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Anotace

Tato préce se zabyva vlivem polymorfismii genii pro ApoE a I/D ACE na patogenezi Al-
zheimerovy choroby. Byla zjistovana frekvence vyskytu rizikové alely ApoE4 u pacientti
s Alzheimerovou chorobou. Zaroven byl sledovan typ inzercéné-dele¢niho polymorfismu

u genu pro ACE u téchto pacient.

Klicova slova

Alzheimerova choroba, ApoE, I/D ACE

Annotation

This essay deals with the influence of polymorphs of ApoE and I/D ACE genes on the
pathogenesis of Alzheimer’s disease. The study tested the frequency of occurrence of
the risk allela ApoE4 among patients with Alzheimer’s disease. It also traced the type

of insertion-deletion polymorphism of the gene for ACE of these patients.
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Seznam pouzZitych odbornych zkratek

ACE — Angiotensin — konvertujici enzym

AD - Alzheimerova choroba

ApoE — Apolipoprotein E

APP — amyloidovy prekurzorovy protein

bp — par bazi

Hhal — restrik¢ni endonukleaza pochazejici z Haemophilus haemolyticus
MPs — paramagnetické ¢astice

PCR - Polymerazova fetézova reakce
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Uvod

Alzheimerova choroba je nejc¢astéjsi pri¢inou demence v pozdnim véku. Nemocny po-
stupné ztraci schopnost se o sebe postarat a je odkazan na své okoli. Péce o takového
clovéka je velmi psychicky naro¢na — pacient mnohdy prodéld zménu osobnosti, mtze
byt podeziravy a agresivni, zacne se ztracet ve znamych prostorech, pozdéji prestava

poznavat své blizké. Je potfeba se mu vénovat cely den.

Prestoze pokud se nemoc odhali véas, da se zmirnit jeji pribéh, casto zlistava dlouhou
dobu nepovsimnuta a poklada se za obvyklou soucast starnuti. K lékaiim se dostavaji
az pacienti v pozdnich stadiich, kterym je velmi obtizné pomoci. Na Alzheimerovu

chorobu neexistuje zadny 1ék.

V mozku nemocného dochézi k mnoha zménadm, z nichz nejvyraznéjsi je ztencovani
mozkové kiiry a tvorba neurofibrilarnich klubek a senilnich plakt tvofenych Amyloid
beta proteinem. Dochézi také k ubytku acetylcholinu, ktery se v mozku stara o pfenos

vzruchtl.

Jedna se o velmi aktualni problém, predevsim ve vyspélych zemich, nebotf populace
starne. I diky pokroktim na poli 1écby nemoci se dnes lidé dozivaji vyssiho véku, coz
s sebou nese i vyssi pocet nemocnych s Alzheimerovou chorobou. V Ceské republice
trpi touto chorobou kazdy druhy c¢lovék starsi 90 let a kazdy paty starsi 80 let. Nemoc

se ale miize projevit i u lidi ve stfednim véku.



Cile prace

Tato prace, vypracovana formou asociacni studie, si klade za cil odhalit ptipadny vztah
mezi polymorfismy genti pro Apolipoprotein E a pro Angiotensin-konvertujici enzym

a vznikem Alzheimerovy choroby u pacienta.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Alzheimerova choroba (AD)

Alzheimerova choroba je neurodegenerativni onemocnéni. Jedna se o nejéastéjsi pri¢inu
demence ve vysokém veku — ve véku nad 85 let trpi touto nemoci priblizné jeden ¢lovék
z osmi. Pro Alzheimerovu nemoc je typické poskozeni kratkodobé, v pozdéjsich stadiich
i dlouhodobé paméti a nasledna naprosté zavislost na pecovateli. Vyrazné se méni

vzhled a struktura mozku.

1.1.1 Historie AD

Pokud povazujeme za pocatek vyzkumu Alzheimerovy nemoci objev senilnich plak
v mozkové kiife, zacal tento vyzkum roku 1892. Tehdy senilni plaky popsali Blocq

a Marinesco. Roku 1907 je podrobnéji popsal Oskar Fischer.

Castéji se ale jako pocatek vyzkumu uvadi rok 1906, kdy mél Alois Alzheimer pied-
nasgku ,,0 svérazném onemocnéni mozkové kiiry“ na 37. schiizi jihonémeckych psychiatrii
v Tiibingenu. Zde referoval o své pacientce Auguste Deter, ktera trpéla tézkou demenci.

