzorky ulozeny v mrazaku a naopak n¢které zistaly pti pokojové
teploté. Navic vzorky z Karvinska byly zpracovany po delsi dob¢, na rozdil od vzorkt
z Ceskobudgjovicka, se kterym si pracovalo do tydne. U vzorku &. 16 jsem objevila
heterozygotni mutaci. Mutace byla v F sekvenci v misté¢ 254 bp, R sekvence nebyla
vhodna k hodnoceni. V tomto piipad¢ se jednalo o stejnou mutaci, jako byla nalezena ve
vzorcich z Ceskobudgjovicka, tedy NG_053072.1.9.65066C>T (HGVS).

Z deseti vzorki z Ceskobud&jovicka jsem nasla jednu mutaci. Stejnou mutaci jsem
objevilaiv jednom vzorku z Karvinska. Pomér vyskytu nalezenych mutaci je tedy stejny.
V riiznych koutech Ceské republiky jsou trochu odli§né Zivotni podminky. At uz se jedna
o kvalitu ovzdusi nebo Zivotospravu rodin. Znecisténé ovzdusi ma vliv neuropsychicky
vyvoj ditdte a to predev§im polycyklické aromatické uhlovodiky. Podle Srama (2017)
nebyly v poslednich dvou letech zjistény Zzadné rozdily mezi détmi z Karviné a Ceskych

Budé&jovic. Tato skutecnost odpovida i vysledkiim nalezenych mutaci.
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9 Zavér

V ramci bakalatské prace jsem vypracovala odbornou resersi, ve které jsem se seznamila
s genem ZNF341 a problematikou Hyper-IgE syndromu, ktery je zptisobeny poruchou
genu ZNF341. U tohoto onemocnéni jsem se zabyvala druhy nemoci, které jsou pro
syndrom typické, napt. ekzémy, zubni, muskuloskletalni a lebe¢ni abnormality,
pneumonie a dalsi. Popsala jsem metody PCR a metody klasického a novodobého

sekvenovani DNA.

V praktické ¢asti jsem popsala laboratorni praci, kterou jsem provedla. Laboratorni ¢ast
zahrnoval odbér vzorku z bukalni stény, izolace DNA, amplifikace pomoci PCR metody,
elektroforéza, precisténi PCR produktii a pfiprava na Sangerovo sekvenovani. Samotné
sekvenovani bylo provedeno firmou GenSeq s.r.0. V neposledni fad¢ jsem vysledné
sekvence hodnotila a porovnala. K hodnoceni jsem pouzivala program BioEdit a
internetovou databazi NCBI blast.

V laboratofi jsem zpracovala 20 anonymizovanych vzorkd. Ani u jednoho z téchto
vzorkd jsem nenalezla mutace. Nasledné jsem dostala k dispozici 20 vzorkt z populace
déti z Ceskobudgjovicka a Karvinska (10 z CB a 10 z Karvinska). Dohromady jsem nasla
2 mutace. V obou piipadech $lo o totoznou mutaci NG_053072.1.9.65066C>T (HGVS),
ktera doposud nebyla v databazi NCBI popsana.

Cilem bakalatrské prace bylo sezndmit se s odbornou literaturou zabyvajici se genem
ZNF341 a syndromem hyperimunoglobulinémie E. Osvojit si zakladni metody
molekularni biologie, od izolace DNA az po sekvenovani. Porovnat mutace genu ZNF341

mezi populacemi déti z Ceskobudgjovicka a Karvinska. Viechny tyto cile byly naplnény.

54



10 Seznam pouzitych zdroji

1. AUGUST, A,, 2018, Who regulates whom: ZNF341 is an additional player in the
STAT3/Th17 song, Sci Immunol. [online]. 3(24), 9779 [cit. 2021-02-26]. doi:
10.1126/sciimmunol.aat9779. Dostupné zZ:
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC6211796/

2. BARTOVA, E., © 2011, Sekvenovani DNA, Enzymova Sangerova metoda, VFU
Brno [online]. [cit. 2021-02-01]. Dostupné zZ:
https://cit.vfu.cz/opvk2011/?title=popis_metod-sekvenovani&lang=cz

3. BEZIAT, V., LI, I., et al., 2018, A recessive form of hyper-IgE syndrome by
disruption of ZNF341-dependent STATS3 transcription and activity, Sci Immunol.
[online]. 3(24), 4956 [cit. 2020-10-11]. doi: 10.1126/sciimmunol.aat4956.
Dostupné z: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29907691/

