Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta

v Hradci Kralové

Studijni program: Zdravotnicka bioanalytika

Katedra biologickych a 1ékarskych véd

Pavel Votypka

MOLEKULARNE GENETICKE VYSETRENI CFTR GENU V RAMCI
NOVOROZENECKEHO SCREENINGU V CESKE REPUBLICE

Bakalarska prace

Vedouci prace: RNDr. Hana Klusonova, PhD.

Hradec Kralové, 2013



Skola:

Fakulta:

Katedra:

Studijni program:
Studijni obor:

Jméno a ptijmeni autora:

Nazev bakalarské prace:

Pracoviste:

Vedouci prace:
Konzultant:

Rok obhajoby bakalarské prace:

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kraloveé
Katedra biologickych a 1ékatskych véd
Zdravotnicka bioanalytika

Zdravotni laborant

Pavel Votypka

Molekularné genetické vysetfeni CFTR genu
v ramci novorozeneckého screeningu v Ceské
republice

Ustav biologie a lékatské genetiky — Centrum cystické
fibrozy, FN Motol, Praha

RNDr. Hana Klusonova, PhD.
MUDr. Miroslava Balas¢akova, PhD.

2013



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem tuto bakalafskou praci vypracoval samostatné¢ pod odbornym
dohledem MUDr. Miroslavy Balas¢akové, PhD., a v seznamu literatury jsem uvedl vSechny
pouzité literarni a odborné zdroje. Prace nebyla vyuZita k ziskani jiného nebo stejného

titulu.

V Hradci Kralové, dne 20.4.2013
Pavel Votypka



Podékovani

Touto cestou bych rad podékoval MUDr. Miroslavé Balas¢akové, PhD., za naprosto
profesionalni ptistup, cenné rady a Cas, ktery mi pii psani této prace poskytla. Podékovani
také patfi panu piednostovi UBLG prof. MUDr. Milanu Mackovi, DrSc. a vedouci CF
Centra RNDr. Alexandie Stambergové, CSc. za umoznéni studia pfi zaméstnani a napsani
této bakalatské prace. Déle také dékuji celému kolektivu CF Centra UBLG, FN Motol v
Praze, kteti trpélivé odpovidali na mé vSeteCné otazky a pomohli mi tak dokoncit tuto

bakaléiskou praci.



Souhrn

Cysticka fibroza (CF) je nejCastéjs§i zavazné autozomalné recesivni genetické
onemocnéni. Je zpiisobena mutaci/cemi v genu kdédujicim chloridovy transportér na
bunéné membrané (66). Statistiky uvadéji, ze se toto onemocnéni objevuje u jednoho z
2500 az 3500 zivé narozenych déti v evropskych populacich, pfi¢emz v Ceské republice se
takto postizenych déti narodi asi 40 za rok (63). S ohledem na velmi zavazné klinické
projevy nemoci, které vyrazné zkracuji zivot postizeného, se u vSech novorozenctu
narozenych na uzemi CR od 1. fijna 2009 provadi novorozenecky screening CF ze suché
kapky krve. Krevni vzorky novorozencii, ktefi maji v prvotnim testu zvySené hodnoty IRT
na dany cut off, jsou zasilany do laboratofe molekularni genetiky k analyze nejcastéjsich,
patogennich a popula¢né vyznamnych mutaci v genu CFTR.

Izolace DNA se provadi ze stejnych suchych kapek krve na screeningové karticce,
ve kterych byla zjisténa zvySend koncentrace IRT. Dulezity je spravny vybér izola¢ni
metody, s ohledem na vytéznost a kvalitu DNA. Ta zasadn¢ ovlivni kvalitu a rychlost
vysledkiit molekularn¢ genetického vySetieni a méd vliv na nasledné ziskani informaci
béhem molekularné genetické analyzy. U postizenych jedincl jsou nalézdny 2 mutace,
event. 1 mutace v homozygotnim stavu v genu CFTR v pozici trans. Do dne$niho dne bylo
popsano vice nez 1500 mutaci v tomto genu a jejich rychlé identifikace hraje roli pfi v€asné
terapii pacienta. V soucasné dob¢ se pacienti s CF dozivaji primérné 30 - 35 let, coz je
zlepseni, kterého bylo dosazeno nejen novymi metodami péce o takto nemocné, ale také
moznostmi v€asného stanoveni diagndzy pomoci NS (18). Novorozenecky screening
v soucasnosti zdsadné ovlivni pfeziti 1 kvalitu zivota téchto déti, vzhledem k novym
moznostem zavadéni cilené genové terapie (20). Pro tu je dilezité, aby tito jedinci neméli
ireverzibilni poskozeni tkani, zejména sinopulmonélniho traktu. Spektrum nabizenych
metod vySefeni je velmi Siroké, a z tohoto diivodu je velmi dilezity spravny algoritmus pti
vybéru jednotlivych analytickych protokoli pro potvrzeni nebo vylouceni mutaci v genu

CFTR.

Klic¢ova slova: DNA, cysticka fibroza, novorozenecky screening, gen CFTR , IRT,

genetické vySetfeni, molekularni diagnostika, mutacni analyza



Summary

Cystic fibrosis (CF) is the most frequent serious autosomal recessive genetic
disease. CF is caused by mutations in the gene coding for Chloride transporter on the cell
membrane (66). According to the statistics, this disease has prevalence 1 in 2500 to 3500
live newborns in European populations, where in Czech republic about 40 affected
children a year are born (63). With respect to very serious clinical symptoms of this
disorder (which substantially shortens the life expectancy of affected individual) in all
newborns born in Czech Republic since October 1, 2009 the newborn screening from the
dry blot spot is being performed. Blood samples from newborns who have in the primary
test increased levels of IRT over given cut off are being sent to molecular genetic
laboratory for analysis of the most frequent, pathogenic and population-wise important
mutations in the CFTR gene.