Jeho prace byla uverejnéna roku 1907.

Sam Alzheimer tento pfipad posuzoval pouze jako atypickou formu bézné senilni de-
mence. Jeho spolupracovnici Bonfiglio a Perusini ale na zédkladé nizsiho véku, ve kterém
pacienti se stejnou diagnézou onemocnéli, dospéli k nazoru, ze se jedna o samostatnou
nemoc. Alzheimerova nemoc byla poprvé pojmenovana v ucebnici z roku 1910 od Kra-

eplina.

Pti zkoumani podobnych pripadd byly pouzivany dva pojmy — presenilni Alzheimerova
nemoc a senilni demence Alzheimerova typu. Roku 1928 poukézal Griinthal ve své
publikaci na to, zZe mezi témito nemocemi nejsou témeér zadné histologické rozdily. To
bylo v priitbéhu let potvrzeno dalsimi studiemi. Na zakladé prace Roberta Katzmana se

tyto pojmy roku 1976 sloucily. (Jirak et Koukolik, 1998, URL 6)
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1.1.2 Stadia Alzheimerovy choroby

Nemoc byva délena podle mnoha parametri, jednou z nejpiesnéjsich stupnic je Reisber-
gova $kala celkové deteriorace. Podle ni nemocny prochézi nékolika stadii Alzheimerovy

choroby:

1. Z4dné poskozeni kognitivnich funkeci — bez obtizi

2. Pocinajici postizeni kognitivnich funkci — pacient vnima poruchy paméti, zapomina

nazvy véci a jmen, zapominani na mista ulozeni béznych predmétt

3. Lehké postiZeni kognitivnich funkci — $patnd paméf na jména, pokles vykonu

v praci, obtize pfi hledéani slov.

4. Stfedné tézké postizeni kognitivnich funkci — Zuzuje se povédomi o soucasném
déni, objevuji se poruchy pocitani z hlavy a poruchy v péci o sebe sama. Pacient
muze byt dezorientovany i v mistech, kudy bézné prochazi, nemusi se orientovat

v ¢ase ¢i poznavat znamé osoby. Casto dochézi k popirani $patného stavu.

5. Pokrocilé postizeni kognitivnich funkci — Pacient si nevybavuje dilezité zivotni

udaje — svou adresu ¢i jména vnoucat. Obvykle je dezorientovany v Case.

6. Tézké postizeni kognitivnich funkei — naprosta zavislost na svém okoli. Clovék si
nepamatuje témér nic ze svého zivota, potize mu déla odecitani a pric¢itani do
deseti, ma naruseny spankovy rytmus. Je potfeba pomoc pfi pohybu. Objevuji se
zmény osobmnosti — nemocny je neschopny se k ¢emukoliv rozhodnout, miize byt

agresivni vii¢i neznamym vécem nebo mit nutkavé projevy. Mohou mit také bludy.

7. Pacient je neschopny Teci, je inkontinentni a neschopny chiize. Je nutné mu poméa-

hat s jidlem. (Simkova K., 2010)

1.1.3 Stanoveni diagnézy

Diagnoéza se provadi vylouc¢enim moznosti ukazujicich na jinou chorobu. Pacient absol-
vuje testy kognitivnich funkci, vyhodnocuji se zmény jeho paméti a chovani v pritbéhu
nékolika mésici az let. Provadi se vysetfeni moci a krve, EKG a EEG. Pomoci vy-
pocetni tomografie mozku (CT) se zjistuje zmenseni objemu mozku. Naprostou jistotu

mé lékaf az po posmrtném vySetfeni mozkové tkané. (URL 7, Abrahams, P. 2005)
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1.1.4 Rizikové faktory

Rozvoj Alzheimerovy nemoci zptsobuje vzdy kombinace nékolika faktort.