4. CAMPBELL, N.A., REECE, J.B., 2006. Biologie. Brno: Computer Press. ISBN
80-251-1178-4.

5. Centrum lékatské genetiky s.r.o., 2019. Laboratorni prirucka. 20. vydani, Ceské
Budgjovice. [online]. [cit. 2021-04-26]. Dostupné z: https://www.clg.cz/wp-
content/uploads/2020/05/Laboratorn%C3%AD-
pP%C5%99%C3%ADru%C4%8Dka.pdf

6. FREEMAN, A.F., HOLLAND, S.M., 2008, The Hyper IgE Syndromes, Immunol
Allergy Clin North Am. [online]. 28(2), 277-8 [cit. 2020-10-10]. doi:
10.1016/j.1ac.2008.01.005. Dostupné Z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2683262/

7. FREEMAN, A.F., OLIVIER, K.N., 2016. Hyper IgE Syndromes and the Lung,
Clin Chest Med. [online]. 37(3), 557-567 [cit. 2021-03-18]. doi:
10.1016/j.ccm.2016.04.016. Dostupné Z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4987538/

55



10.

11.

12.

13.

14.

FREY-JAKOBS, S., etal., 2018, ZNF341 controls STAT3 expression and thereby
immunocompetence, Sci Immunol. [online]. 3(24), 4941 [cit. 2020-10-11]. doi:
10.1126/sciimmunol.aat4941. Dostupné zZ:
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC6173313/?_ga=2.24648890.103
0434870.1614947027-520749958.1614947027

GARIBYAN, L., AVASHIA, N., 2013. Polymerase Chain Reaction. The Journal
of investigative dermatology. [online]. 133(3), 1-4 [cit. 2021-01-26]. doi:
10.1038/31d.2013.1. Dostupné Z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articlessPMC4102308

Gene Cards, The Human Gen Database, © 2021. Genomics for ZNF341 Gene.
[online]. [cit. 2021-03-03]. Dostupné z: genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=ZNF341

HILLMER, E., J., ZHANG, H., LI, H., S., WATOWICH, S., S., 2016, STAT3
signaling in immunity, Cytokine Growth Factor Rev. [online]. 31, 1-15 [cit. 2021-
02-02]. doi: 10.1016/j.cytogfr.2016.05.001. Dostupné zZ:
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC5050093/

HOREJSI, V., BARTUNKOVA, J., BRDICKA, T., SPISEK, R., 2017, Zdklady
imunologie, 6. aktualizované vydani, Praha: Stanislav Juhanak — Triton. 297 s.
ISBN 978-80-7553-250-3

HSU, A.P., BA, DAVIS, J., PNP-BC, APNG, PUCK, J.M., MD, HOLLAND,
S.M., MD, FREEMAN, A.F., MD, 2010-2020. STAT3 Hyper IgE Syndrome,
GeneReviews"®. [online]. [cit. 2020-11-15]. Dostupné z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK25507/

CHANDESRIS, M.-0., et al., 2012, Autosomal Dominant STAT3 Deficiency and
Hyper-Ig Syndrome Molecular, Cellular, and Clinical Features From a French
National Survey, Medicine (Baltimore). [online]. 91(4), e1-19 [cit. 2021-03-13].
doi: 10.1097/MD.0b013e3182595b9. Dostupné z

56



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC3680355/?_ga=2.73015509.772
121374.1615885693-1262960556.1615885693

Immune Deficiency Foudation, © 2020. Hyper IgE Syndrome. [online]. [cit.
2020-10-301]. Dostupné  z: https://primaryimmune.org/about-primary-
immunodeficiencies/specific-disease-types/hyper-ige-syndrome/

KOCAREK, E., 2004. Genetika, 1. vydani, Praha: Scientia. 211 s. ISBN 80-7183-
326-6

KUCIEL, J., URBAN, T., 2016. Principy genetiky. 1. vydani, Brno: Mendelova
univerzita v Brné. 200 s. ISBN 978-80-7509-385-1

KUJANOVA, M., 2019. SEQme, Precisténi PCR produktii — srovndni
kolonkovych souprav riiznych vyrobcii a nase tipy. [online]. [cit. 2020-12-12].