DNA isolation is being performed from the same dry blood spots on the screening
card, which correspond to those where the increased IRT were found. It is important to
choose the most suitable isolation method with respect to DNA yield and concentration.
Those are crucial for quality and turn around time of molecular genetic analysis results and
influence the following information retrieval . There are 2 mutations found in affected
individuals, sometimes 1 homozygous mutation in trans position, in the CFTR gene. Until
today there was described more then 1500 mutations in this gene and their rapid
identification plays important role in the patient’s early therapy. Currently, the patients with
CF have average life expectancy 30-35 years. This is improvement accomplished by new
approaches in the patient’s care and as well as by the possibility of early diagnosis through
the newborn screening. Currently newborn screening crucially influences survival and the
quality of live of the affected children thanks to the new approaches introducing targeted
gene therapy. Important criterion for this therapy is absence of irreversible tissue damage
especially in sinopulmonal tract (20). Spectrum of offered analytical methods is very broad
and so it is important the employ the correct algorithm while choosing particular analytical

protocol for CFTR gene mutation confirmation or exclusion.

Key words: DNA, cystic fibrosis, newborn screening, CFTR gene, IRT, genetic analysis,

molecular diagnostic, mutation testing
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Seznam pouZzitych zkratek

CF.oveien cysticka fibroza

CFTR............... cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, transmembranovy regulator
vodivosti

124 A imunoreaktivni trypsinogen

PAP ... pancreatitis associated protein, protein asociovany s pankreatitidou

DNA.....ccoeeeee deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

NSCF............... novorozenecky screening cystické fibrozy

NS e novorozenecky screening

LY (€ S molekularni genetika

BP,PB............. base pair, par bazi

MS/MS............ tandem mass spektrometry, tandemova hmotnostni spektrometrie

NBD................ nukleotide binding domain, doména vazajici nukleotid

PCR.....cceens polymerase chain reaction

NTC......ven. non template control, kontrola bez templatového vzorku

AE . acetat/EDTA

TE. o, tris/EDTA

UV, ultraviolet, ultrafialové

EB .o elution buffer, elu¢ni pufr

PB..coiiiins phosphate buffer, fosfatovy pufr

CCD...cocveeee charge-coupled device, zafizeni s vazanymi naboji

ARMS ............ amplification refractory mutation system

RFLP.............. restriction fragment length polymorphism, polymorfismus délky restrikénich
fragmentt

MLPA ............. multiplex ligation-dependent probe amplification

DC...ovveeeee, DNA control, kontrolni vzorek DNA

OLA ... oligonucleotide ligation assay

HGVS............. Human genome variation society



1. TEORETICKA CAST

1.1. Cysticka fibroza

Cysticka fibroza (CF; OMIM #217900); patii mezi nejcastéjsSi zavazna autozomalné
recesivni onemocnéni evropské populace (66). Udaje o jejim vyskytu se znacné lisi.
Obecné se udava incidence v evropské populaci 1: 2500 -1: 5500 (1,2). V Ceské republice
byla incidence CF stanovena na 1: 2833 (67). Na zaklad¢ novorozeneckého screeningu

provadéného v letech 2009 - 2010 byla incidence spocitana na 1: 5000 novorozenct (63).

Jedna se o multiorganové onemocnéni primdrné postihujici plice, exokrinni funkci
pankreatu, jatra, stfeva a muzsky reprodukéni systém (3). K dispozici doposud neni
kauzalni 1éCba, ovSem kvalita a délka zivota pacienti s CF se v poslednich desetiletich
vyrazné zlepsila. Zatimco v 50. letech minulého stoleti umirala vétSina postizenych déti jiz
v kojeneckém véku, v soucasnosti se ve vyspélych zemich nemocni mohou dozit i 50 let
(2). Je zlepSovana také kvalita Zivota nemocnych. V CR je podle dat z narodniho registru
(www.cfregistr.cz) median véku cca 26 let a napf. v USA ¢ini medidn zhruba 37 let.
Intenzivni 1é¢ba prodluzuje sttedni délku Zivota, ovSem na druhou stranu pfispiva k rozvoji

sekundarnich komplikaci CF (3).

1.1.1. Klinicka charakteristika cystické fibrozy

Jednd se o multiorganové onemocnéni, které je charakterizovano progresivnim
postizenim sino-pulmondlniho systému a vyvoje muzského reprodukcéniho traktu,
insuficienci zevni sekrece pankreatu a také vysokou koncentraci chloridi v potu. Vedle
téchto zékladnich piiznaki, které by vzdy mély oSettujiciho 1€kare upozornit na diagnozu,

vSak CF postihuje témét vSechny systémy téla (2,5).

Pribéh nemoci se mize znacné liSit podle zavaznosti klinickych projevi, o délce
zivota rozhoduje piedevSsim progresivni postizeni plic, které se podili na umrtnosti pacienta
s CF v 85%. PostiZeni plic je zptsobeno ptitomnosti hustého hlenu v dychacich cestach.
Dochéazi krozvoji chronickych zénéth plic zplsobenych pievazné kmeny bakterii
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Burgholderia cepacia, které ve svém
disledku vedou k tvorbé bronchiektdzii a rozvoji respiracniho selhdni. V ramci postizeni

gastrointestindlniho traktu se jiZ prenatdlné¢ objevuje postiZzeni zevni sekrece pankreatu,
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které zptsobuje po narozeni poruchu vstiebavani zivin (tzv. pankreatickou insuficienci).
Vlivem toho je naruSen stav vyzivy, vyvoj a rist pacientd. Nektefi pacienti mohou mit

zbytkovou funkci pankreatu zachovanou (2,5).