Riziko onemocnéni stoupa s vékem. Nemoc se dé€li na dva typy podle stari, ve kterém

se dostavi klinické priznaky.

e Rana (presenilni, familidrni) forma — propuka pted 60. rokem. Zptisobuji ji
vady na 1. a 14. chromozomu nebo mutace genu pro amyloidovy prekurzorovy
protein (APP) na 21. chromozomu, diky kterému vznik&a Abeta protein. Choroba

miva rychlejsi postup.
e Forma s pozdnim zac¢atkem — propuké po 60. roce. Jednéa se o castéjsi typ AD.
Je zptsobena mutaci mitochondrialni DNA a vyskytem alely ApoEA4.
V nékterych rodinach se AD vyskytuje ve velkém poc¢tu. To mtze svédcit o dédi¢nosti
nemoci nebo o vlivu prostredi, pfipadné o kombinaci obojiho.
Nemoci jsou vice ohrozeny zeny, oproti muztim onemocni 3x ¢astéji.

Dilezita je také strava — prijem ovoce, zeleniny, ryb a antioxidantd snizuje riziko Alze-

imerovy nemoci, naproti tomu vysoka konzumace nasycenych tuku riziko zvysuje.
Pf1i prevenci se mize uplatnovat také vyssi vzdélani, fyzicka aktivita a kulturni zivot.

Spekuluje se také o vlivu manudlni prace, zdravého zivotniho stylu a tirazech hlavy.

(Koukolik et Jirak, 1998, Janda P. 2013)

1.2 Vnitfni zmény

1.2.1 Makroskopické zmény mozku

vvvvv

mozkova kiira (pfedevsim ve frontalni oblasti) a zmensuje se objem a hmotnost mozku.
Tyto zmény jsou patrné i pfi normalnim prubéhu starnuti, u AD jsou vsak mnohem

napadnéjsi. (Koukolik et Jirdk, 1998)
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1.2.2 Mikroskopické zmény mozku

1.2.2.1 Senilni plaky

Senilni (neuritické) plaky jsou nepravidelné okrouhlé heterogenni tutvary velké asi
10-200 pm. Obsahuji amyloid beta protein (viz strana 14). Nékolika druhy barveni je
mozné je rozdélit do nékolika typi plaki podle obsahu amyloidu a obsahu a druhu pos-
kozeni neuritl® — neuronalnich vybézk. Samotné neurity se déli na dva druhy: dystro-

fické neurity a neurity s parovymi spiralnimi vlakny.

Dystrofické neurity lze nalézt jak u osob trpicich Alzheimerovou chorobou, tak u zdra-
vych jedinct. Vznikaji v pribéhu klinicky normélniho starnuti. Naopak neurity s paro-
vymi spiralnimi vldkny jsou typické pro Alzheimerovu chorobu, vyjimecné je Ize najit

i u jinych neurodegenerativnich nemoci.

Senilni plaky vznikaji postupné v c¢ichovém kortexu, prepiriformni kufe, amygdale
a hipokampu, nésledné v neokortexu. V mensim poctu se objevuji i béhem klinicky
normdlniho starnuti, u Alzeimerovy choroby je plakt vyrazné vice. (Koukolik et Jirdk,

1998)

. V oblasti plaku vznikd sterilni zdnét a v ramci akutni reakcni faze se uvolnugi cytokiny
a voln€ kyslikové radikdly, ktere zpisobuji dalsi neurodegenerativni zmény — mohou na-
priklad peroxidovat lipidy bunécné membrdny neurontd a tim zpiusobit zanik neuronu.

(URL 13)
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1.2.2.2 Neurofibrilarni klubka (tangles)

Neurofibrilarni (neuronélni) klubka byla poprvé popsana Aloisem Alzeimerem jako cha-
rakteristicky jev u Alzeimerovy choroby a dalSich neurodegenerativnich onemocnénich.
Rik4 se jim také Nahrobni kameny neuronii. Diilezitou sou¢asti neuronalnich klubek je
tau protein. Ten se podili na stabilité a usporadani mikrotubuli, tyto proteiny hraji

vyznamnou tlohu v axonovém transportu. Tau protein je u AD nadmérné fosforylovan.