Dostupné z: https://www.seqme.eu/cs/magazine/precisteni-pcr-produktu

LABGuide Privodce laboratofi, © 2014-2019, Sekvenovani DNA. [online]. [cit.
2021-02-03]. Dostupné z: https://labguide.cz/sekvenovani/

LABGuide Priivodce laboratori, © 2014-2019, Klasické metody sekvenovani.
[online]. [cit. 2021-02-03]. Dostupné z: https://labguide.cz/klasicke-metody-

sekvenovani/
LITZMAN, J., 2008. Hyper IgE syndrom - dal$i z primarnich imunodeficitt, u

néhoz byla poznana geneticka podstata. Alergie. Praha: TIGIS s.r.o0., ro¢. 10, ¢. 1,
S. 19-23. ISSN 1212-3536

MAGDELDIN, S., 2012. Gel Electrophoresis — Principles and Basics. Croatia:
InTech. ISBN 978-953-51-0458-2.

57



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

MAYFIELD Brain & Spine, © 2008-2021, Chiari | malformation and
syringomyelia. [online]. [cit. 2021-01-19]. Dostupné Z:

https://mayfieldclinic.com/pe-chiari.htm

MINEGISHI, Y., 2009, Hyper-IgE syndrome, Curr Opin Immunol. [online].
21(5), 487-92 [cit. 2021-03-01]. doi: 10.1016/j.c0i.2009.07.013. Dostupné z:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/19717292/

NCBI, 2020. Homo sapiens zinc finger protein 341 (ZNF341), RefSeq on
chromosome 20, [online]. [cit. 2021-04-22]. Dostupné Z:
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/1173639576

New England BioLabs® Inc., © 2019, Enzymatic PCR Cleanup using
Exonuclease | and Shrimp Alkaline Phosphatase. [online]. [cit. 2021-03-04].
Dostupné z: https://www.neb.com/-/media/nebus/files/application-

notes/enzymatic-pcr-cleanup-exo_sap-app-note.pdf?la=en

NORD — National Organization for Rare Disorders, © 2021, Autosomal Recessive
Hyper IgE Syndrome. [online]. [cit. 2020-12-30]. Dostupné z:

https://rarediseases.org/rare-diseases/autosomal-recessive-hyper-ige-syndrome/

Pfirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy, Laboratot sekvence DNA, [online].
[cit. 2021-04-23]. Dostupné z: https://www.natur.cuni.cz/biologie/servisni-

laboratore/laborator-sekvenace-dna

SNUSNAD, D.P., SIMMONS, M.J., 2009, Genetika. 1. vydani, Brno:
Masarykova univerzita. 871 s. ISBN 978-80-321-4852-2

SOWERWINE, K.J., HOLLAND, S.M., FREEMAN, A.F., 2012, Hyper-IgE
syndrome update, Ann N Y Acad Sci._[online]. 1250, 25-32 [cit. 2021-01-30]. doi:
10.1111/5.1749-6632.2011.06387 .x. Dostupné zZ:
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC4103910/

58



31.

32.

33.

34.

SRSEN, S., SRSNOVA, K., 2000. Ziklady klinickej genetiky a jej molekuldrna
podstata. 3. pfepracované a rosifené vydani. Martin: Osveta. 260 s. ISBN 80-
8063-021-6

SRAM, R., 2017. Jak znecisténé ovzdusi ovliviiuje lidské zdravi. AV CR,
[online].  [cit.  2021-04-23]. Dostupné z:  https://www.avcr.cz/cs/o-

nas/aktuality/Jak-znecistene-ovzdusi-ovlivnuje-lidske-zdravi

SWERDLOW, H., GESTELAND, R., 1990. Capillary Gel Electrophoresis for
Rapid, High Resolution DNA Sequencing. Nucleic Acid Research. [online].
18(6), 1415-1419 [cit. 2020-11-23]. doi: 10.1093/nar/18.6.1415. Dostupné z:
https://academic.oup.com/nar/article-abstract/18/6/1415/1325051

ZHANG, Q., etal., 2018, Human hyper-IgE syndrome: singular or plural?, Mamm
Genome. [online]. 29(7-8), 603-617 [cit. 2021-03-10]. doi: 10.1007/s00335-018-
9767-2. Dostupné z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articlessPMC6317873/?_ga=2.6284789.7304
1576.1615552782-81675923.1615552782

59


https://dx.doi.org/10.1007%2Fs00335-018-9767-2
https://dx.doi.org/10.1007%2Fs00335-018-9767-2