Novorozenecky mekoniovy ileus, ktery je zptisobeny ucpanim stieva zvysen¢ vazkou
smolkou (mekoniem) se vyskytuje u zhruba 13 % novorozenct s CF, a je velmi cCasto
prvnim ptiznakem tohoto onemocnéni (4,11). U dospélych muzt se CF také projevuje jako

porucha reprodukce ve formé obstrukéni azoospermie (2).

Z tohoto stru¢ného vyctu klinickych projevil vyplyva, ze klinicka diagnostika je ¢asto
velmi obtizna. I zakladni pfiznaky se nemusi projevit, nebo se mohou rozvinout ve vyssim
véku (1,2,5). CF ma tedy relativné Siroké spektrum piiznaku, které maji navic i rizny vek

nastupu a odliSnou miru progrese klinického vyvoje (3,5).

1.1.2. Patofyziologie

Patogeneze cystické fibrozy je organové specifickd a u jednotlivych cilovych
organi se projevuje v rizné mife. | pfes velmi intenzivni vyzkum nebyla regulace CFTR
exprese u postizenych organti doposud zcela objasnéna. Gen CFTR je u Cclovéka
exprimovan na povrchu epitelidlnich tkani, které se shoduji s organy postizenymi cystickou
fibrézou. Dnes je jisté, ze protein CFTR funguje pfedevsim jako chloridovy kanal na
apikalni membran¢ bunck, ktery je zodpovédny za transport elektrolyti a vody
epitelidlnimi membrdnami, soucasné¢ vSak také reguluje funkci dalSich proteinti (68).
Poruchou jeho funkce je omezena sekrece chloridii a podporovana resorpce sodiku, coz
vede ke zméné slozeni i vlastnosti sekretil na epitelidlnim povrchu bunék (viz. Schéma ¢.
1). Zahustény hlen je zodpovédny za obstrukci dychacich cest, ndsledné dochazi k osidleni
bakteriemi a k chronické infekci. U proteinu CFTR byla popsana jeho uloha jako
internaliza¢niho-fagocytarniho receptoru pro Pseudomonas aeruginosa a Burgholderia
cepacia. Reakci na infekci je nepfimétena zanétliva odpovéd’, ktera vede k ireverzibilnimu

poskozeni epitelu dychacich cest protedzami a prozanétlivymi cytokiny (2).
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Schéma ¢. 1: Patofyziologie respiracniho onemocnéni CF

Defektni CFTR gen

Defektni CFTR protein

Porucha transportu iontd

snizend sekrece CI, zvyiend rezorpce Na*

SniZeni vrstvy tekutiny na
epitelu dychacich cest

obstrukce
hlenem

Porucha mukociliarni
clearance

1.1.3. Geneticka podstata cystické fibrozy

1.1.3.1. Gen CFTR

Ani padesat let od prvniho popisu cystické fibrozy (7) nebyla biochemicka podstata
nemoci objasnéna. V roce 1989 byl konecné s definitivni platnosti metodou pozi¢niho
klonovani, kombinaci techniky ,,chromosome jumping* a fyzikdlniho mapovani, izolaci
potencialnich exonovych sekvenci a genetickou analyzou segregace kandidatnich regionti
v rodinach s CF urcen gen CFTR (z angl. Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator; 26, 27, 28). Gen CFTR ma 27 exond, rozprostira se piiblizn¢ v oblasti 250 kpb a
tvoii mRNA dlouhou 6.5 kpb (26, 27).

1.1.3.2. Protein CFTR

Protein CFTR se sklada z 1480 aminokyselin a patii do skupiny tzv. ,,ATP-binding
cassette* transmembranovych transportnich proteini. Plni funkci kandlu, ptes ktery jsou
transportovany ionty (piedevsim chloridy, ale i bikarbonat; 64). Dalsi jeho funkci je
regulace funkce resorpcniho, na amilorid senzitivniho, epitelového sodikového kanalu

(ENaC-amiloride sensitive epithelial sodium channel; 32,33) a pomoci exkrece ATP
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ovliviiuje 1 funkci dal§iho dilezitého chloridového kanalu — ORCC (outwardly rectified
chloride channel; 65).

CFTR protein se sklada z 5 zékladnich domén. Obsahuje dva opakujici se
transmembranové segmenty (Transmembrane Domains) TM1 a TM2, které tvoii vlastni
kandl v apikdlni bunééné membrané. Ddle 2 domény lokalizované v cytoplazmé, které vazi
aktivované nukleotidy (hlavné ATP - adenosintrifosfat) — tzv. NBD1 a NBD2 (Nucleotide
Binding Domains) a neparovou regula¢ni doménu "R" (Regulatory Domain), ktera funguje
jako ventil a otevira ¢i zavira chloridovy kanal (32,33). Cely protein CFTR je schématicky

znazornén na obrazku ¢. 1.

Obr. ¢. 1: Schéma terciarni struktury proteinu CFTR

Legenda: BM — bazalni membrana; TM1, TM2 — transmembranova doména 1,2; NBD1, NBD2 — nukleotidy

vazajici domény; R — regula¢ni doména; sekrece chloridovych iontd pfes membranu.

1.1.4. Laboratorni diagnostika cystickeé fibrozy

Diagnostika cystické fibrozy se opird ptrevdzné o klinické pifiznaky. Klinické
podezieni je vSak nutné potvrdit laboratornim vysSetfenim. To spofiva ve stanoveni
koncentrace chloridi v potu tzv. potnim testem, jelikoz pot déti s CF obsahuje mnohem
vice soli nez je tomu u potu dé&ti zdravych. Dale je provadén prikaz pfitomnosti 2

patogennich mutaci CFTR genu v pozici trans (2).
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1.1.5. Mutace genu CFTR

V genu CFTR bylo dosud celosvétové popsano vice nez 1900 sekvencnich variaci
(viz http://www.genet.sick-kids.on.ca/cftr/)(8). Nejcastéji nachdzenou je mutace F508del
(c. 1521-1523delCTT,p.Phe508del(50,1). Tato mutace se nachdzi v priméru u 70 %
testovanych alel genu CFTR. V Evrop¢ frekvence jejiho vyskytu vykazuje sestupny

gradient od severovychodu na jihozéapad.