(Barto$ A., Ripova D., 2010)

~Hyperfosforylaci tau proteinu se prestdvd udrZovat mikrotubuldrni sit, coZ vede k na-
rusent axondlniho transportu. Soucasné hyperfosforylované formy tau proteinu tvori in-
traneurondlni vldknité inkluze — neurofibrilarni klubka, jeden z hlavnich rysi nemoci.“

(Bartos Ales, Ripova Daniela, Pokroky v diagnostice Alzheimerovy nemoci)

Kdyz se klubka obarvi solemi sttibra, vypadaji v optickém mikroskopu jako chomace
hrubych vlaken. Jejich pocet znadi pokrocilost a zdvaznost Alzheimerovy choroby. (Kou-

kolik et Jirdk, 1998)

Hlavni slozkou amyloidovych plaktl a neurofibrilarnich klubek je Amyloid beta pro-
tein. Vznikd amyloidogennim $tépenim amyloidového prekurzorového proteinu (APP).
Mnozstvi amyloidu beta vyznamné ovliviiuje hladina cholesterolu — vysoka hladina

usnadnuje amyloidogenni stépeni APP. (Pesak L., 2013)

1.3 Kandidatni geny

Préace byla vypracovana jako asociacni studie. Tyto studie se vyuzivaji ke zjistovani
genetické predispozice k multifaktoridlnim onemocnénim — tedy takovym, na jejichz
roli ve vzniku multifaktoridlniho onemocnéni hraje i prostiedi, ve kterém se ¢lovék

pohybuje — napt. zda vede kulturni zivot ¢i sportuje.

Asociacni studie se zaméruji na odhalovani vztahu mezi uréitym genotypem a onemoc-
nénim. Nékteré genotypy mohou zvysSovat ¢i snizovat riziko vzniku onemocnéni, jiné
na néj nemaji zadny vliv. Obvykla varianta provedeni asocia¢ni studie se nazyva case-

control.
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U ni se srovnava frekvence vyskytu testovanych genotypt mezi skupinou zdravych je-
dinct a skupinou s danou chorobou. V pfipadé, ze se sledované genotypy obou skupin
vyznamné lisi, je mozné predpokladat, ze maji néjaky vliv na rozvoj onemocnéni. (URL

11)

Z ptedchozich studii vyplyva, Ze by se na onemocnéni Alzheimerovou chorobou mohl
podilet i gen pro Apolipoprotein E (ApoE) ¢ inzeréné-deleéni polymorfismus u genu

pro Angiotensin — konvertujici enzym (ACE).

1.3.1 Apolipoprotein E (ApoE)

Tento protein, tvoreny 299 aminokyselinami, se podili na stavbé a udrzovani stability
bunécného skeletu neuront, stara se o celistvost synapsi a aktivaci reparacnich procest,
které jsou zptisobené mechanickym poskozenim ¢i starnutim. Ma protizanétlivé ucinky.
Déle ApoE reguluje rist a diferenciaci bunék a funguje i jako imunomoduléator. Také
tvori v téle spolu s tuky molekuly zvané lipoproteiny. Ty jsou odpovédné za transport
cholesterolu k télnim bunkam. ApoE je hlavni soucasti lipoproteini s velmi nizkou
hustotou, které odstranuji prebytecny cholesterol z krve do jater, kde se zpracovava.
Udrzovani standardni hladiny cholesterolu je dilezité pro prevenci poruch ovliviiujicich

srdce a cévy. (URL 1, URL 2)

Gen pro ApoE se naléza na 19. chromozomu. Existuji tii izoformy tohoto proteinu
— ApoE2, ApoE3 a ApoE4. Lisi se ve 112. a 158. aminokyseliné zaménou thyminu

za cytosin - vznikd bud aminokyselina cystein, nebo arginin.

izoforma | 112. aminokyselina | 158. aminokyselina
ApoE2 cys cys
ApoE3 cys arg
ApoE4 arg arg

Nejvice je v populaci zastoupena izoforma ApoE3 (77-78 %), druhé nejcastéjsi je ApoE4
(16-17 %). Nejméné je v populaci zastoupena izoforma ApoE2 (7-8 %).
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7 dosavadnich vyzkumt vyplyva, Ze lidé s ApoE4 jsou vice nachylni k onemocnéni
Alzheimerovou chorobou — heterozygoti maji az 3x vétsi riziko vzniku onemocnéni,
u homozygott je toto riziko 15x vétsi, nemoc navic propuka v mladsim véku nez
u heterozygoti. Zvysené riziko AD je zptisobeno nadmérnym mnozstvim cholesterolu
v mozkové tkani, nebof ApoE4 mé sniZzenou schopnost premistit cholesterol do bunék.
Cholesterol v mozkové tkani nasledné podporuje produkci Abeta proteinu. ApoE4 hure

opravuje poSkozené neurony. (Cibickova L., Palicka V., 2005)