11 Seznam tabulek, grafi a obrazki

Tabulka 1 Klinické charakteristiky nedostatku STAT3 .......ccocoveveiieiieie e 12
Tabulka 2 Sekvence pouzitych primerd pro PCR .........ccooviiiiiiiiiiiiee 29
Tabulka 3 Teplotni profil PCR ..ot 30
Tabulka 4 Teplotni profil PCR - EXO ......cccooiiiiiiiiiic st 32
Tabulka 5 Vysledné méfeni koncentraci vzorkii DNA ..........ccceviiiiiievc i 35
Graf 1 Vyskyt mutaci na Ceskobud&JOVICKU .......ovveveeveeverieiceeeieeeeseeeee e 46
Graf 2 Vyskyt mutaci na KarvinSKu ... 50
Obrizek 1 Gen ZNF341 na 20. ChFOMOZOMU .......cvrviiiiiieiiieiiisieesiee e 9
Obrazek 2 Maxam-Gilbertova Mmetoda ...........c.cooevveirieiiiinceeecse e 21

Obrazek 3 Princip sekvenovani DNA - tiseky DNA o rizné délce vzniklé zaclenénim

fluorescencné znacenych dANTP .........ocoiiiiiiiiiiii e 22
Obriazek 4 SEKVENCE EXONU 15 ......oviiiiiiiiii s 28
Obrazek 5 Pouzity DNA ladder - 100 DP .ocoeiiiiii s 36
Obrazek 6 Elektroforéza produktth PCR na gelu........ccooovviiiiiiiiiiiicc e 36
Obrazek 7 Naznak mutaci u469 bp a475bp ve vzorku 3 —F.....oooiiiiiiiiiiie, 38
Obriazek 8 Ukazka rozsiteného piku pro G ve vzorku 2 — R......ccccooiiiiiiiiiiiiiien, 42
Obrazek 9 Naznak heterozygotni mutace u 275 bp ve vzorku4 — R ... 43
Obrazek 10 Heterozygotni mutace v misté 252 bp ve vzorku 5 —F ..o 43
Obriazek 11 Heterozygotni mutace v misté 430 bp ve vzorku 5 — R, 44
Obrazek 12 Ukdzka sekvence bez mutaci ..........cccceoeeiiiiiiiiiieiieeee e 45
Obrazek 13 Dva Sir$i piky pro G ve vzorku 12 — R ..o 47
Obrazek 14 Heterozygotni mutace v misté 254 bp ve vzorku 16 — F ..o 48
Obrazek 15 Sekvence nevhodna k hodnoceni - VZOreK 16 — R ........ccoooviiiiiiiiciicnenn, 49

60



12 Seznam zkratek

A adenin

AD-HIES Autosomdlné dominantni hyper IgE syndrom
AR-HIES Autosomalné recesivni hyper IgE syndrom
bp part bazi (base pare)

C cytosin

dATP Deoxyadenosintrifosfat

dCTP Deoxycytidintrifosfat

ddATP Dideoxyadenosintrifosfat

ddCTP Dideoxycytidintrifosfat

ddGTP Dideoxyguanosintrifosfat

ddNTP Dideoxynukleotidtrifosfat

ddTTP Dideoxythymidintrifosfat

dGTP Deoxyguanosintrifosfat

DNA Deoxyribonukleova kyselina

dNTP Deoxynukleotidtrifosfat

DOCKS Dedicator of cytokinesis 8

dTTP Deoxythymidintrifosfat

EBV Epstein-Barrova virus

EXO I Exonukleaza |

F Forward primer

G guanin

HEK?2937 Human embryonic kidney 2937 cells
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HIES

HPV

HSV

HUVEC

MCV

NCBI

NGS

NHL

NK

NLS

OH

PCR

PGM3

RNA

rSAP

SNP

STAT1

STAT3

SV40

Hyper IgE syndrom

lidsky papilomavirus

Herpes simplex

Human umbilical vein endothelial cell

Imunoglobulin E

Molluscum contagiosum

Nérodni centrum pro biotechnologické informace
Sekvenovani dal$i generace (next generation sequencing)
non-Hodkinav lymfom

Natural killer

Jaderny lokaliza¢ni signal (nuclear localisation signal)
Hydroxylova skupina

Polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
Phosphoglucomutase 3

Reverse primer

Ribunukleové kyselina

Shrimp alkaline phosphatase

Jednonukleotidovy polymorfismus (single-nucleotide
polymorphism)

Signal transducer and activator of transcription 1
Signal transducer and activator of transcription 3
Simian virus 40

thymin
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TBE Tris-borat-EDTA pufr

uv Ultrafialové zateni (ultraviolet)
\V/AY Varicella zoster virus
ZNF Zinc finger protein
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