Prevazna vétSina dalSich mutaci je privatnich a pouze 30 mutaci se vyskytuje s
cetnosti vice nez 0,1 % (1717-1G>A, 1898+1G>A, 2184delA, 2789+5G>A, 3120+1G>A,
3659delC, 3849+10kbC>T, 621+1G>T, 711+1G>T, A455E, F508del, 1507del, G542X,
G551D, G85E, N1303K, R1162X, 1161delC, S549N, R117H, R334W, R347P, R553X,
R560T,W1282X, 1078delT, 394delTT, CFTRdele2,3(21kb), 3272-26A>G a DI1152H),
mnohé ztéchto mutaci jsou populacné specifické (9). V Evropé v zasadé nartsta

heterogenita mutaci od severu na jihovychod (10).

1.1.6. Polythymidinovy a poly-TG trakt

Na hranici intronu 8 a exonu 9 v CFTR genu se nachazi usek oznacovany jako
polythymidinovy (poly-T) trakt tvoteny 5T (IVS-5T), 7T (IVS-7T) ¢i 9T (IVS-9T) zbytky,
po némz nasleduje 10-13 TG opakovani (poly-TG trakt). Oba tyto trakty maji vliv na
sestfih exonu 9, ptficemz u poly-T traktu se s klesajicim poctem thymidinovych zbytki
zvysuje pocet kopii genu, kde chybi exon 9. To vede k defektni tvorbé CFTR proteinu a
nasledné porusené funkci chloridového kanalu. V kombinaci s dal$i mutaci CF7TR genu na
druhé¢ alele tak dochdzi k ¢astecné poruse tvorby proteinu a fenotypové se tento stav mize
projevit napft. infertilitou ¢i lehkou formou CF. Na samotném sestiihu exonu 9 a
fenotypovém projevu se podili i zplisob kombinace poly-T traktu sriznym poctem
nasledujicich TG opakovani. Byly pozorovany rozdily ve fenotypu IVS8-5T v kombinaci
s TG12 ¢i TG13 od kombinace IVS8-5T v kombinaci s TG10 ¢i TG11. Se vzristajicim
poctem repetice TG(n) a naopak se sniZzujicim se poctem repetice T(n) se snizuje i podil

spravné sestiizenych exonti 8 a 9 v priubehu sestiihu pre-mRNA genu CFTR (40, 41).
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1.1.7. Vyskyt mutaci CFTR genu v ¢eské populaci

Mutace, které se v nasi populaci vyskytuji, odrazi geopolitické vlivy, kterymi nase
uzemi béhem historického vyvoje proslo. Nejvice jsou v populaci patrné vlivy némecké,
rakouské, polské, slovenské a madarské. Ceskou republiku lze povaZovat za relativné
homogenni a diky slozeni jejiho obyvatelstva ji miizeme zatadit jako reprezentativniho
zastupce stiedoevropské populace (46). Jednou ze zajimavosti nasi populace je relativné
vysoky vyskyt mutace G551D, kterd je v podobném procentu nachazena ve Velké Britanii,
Irsku, francouzské Bretani a Rakousku a jeji rozsifeni do stfedni Evropy je pfisuzovano

migraci Kelta do této oblasti (46, 59).

Na konci roku 2012 byla zvetejnéna dvé desitky let trvajici studie, kterd méla za cil
zjisténi incidence jednotlivych mutaci CFTR genu na nasem Uzemi a nasledné zlepSeni
diagnostiky i 1é¢by pacienti s cystickou fibrézou. Do této doby bylo v CF Centru geneticky
vySetieno téméi 3000 rodin s podezienim na CF. Béhem studie byly mutace vySetfovany u
600 nepiibuznych pacientil, u kterych byla diagnéza CF stanovena na zaklad€ klinickych a
laboratornich kriterii. Pii detekci mutaci a jejich oveéfovani byly pouzity metody Elucigene
CFEU2, MLPA a sekvenacni analyza. Z 1200 patogennich mutaci bylo identifikovano
1194, tedy 99,5%. Celkem bylo u testovanych pacientii v tomto souboru detekovano 91

ruznych mutaci a jejich ¢etnost v Ceské populaci je uvedena v ptiloze €. 1 (46).

1.2. Novorozenecky screening
1.2.1. Historie a vyvoj novorozeneckého screeningu v CR a zahraniéi

Novorozenecky screening je celoplo$né aktivni vyhleddvani choroby ve stadiu, kdy
jesté nejsou patrné klinické priznaky a to pomoci stanoveni koncentrace specifické latky
(ptipadné prikazem mutace) v suché krevni skvrn€. Ta se odebird vS§em novorozenciim na
filtracni papir z patiCky. Za zakladatele NS je vSeobecné povazovan profesor Robert
Guthrie, ktery v roce 1963 vynalezl a nésledné zavedl do celoplosného provadéni
jednoduchou, spolehlivou a soucasn¢ levnou semikvantitativni metodu méteni koncentrace
fenylalaninu pro NS fenylketonurie (12,13). V nasledujicich obdobi doslo k celosvétovému

roz$iteni NS. Screening fenylketonurie se stal historicky prvnim NS i na naSem Uzemi.
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Celoplosné a pravideln¢ je u nas provadén jiz od roku 1975 (14,15,16). V soucasné dobé se

zékladni odbér provadi mezi 48. az 72. hodinou zivota.