1.3.2 Angiotensin — konvertujici enzym (ACE)

Hlavni funkci enzymu ACE je pfeménovani angiotensinu I na angiotensin II. Zatimco
angiotensin nema v téle témér zadnou funkci, angiotensin II zvysuje krevni tlak. ACE

se také podili na Stépeni amyloid beta proteinu. (URL 12)

vvvvvv

podili na udrzovani homeostazy, a to ovliviiovanim vylucovani vody a regulaci krevniho

tlaku. Také ovliviiuje behavioralni procesy — pamét, uceni, zizen apod.

Gen pro ACE mé4 inzeréné-delecni polymorfismus (I/D ACE). Jeho dva genotypy se lisi
pritomnosti ¢i absenci ¢asti DNA o délce 287 bp v intronu 16. Alela I je tak dlouha
ptiblizné 490 bp, alela D 190 bp. V populaci se nejcastéji vyskytuje alela I. (Dostalova
Z., 2006)

I/D polymorfismus muze také ptispivat k rozvoji Alzheimerovy choroby, ackoliv pfimé

souvislost nebyla prokazana.

2 Prakticka céast

2.1 PouzZité metody

2.1.1 1Izolace DNA pomoci paramagnetickych ¢astic

Izolace DNA je proces ziskavani nukleovych kyselin jakozto genetické informace z bio-

logického materialu.
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Pouzité paramagnetické ¢astice (MPs) maji kovové jadro a specificky upraveny povrch,
na ktery dokazou diky vnéjsimu magnetickému poli navazat bioreaktivni molekuly. Pa-
ramagnetické ¢astice se pridavaji ke vzorku, kde na sebe cilené molekuly navazou. Poté
jsou magnetem uchyceny ve zkumavce, zbytek roztoku je odstranén. Nasledné jsou MPs

oddéleny od cilovych molekul, se kterymi mizeme dale pracovat. (Huska et al. 2008)

U ziskaného vzorku DNA se vyhodnocuje jeho ¢istota pomoci spektrofotometru, ktery

méri koncentraci na zakladé pohlcovani svétla.

2.1.2 PCR - polymerazova retézova reakce

Metoda PCR vyuziva primery a enzym DNA polymerazu k namnozeni pozadovaného
useku DNA. Amplifikace probiha v termocykléru v nékolika krocich, pficemz délka

jednotlivych kroki a teplota mohou byt pro rizné smési odlisné.

1. Pocatecni denaturace DNA — dvousroubovice se rozdéli na jednofetézcovou DNA
(ssDNA), na kterou mohou nasednout primery. Probiha nejc¢astéji pti 95 °C, pro-
toze pfi této teploté dochéazi k inhibici obvyklych polymeraz. Pii PCR se pouzivaji
termostabilni polymerazy pochézejici z bakterii zijicich ve velkém horku. Tyto

polymerazy jsou schopné preckat i 95 °C a nasledné amplifikovat DNA.
2. Denaturace DNA — pokracuje rozdélovani dvousroubovice na jednotetézcové DNA.
3. Nasedani primeru (anealing) — primery se pfipojuji na vlakna DNA.

4. Elongace — probiha syntéza komplementarniho fetézce DNA. Na primery se ptipoji
DNA polymeraza a k vlaknu DNA pfipojuje volné nukleotidy ve sméru od 5‘ konce
ke 3‘ konci.

5. Kroky 2 — 4 se opakuji v nékolika cyklech, aby se docililo pozadovaného mnozstvi

tsektt DNA.
6. Zavéretna polymeracni reakce (findlni extenze) - dosyntetizovani fetézci DNA.

7. Smés se zchladi.
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POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE - PCR
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2.1.3 Restrikéni analyza

Restrik¢ni analyza vyuziva stépeni DNA na kratké tseky pomoci restrik¢énich endonuk-
ledz. Lisi se od sebe rozpoznavanim urcitych kratkjch sekvenci nukleotid, ve kterych
stépi DNA na rtzné dlouhé fragmenty. Riizné DNA se od sebe daji rozpoznat diky roz-
dilné délce téchto fragmenti, zapri¢inéné pritomnosti ¢i absenci rozpoznavaciho mista

endonukleazy.

Restrik¢ni endonukleazy pochézeji z bakterii, kde slouzi jako ochrana pired cizorodou
DNA virti. Je znamo asi 1500 endonukledz. Rozpoznavaji obvykle palindromatické sek-
vence — tedy takové, které maji stejné poradi nukleotidit na obou vldknech ¢teno od
5 konce. Restrikéni endonukledzy, které rozpoznavaji kratkou sekvenci nukleotidi, ob-

vykle nastépi DNA na mnoho kratsich useku. Naopak endonukledzy rozpoznavajici

dlouhou sekvenci nukleotidti stépi DNA na delsi tseky. (URL 8)

Pouzita endonukledza Hhal pochazi z bakterie Haemophilus haemolyticus a pracuje

nejlépe pri teploté 37 °C. Rozpoznava sekvenci GCGC.
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2.1.4 Gelova elektroforéza

Elektroforéza je jednou z nejvyuzivanéjSich metod k analyze nukleovych kyselin a pro-

teind. Vyuziva schopnosti pohybu zaporné nabitych c¢astic v elektrickém poli.

Nejcastéji se jako nosné médium vyuzivaji agarézové nebo polyakrylamidové gely. Mo-
lekuly DNA se jimi mohou pohybovat riznou rychlosti — delsi tiseky pomaleji, kratsi

rychleji. Ty se proto dostanou na gelu dal od ptivodniho mista.

Jednotlivé vzorky se umistuji do pfedem pripravenych jamek v gelu. Do jedné z nich se
vklada velikostni standard s pfedem urc¢enymi fragmenty. Ten slouzi ke kvalifikovanému

odhadu velikosti fragmentt uréovanych vzorkt. (URL 4, URL 5)

smés fragment ==
o~ DNA riizné velikosti 28 x
=S 3
@] | gfF °
= — = __ | dlouné
— — fragmenty
E ; I
i — ™ kratke
fragmenty
zdroj

elektroforeticky gel

Migrace ¢astic v gelu. Zdroj obrazku: URL 3

Po skonceni elektroforézy je zadouci tseky DNA zviditelnit. Pro tyto tcely se vyuziva
barvivo (SYBR Green nebo ethydium bromid), které se na DNA navaze a lze jej vidét
pod UV zafenim. Vysledky elektroforézy se sleduji v UV transluminatoru. (URL 10)
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2.2 Provedeni

DNA byla ziskana setfenim epitelovych bunék z bukalni sliznice a byla izolovana podle

upraveného protokolu izola¢niho kitu Prepito NA Body Fluid Kit (chemagen-Perkin

Elmer) na automatizovaném piistroji PREPITO. Vzorky pochézely od pacientii z CR

trpicich AD a od kontrolnich osob.

2.2.1 ApoE - genotypizace

Cést genu pro ApoE byla amplifikovina pomoci PCR reakce za vyuziti znac¢enych pri-

meri APO1 FAM a APO2 TAMRA. SloZeni reakce:

APO1 F primer

APO2 T primer

PCR voda

dNTP

KAPA Enhancer 1

KAPA 5x Buffer A

7-Deaza-G

KAPA 2G Robust HS polymeraza

0,3 ul
0,3l
8,2 ul
0,5 ul
4l
4l

0,2 ul
0,25 ul

+ 1l DNA (50 ng/ul)

Nastaveni termocycleru a teplotni profil:

95°C 10 min

95°C 1 min

58°C 30s 35 cykla

72°C 1 min

4°C 00

Produkty PCR reakce byly nastépeny pomoci restrikéni endonukledzy Hha I. Reakce

obsahovala 10 il DNA amplifikatu, 1 ul pufru a 1 ul restriktazy Hha I. Stépeni probihalo

dle teplotniho profilu: 30 minut pfi 37 °C a 5 minut pti 95 °C.

Nésledné probéhla denaturace pii 95 °C po dobu 2 minut a rychlé zchlazeni po dobu 1

minuty.

20



Vzorky byly podrobeny fragmentac¢ni analyze na sekvenatoru ABI 3130 Genetic Ana-
lyzer (Applied Biosystems, USA). 1 reakce obsahovala 0,5 ul DNA, 0,5 ul délkového
standardu (Standard LIZ 120) a 9 ul formamidu. Podle délek znacenych restrikénich

fragmentii byly stanoveny genotypy u jednotlivych pacienti.