Diky technologickému a védeckému pokroku se pocet chorob, které je mozno ze
such¢ kapky krve na filtracnim papirku diagnostikovat, stile zvysSuje. Vyznamnym
momentem bylo zavedeni metodiky tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS), ktera
provadi komplexni rozbor celého spektra analyti rozdélenych podle hmotnostniho cisla
(60,61). Tato metodika se pouzivd k paralelnimu vySetfeni dédiénych metabolickych
poruch. Hlavnim smyslem je zachytit choroby, u kterych je mozno pomoci terapeutickych
postupt predejit zivot ohrozujicimu metabolickému ¢i energetickému rozvratu a/nebo k

dlouhodobému poskozeni zdravi (pfedevsim v piipadé CNS).

Soucasny novorozenecky screening v Ceské republice

Pilotni studie, kterd méla zjistit proveditelnost NSCF v Ceské republice, byla v CF
Centru zahdjena 17.8.2009. Samotny celoplodny screeningu byl pro oblast Cech zahajen
1.10.2009 a pro oblast Moravy dne 1.12.2009. Spolu s cystickou fibrozou zacalo
screeningové testovani i dalSich vrozenych onemocnéni a jejich spektrum se tak rozsitilo z
3 na 13. Celkové riziko onemocnéni novorozence nékterou ze 13 takto vySetfovanych
chorob ¢ini 1: 1200; nékterou z endokrinnich chorob 1: 2900 a né¢kterou z dédicnych

metabolickych poruch 1: 4000 (63).

Novorozenecky screening v zahranici

Z pohledu Evropského kontinentu je pro systémy NS v jednotlivych statech typicka
znacna nejednotnost (18-21). Pricinou tohoto jevu je fakt, ze se jednotlivé systémy NS
vyvijely na zdkladé konkrétnich historickych, geografickych, medicinskych, ale i socio-
ekonomickych podminek daného statu, pficemz tyto vlivy i nadéle ovliviiuji funkei celého
systému. V dneSni dob¢ neexistuje jeden univerzalni systém NS, ktery bychom mohli
oznaCit za nejlepSi. V poslednich letech je pozorovan trend rozSifovani mnozstvi
testovanych nemoci a zavadéni novych forem novorozeneckého screeningu. Zacinaji se
uplatiovat nové technologie typu multiplexnich ,,microarrays® k rozboru analytu nebo
DNA. Velikost a jednoduchost pouziti t€chto nastrojii naznacuje dal§i mozny smér vyvoje

NS, tedy diagnostiku pfimo u ltizka novorozence (22-26).
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1.2.2. Novorozenecky screening cystické fibrozy

Argumenty, které¢ staly za zavedenim screeningu CF, 1ze shrnout do nésledujicich bodu:

e Priibéh nemoci a jeji mechanismy jsou znamé

e Choroba je vyraznym celospolecenskym socialné-ekonomickym problémem
(prevazné z diivodu finan¢n¢ nakladné 1écby).

e Jedna se o relativné ¢asté onemocnéni.

e Vcasna diagnostika zkvalitiluje 1 prodluzuje Zzivot pacientd; tj. zlepSeni stavu
nutrice, zlepsSeni ristu, mén¢ agresivni terapie; studie z nedavné doby ukazuji, ze

w7

pacienti s CF diagnostikovani do 2 meésici maji ptiznivéjsi prubéh choroby a
dlouhodob¢ lepsi klinicky stav s vyhlidkou delsiho doziti (27, 28). Klinicky CF
diagnostikovat je vSak v tomto véku obtizné (2).

e Vcasna diagnostika je prevenci umrti z nediagnostikované choroby — napf. pii
metabolickém solném rozvratu kojenct, ¢i pti rychlé progresi plicniho postizeni.

e Ptedpokladané ndklady screeningu jsou niz§i nez néklady na 1écbu komplikaci
choroby pfii pozdni diagnostice (27).

e Vcasnou diagnostikou lze redukovat stres rodiny nemocného ditéte s nejasnou
pfi¢inou obtizi pfi pozdni diagnostice, ¢imz se i obecné zvysSuje divéra v cely
zdravotnicky systém.

e Vcasna diagnostika napomaha optimalizaci genetického poradenstvi a informované
reprodukce v rodinach s prvorozenym ditétem s CF. Pfi absenci NSCF dochazelo k
situacim, kdy byla CF diagnostikovana u starSiho sourozence az na zéklad¢ prukazu
choroby u mladsiho sourozence.

e Pii celoplosném NSCF lze pacienty efektivnéji soustfedit do specializovanych
klinickych center, které maji s nemoci bohaté¢ zkuSenosti a kde jim je zajiSténa
komplexni péce. Tim je mozné odstranit nerovnomérnost v péci mezi pacienty.

1.2.2.1. Protokoly novorozeneckého screeningu CF

Snahy o zavedeni novorozeneckého screeningu cystické fibrozy jsou zndmy jiz od
roku 1979 (29), kdy bylo prokazano, Ze se v krvi novorozenci s CF vyskytuje zvySena
koncentrace imunoreaktivniho trypsinogenu/trypsinu (IRT). Stanoveni tohoto analytu bylo
mozné 1 ze suché kapky krve na filtracnim papirku, ktery se vyuZzival pro jiné NS. Hladina
trypsinu i jeho prekurzoru — trypsinogenu jsou v rovnovazném stavu a vétSina metodik tak

m¢éii koncentrace obou latek. Acinarni dukty pankreatu, které produkuji trypsinogen, jsou u
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pacientll jiz prenatalné posSkozeny z diivodu blokady vazkym hlenem. Blokdda duktt
zpusobi, ze trypsinogen prostoupi do krve ve vyssi koncentraci (30). S postupujicim vékem
a atrofizaci pankreatu produkce enzymu postupné klesd (31-34), proto neni vhodny pro
pozdé&jsi diagnostiku. IRT je dostatecné stabilnim a specifickym markerem, ma ovSem nizsi
specifitu. Vysoké hodnoty IRT jsou nachazeny i u Casti zdravé populace — hlavné u nosicii
mutace genu CFTR, vliv ma také etnicky ptvod (35, 36). Dale je uvadeéno, ze ke zvySeni
IRT muize dochazet nasledkem perinatalni hypoxie, u chromozomalnich aberaci (Downav
syndrom), nékterych vrozenych vyvojovych vad ledvin, srdce ¢i neuralni trubice (31-34). V

této souvislosti se uvadi, ze asi 25% novorozenct s cystickou fibrézou a mekoniovym

ileem ma normalni, tedy niz§i nez ,,cut off*, hodnotu IRT.