2.2.2 ACE - genotypizace

Cést genu pro ACE byla amplifikovana pomoci PCR reakce s vyuzitim forward a reverse

primert (ID1, ID2). SloZeni reakce:

Primer ID1 0,1 ul
Primer ID2 0,1 ul
PCR voda 7,5 ul

8,75 ul KapaFast Mix 2x 8,75 ul
+ 1l DNA (50 ng/pl)

Nastaveni termocycleru a teplotni profil:

94°C 2,5 min

94°C 20s

55°C 30s 40 cykla
72°C 30s

72°C 5 min

15°C

Naésledné byla provedena elektroforéza PCR produkti na 1,5% agarézovém gelu. Na gel
bylo naneseno 10 ul PCR smeési. Elektroforéza probihala pod napétim 90 V po dobu

cca 45 minut.

2.3 Vysledky

2.3.1 ApoE

Na ptitomnost alely ApoE4 bylo vysetieno 225 pacientt trpicich Alzheimerovou choro-

bou a 186 kontrolnich osob. Vék byl u obou skupin srovnatelny, pohyboval se v rozmezi
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od 67 do 85 let, primérne 75 let. VysSetfené osoby pochézeji z nemocnic a hospitaliza-

¢nich tstaviit v Ceské republice.

P1i porovnani alelickych frekvenci s vyuzitim Fisher exact testu byl zjistén statisticky
vyznamny rozdil ve vyskytu alely ApoE4 mezi pacienty s Alzheimerovou chorobou a
skupinou kontrolnich osob (p = 0.0001). Tento rozdil spliiuje podminku, Ze hodnota
p je mensi nez 0,05 (hranice statisticky vyznamného rozdilu). VSechny statistické udaje
byly vypocitany pomoci internetovych stranek
http://research.microsoft.com/en-us/um/ /redmond/projects/mscompbio/fisherexacttest a
http://home.ubalt.edu/ntsbarsh/Business-stat/otherapplets/Catego.htm

Genotypy:
genotyp | E2/E2 | E2/E3 | E2/E4 | E3/E3 | E3/E4 | E4/E4 | celkem
pacienti 1 23 7 103 88 3 225
kontroly 0 42 4 104 36 0 186
celkem 1 65 11 207 124 3 411

Porovnani genotypt pacientd s AD a kontrolnich osob, tu¢né oznacen zvyseny vyskyt alely ApoE4

Riziko spojené s alelou ApoE4:

1,5

Odds ratio

E2 E3

0,5 -
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Pritomnost alely ApoE4 zvySuje riziko vyskytu Alzheimerovy choroby 2 4krat.
(OR[] = 2,402). Ostatni alely riziko AD nezvysuj.

Alelické frekvence:

1003

90%

BO%

T0%

60%

50% HE4

WE3
40%

mEZ
30%

kvantitativni alelicka cetnost

20%

10% -

0%

Nejvice zastoupenou alelou v populaci je alela ApoE3. Alela ApoE2, ktera mé spiSe
protektivni tcinek, byla s vyssi frekvenci nalezena u kontrolnich osob. Rizikova alela

ApoE4 se vyrazné cCastéji vyskytovala u pacientti s AD.

1OR - odds ratio — udava, kolikrat Gastéji se dand alela vyskytuje u nemocnych lid

23



Genotypy polymorfismi ApoE:

1. alela 2. alela 1. primer 2. pamer

91 71
E2/E2 TT TT

91 71

91 71
E2/E3 TT TC

91 23

91 71
E2/E4 TC TC

19 23

91 23
E3/E3 TT CC

91 23

9 23
E3/E4 TC CC

19 23

19 23
E4/E4 CC CC

19 23

Délky fragmentti polymorfismi gent pro ApoE

Ukazky genotypti ApoE
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ApoE2/ApoE3

LT =) | N N WO NENEN N NN RENEN .
. A J
E
I ) = T mEE] mE] e mE e .
B2
Genotyp s alelami ApoE2 a ApoE3: Fragmenty jsou dlouhé 91, 71 a 23 bp.
ApoE2/ApoE4
e — N N WO N NN NN N RENEN .
. N J\
P e N [ W[ B WSS N RN NCRC R RSN .