Prozatim jedinou moznosti, jak zvySit specifitu pifi NSCF, je zavedeni
dvoustupniovych, event. vicestupiiovych protokolt. V prvnim stupni jsou vyselektovani
rizikovi novorozenci, u nichz je zvysena koncentrace IRT, teprve az ve druhém kroku jsou
vyhledani cilené pacienti s CF pomoci dal$iho testovani. Doposud je v celém svété pouzito

priblizn¢ 70 protokolii. Aktualn€ nejcastéji pouzivanym je tzv. IRT/DNA (2, 37).

Protokol IRT/DNA — v pfipad¢ tohoto protokolu se u novorozencii jako druhy
stupen provadi molekularné genetické vysetfeni mutaci genu CFTR. Pokud je prokazana
mutace na obou alelach, je pacient spolu s rodi¢i pozvan k edukacné-diagnosticko-
terapeutickému pobytu v CF Centru. V ptipad¢ nalezu jedné mutace, nasleduje potni test.

Senzitivita tohoto postupu zavisi na poctu testovanych mutaci a popula¢nim spektru (37).
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1.3. Zakladni molekularné genetické principy a postupy
1.3.1. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce (PCR, zangl. Polymerase Chain Reaction) byla
poprvé popsana na pocatku 80. let 20. stoleti americkym biochemikem Dr. Kary Mullisem,
ktery metodu pod timto nazvem poprvé veiejné publikoval v Casopise Science v roce 1985.
Od této doby se metoda zacala diky své rychlosti a citlivosti uplatiiovat v rutinni
diagnostice a je dodnes v mnoha modifikacich nejcastéji pouzivanou metodou
v laboratofich molekularni genetiky (49).

PCR je metoda, pfi niz dochazi k enzymatické amplifikaci DNA pomoci tvorby
velkého mnoZstvi kopii ndmi vybrané sekvence genu. Toho je docileno cyklickym
opakovani tii krokii: denaturacni faze, anela¢ni faze a faze syntetické. Zakladni podminkou
pro uspésnost PCR reakce je znalost poradi bazi na zacatku a na konci nami pozadovaného
useku DNA, aby bylo mozno pouzit specifické primery, neboli synteticky piipravené
jednovlaknové oligonukleotidy (z feckého ,,0ligo* = malo) o délce piiblizn¢ 18-25 bazi,
které obsahuji sekvenci komplementarni se sekvencemi na 3’-OH konci obou vldken nami
pozadovaného useku (50,51).

Pro standardni PCR reakci, pfi které chceme namnozit jeden fragment DNA, se
pouziva dvojice primert oznacovanych jako forward a reverse, jejichz délka by méla byt
shodna a oba primery by mély obsahovat pfiblizn€¢ stejny pocet purinovych a
pyrimidinovych bazi, ¢imz je docilena i podobna teplota tani obou primeri, kterd by se
neméla lisit o vice nez 5 °C. Znalost teploty tani primerQ je dalezita pro spravné zvolenou
anelacni teplotu v PCR cyklu a hraje tak dulezitou roli v ispéSném nasedani primert na
cilové sekvence DNA (50,51).

Dale zakladni smés pro PCR obsahuje hofecnaté ionty, které slouzi jako kofaktor a
tvofi rozpustny komplex s jednotlivymi 2’-deoxyribonukleotid-5'-trifostaty (ANTPs), ktery
je nasledn¢ rozeznavan Taq polymerazou. Ty jsou do smési vétSinou dodavané v podobé
MgCl,, nukleotidy slouzici jako zakladni stavebni kameny pro tvorbu nového vldkna a Taq
polymerazu. PCR smés je vzdy pfipravovana v oddélené zoné oznacené ,,PRE-PCR*
v biohazard boxu, aby bylo zamezeno ptipadné kontaminaci. Spolu se sérii vysetfovanych

vzorkl je vzdy nutno provést kontrolu kontaminace (NTC, z angl. Non Template Control),
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ktera obsahuje vSechny slozky reakéni smési kromé templatové DNA. Tu je vhodné pro
zachovani objemu smési nahradit vodou pro PCR. Dale je podle typu vySetfeni vhodné
pouzit pozitivni ¢i negativni kontroly, ve kterych je pouzita DNA o znamém genotypu

s pfitomnosti resp. nepfitomnosti vysetfované mutace (50,51).

Cela reakce probiha v termocyklerech, jejichz funkci je pfesné stanovend zména
teplot podle nastaveného PCR programu. Reakce je zahajena pocatecni denaturaci, po které
nasleduje PCR cyklus, ve kterém probihaji 3 faze - denaturacni, anela¢ni a synteticka.
Tento cyklus je opakovan 15 - 40x a cela reakce je zakoncena findlni elongaci, pii které
dochazi k dokonceni syntézy castecnych produktd a ochlazenim produktu reakce na teplotu
4°C, ve kter¢ miize byt produkt uchovavan ptred dal$im zpracovanim po dobu nékolika dni.
Opakovanim cyklid dlouhych 2-5 minut lze touto metodou ziskat za dobu méné¢ nez 3

hodiny az 10’ kopii potiebného useku (50,51).