Genotyp ApoE2 a ApoE4: Fragmenty dlouhé 91,71,19 a 23 bp.
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ApoE3/ApoE3

""*'-"-F""l e " LA R NC NN SN NN N NENEN |
| L SN
e = L B R AR R RENC RN N N

| S
Genotyp ApoE3/ApoE3: Fragmenty dlouhé 91 a 23 bp.
ApoE3/ApoE4
N SN N[ R NN N R RC N RN RENEN| .
U PR e [ W[ B RN NENC W RN RN | .

RERRRRERRRE ]

Genotyp ApoE3/ApoE4: Fragmenty dlouhé 91, 23 a 19 bp.
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ApoE4/ApoE4

BRESTY WAL B B34

ied o H N LB B W
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1R a1 204 o L B RN RN RENC NN u

£l : & 2 - ]

i 3

i
—

. % & % B B B
_.——::’

Genotyp ApoE4/ApoE4: Fragmenty jsou dlouhé 19 a 23 bp.

2.3.2 1/D ACE

Na I/D ACE polymorfismus bylo vySetfeno 326 pacienti a 248 kontrolnich osob. Prumérny
vék byl opét 75 let a vechny osoby pochéazely z Ceské republiky.

U polymorfizmu I/D ACE nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil v genotypovych a
alelickych frekvencich mezi studovanymi skupinami osob. Hodnoty pravdépodobnosti
genotypovych frekvenci: p=0,691(D/D), p=0,12 (I/D), p=0,18 (I/I). Tyto hodnoty vsak

nespliiuji podminku statisticky vyznamného rozdilu (p < 0,05).

Alelické frekvence:

Piipad/kontrola | I D
AD 308 | 344
kontroly 223 | 273

Celkoveé se alela I vyskytovala u nemocnych osob v po¢tu 308, u kontrolnich osob v poétu 223. Alela

D byla u pacientii zastoupena 344krat, u zdravych jedinct 273krat.
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Procentudlni srovnani:
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Vyskyt alel I a D je srovnatelny jak u skupiny osob s AD, tak u kontrolni skupiny.

Porovnéani genotypti pacient se zdravymi jedinci:

Piipad/kontrola | II | ID | DD
AD 74 | 160 | 92
kontrola 41 | 141 | 66

74 pacienti s AD byli homozygoti s alelami IT, 92 homozygoti s alelami DD a ve 160 p¥ipadech se jednalo
o heterozygoty. U kontrolnich osob bylo 41 II homozygott, 66 DD homozygot a 141 heterozygot.

Homozygotni genotypy II a DD se u pacientii s AD vyskytuji castéji.
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Rizikovost genotypu vyjadiena pomoci OR:

16

x

14

r

1,2 -

r

Odds ratio
-

x

r

0,2 -

x

Z4dny z polymorfism@l v§znamné nezvysuje riziko vzniku Alzheimerovy choroby.

Vyistup gelové elektroforézy:

Ukéazka vysledku gelové elektroforézy: 8 vzorki, 3 s I/D polymorfismem, 5 s D/D polymorfismem.
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3 Zavér a diskuze

3.1 ApoE
U genu pro apolipoprotein E se ukazala byt nejrizikovéjsi alela ApoE4, kterd 2,4x zvy-
Sovala pravdépodobnost onemocnéni Alzheimerovou chorobou.

Tento vysledek odpovida i vysledktim studii z jinych zemi (Bertram et al. 2007, Takei
et al. 2009)

3.2 ACE

U inzerc¢né-delec¢niho polymorfismu v genu pro ACE nebyla nalezena vyznamna souvis-

lost s propuknutim nemoci, prestoze u pacientii s AD prevladaly homozygotni genotypy.

Mnoho jinych studii sledujicich vliv polymorfismu I/D ACE na Alzheimerovu chorobu
dospélo k protichtidnym vysledktim. Nékteré prace povazuji za rizikovou alelu I/D (Leh-

nan et al., 2005) ¢i I/I (Kolsch et al., 2005).

Po navyseni poctu osob zafazenych do studie lze predpokladat nalez statisticky vy-
znamnych souvislosti. Studie s vétsim poctem studovanych subjektid maji obecné vétsi

statistickou vahu.
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