1.3.1.1. ARMS-PCR

Metoda ARMS (z angl. Amplification Refractory Mutation System) je jednoducha
metoda zalozena na bazi alelové specifické PCR reakce k diagnostice mutaci zptisobenych
zaménou jednoho nukleotidu, pfipadné inzerci ¢i deleci. ARMS-PCR se provadi jako
dvojice nezavislych reakci. Do kazdé reakce je pfidan primer spole¢ny (s), v prvni PCR
reakci je pouzita sekvence oligonukleotidi komplementarni k normalni sekvenci DNA (n) a
v druhé reakci sekvence komplementarni k mutované DNA (m). Ke vzniku produkta tak
dochazi pouze ve zkumavce, kde dojde k tispésnému nasednuti odpovidajiciho primeru.

Pii této metod¢ je bezpodminecné nutné pouziti interni kontroly, aby se potvrdilo,
ze reakce v obou zkumavkach probihd spravné. Idedlni je v piipadé jednoduché ARMS
reakce pouziti heterozygotni kontroly, u niz dojde v piipadé¢ dodrzeni podminek
amplifikace k vytvoteni produktu v obou reak¢nich mixech. Je také mozné jako kontrolu
pouzit dvojici kontrolnich primerti, které jsou ptidany do reakce a které¢ amplifikuji produkt

lisici se od vySetfované sekvence (51).
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1.3.1.2. Kontrola uspéSnosti amplifikace

Ke kontrole amplikonu po PCR reakci je v dneSni DNA diagnostice stale nejcastéji
pouzivana deskova gelova a kapilarni gelova elektroforéza. Tyto metody vyuZivaji faktu, ze
molekuly DNA obsahuji zaporné nabité fosfatové skupiny (PO4>), diky nimz maji tyto
castice celkové negativni naboj a pohybuji se tedy v elektrickém poli smérem ke kladné

elektrodé (50).

Plos$na gelova elektroforéza

V minulosti bylo v molekularni genetice nejcastéji pouzivano dvou druhd gelt —
agar6zového pro vysetfeni delSich molekul a polyakrylamidového pro vySetiovani kratSich
molekul. Vyhodou polyakrylamidového gelu je schopnost odliSit velmi kratké fragmenty
lisici se napft. jen o jeden par bazi. Z divodu narocnosti ptipravy gelu a toxicité jeho slozek
je vdnesni dobé od pouzivani polyakrilamidovych geli v molekularni diagnostice
ustupovano a jsou nahrazovany citlivou kapilarni gelovou elektroforézou, zatimco agarova
elektroforéza si diky své nenaroCnosti stale zachovava své misto hlavné v orientacnich

metodach kontroly amplifikace ¢i pti fragmentacni analyze.

Agardzova elektroforéza vyuziva polysacharidu ziskdvaného z moiské fasy rodu
Floridae. Agarovy gel je podle velikosti analyzovanych fragmentti v laboratofi pfipravovan
o koncentraci 0,5 — 4%, pficemz standardné je pro potieby PCR a RFLP diagnostiky CFTR
genu s fragmenty o velikosti 50 - 500 bp v laboratoii CF Centra pfipravovan gel o
koncentraci 3% (50). Jeho pfiprava spociva v navaZeni potitebného mnozstvi suchého agaru
a jeho rozpusteéni v ekvivalentnim objemu TE pufru za vysoké teploty v mikrovinné troubé
¢i vodni lazni. Nasledné je do gelu vmiseno barvivo zviditeliiujici DNA fragmenty, gel je
nalit do obdélnikovych forem a opatien specidlnim hiebenem pro tvorbu jamek. Jako
barvivo je zde pouzito barvivo GelRed (Biotium, USA), které na rozdil od dfive
pouzivaného ethidium bromidu, neprostupuje bunécnou sténou a nehrozi tak mutagenni

ucinky, ze kterych je ethidium bromid podeziran (52).

Po ztuhnuti je gel vlozen do elektroforetické vany a ponofen v TE pufru. Do
vytvorenych jamek v gelu je nanasen PCR produkt smiseny s glycerinovym barvivem, aby

nedochézelo k jeho vyplavovani a souc¢asné doslo ke zvyraznéni produktu. Spolu s kazdou
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sérii vySetfovanych vzorkli je pouzit i velikostni standard (Kb), ktery je komercné
dodavanou smési DNA fragmentti o pfedem znamé velikosti, ktery na gelu vytvaii pruhy
oznacované jako ,,ladder* neboli ,,zebiik* a je kontrolou vzdalenosti, do které fragmenty
doputovaly. Agarozovy gel v elektrickém poli funguje jako jakési molekuldrni sito, ve
kterém mensi fragmenty DNA putuji rychleji a tim padem i dale, zatimco vétsi fragmenty
ztraceji vlivem tfeni na rychlosti a doputuji tak do krat$i vzdalenosti. Po prob&hnuti
elektroforézy je gel vlozen na plochu transiluminatoru, ktery pomoci UV-zéieni zviditelni

fragmenty DNA a nasledné vyfocen pro dalsi popis a elektronické uchovani.

Obr. ¢. 2: Kontrola PCR reakce pomoci agar6zové elektroforézy

500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

Legenda: Produkt o velikosti 305 bp pii kontrole amplifikace pred restrikéni analyzou mutace 2789+5G > A,;
Kb — velikostni marker, 2620SA, 2621SA, 2622SA — vzorky izolované z krevnich skvrn, NTC — non template

control, K2 — heterozygotni kontrola

Kapilarni gelova elektroforéza

Tento typ elektroforézy je vysoce citlivy a je proto vhodny pro zachyceni malych
fragmentl a rozliSeni fragmenti liSicich se o malé mnozstvi bp. Probiha v tenké kapilare,
kterda mize dosahovat délky az 1 metr a priméru nékolika desitek az stovek mikrometra.
Napéti mezi obéma konci kapilary je zpisobené jejich ponofenim do nddobek se zakladnim
elektrolytem — pufrem, z nichZ v jedné je kladn¢ nabita elektroda (anoda) a v druhé zaporné
nabita (katoda). Molekularni sito zde tvofi polymerni gel, kterym diky napéti mezi obéma

konci kapilary putuji molekuly DNA (50).
V CF Centru je k tomuto ucelu pouzivan 16-ti kapilarni geneticky analyzator ABI

3130x1 (Applied Biosystems, USA), ve kterém probiha analyza vzorki pomoci polymeru

POP-7 v kapilate dlouhé 36 cm o vnitinim priméru 50 pm. Doba fragmentacni analyzy 16
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vzorkl trva od 20 do 40 minut. V genetickém analyzatoru je mozno provadét fragmentacni
1 sekvenacni analyzu. K vizualizaci molekul DNA je pouzit systém fluorescenc¢niho barveni

zalozeny na fyzikalnich jevech emisi a excitaci svétla pii riznych vinovych délkach.

Fluorescen¢ni znackou je nejcastéji oznacCen pfislusny primer, se kterym je
provedena PCR reakce a nésledna kapildrni elektroforéza. V genetickém analyzatoru ABI
3130x1 je mozno pouzit 5 riznych fluorescencnich barev — zlutd, modra, zelena, Cervenad a
oranzova, z nichz jedna je v pfipadé fragmentacni analyzy vzdy vyhrazena pro velikostni
standard (nejcastéji Cervend ¢i oranzova). K samotnému vyhodnoceni je pak pouzit argon-
iontovy laser, ktery vyuziva vinovych délek 488 a 514 nm a nasledné¢ CCD snimac, ktery
zachycuje emisi zéafeni ze vzorku vkazdé z 16-ti kapilar (60). Snimac je propojen
s pocitacem, kde jsou vysledky fragmentacni analyzy hodnoceny programem GeneMapper
4.0. Vysledkem vySetfeni fragmentacni analyzy je graf skladajici se z jednotlivych kiivek
— pike, jejichz vzhled svédéi o kvalité PCR amplifikace a rozdéleni fragmentt. Cim vy3si a

uzsi piky, tim je rozdé€lovaci schopnost lepsi.

1.3.2. Restrikéni analyza (RFLP)

Analyza bodovych mutaci pomoci St€épeni DNA na rGzné¢ dlouhé fragmenty
restrikéni endonukleazou (RFLP z angl. Restriction Fragment Length Polymorphism) je
jednou z nejzakladnéjSich a nejstarSich metod pouzivanych v molekularni diagnostice.
Endonukleazy jsou skupinou enzymii, které jsou izolovany z raznych kment bakterii, od
nichz dostavaji sviij zkraceny nazev (napt. EcoRI — Escherichia coli restriktaza ¢.1). Jejich
plvodni vyznam je obrana bakterii proti bakteridlnim virim. Vlastnosti endonukleédz, které
jsou v molekularni diagnostice vyuzivany, je schopnost Stépit usek DNA obsahujici
presnou sekvenci nukleotidl v tzv. restrikénich mistech na mensi fragmenty, zatimco pii
nepiitomnosti pozadované sekvence k tomuto stépeni nedochazi. Nejcastéjsim mistem pro
Stépeni restriktdzami byva usek oznacovany jako ,,palindrom®, tedy tsek DNA, ktery je na
obou vlaknech pfi Cteni ve stejném sméru (napt. 5'—3") shodny. Polymorfismus délky
fragmentii tak vznikd na zakladé ptitomnosti ¢i nepfitomnosti rozpoznavacich a Stépnych

mist pro restrikéni endonukleazy (50,51).
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1.3.3. Reverzni hybridizace

Pojem hybridizace v molekularni biologii obecné oznacuje spojeni dvou
komplementarnich fetézcti rGzného plvodu. Jednim ztéchto fetézcl je nejcasteji
vysetfovand DNA (pfipadné RNA) a druhym umeéle pfipravend sonda (préba). V piipadé
reverzni hybridizace jsou proby komplementarni k vySettovanym usekim DNA
imobilizovany na pevném nosici. V rutinni diagnostice CFTR genu se dnes nejvice vyuziva
tzv. stripl, tedy nosicii s nitrocelulézovymi filtry ¢i nylonovymi membranami, na nichZ je
umisténo az 50 specifickych prob (50,51).

V prvni fazi je provedena multiplex PCR reakce se smési primerd, vzniklé produkty
jsou nasledné¢ denaturovany na jednofetézcové amplikony a ty jsou hybridizovany
s komplementarnimi probami na stripech. Nasleduje striktni promyti, které ma za ukol
odstranit v§echen neodpovidajici amplifikovany material. V dalSim kroku je pfidan enzym,
ktery se navdze na vSechny hybridizované amplikony. Nésleduje inkubace s roztokem
substratu, jez obsahuje chromogen. Diky nému vznikd barevny precipitdit vhodny pro
vizualizaci vysledkl reakce. Zastaveni reakce je provedeno promytim v pufru a nasledné
destilované vod¢ a vysledek je odecitin na zdkladé¢ umisténi obarvenych prob na stripu

(50,51).

1.3.4. DNA sekvenovani

Mezi nejcitlivejsi a nejpresnéjsi dnes pouzivané molekularné genetické metody patii
metoda sekvenovani, ktera umoznuje urceni presné nukleotidové sekvence DNA. Historie
této metody saha do roku 1977, kdy byly vyvinuty téméi soucasn¢ dvé metody nazvané
podle svych autorti — metoda Maxamova-Gilbertova zalozend na chemickém degrada¢nim
sekvenovani a enzymatickd metoda dle Sangera. Druha ze jmenovanych metod si zejména
diky moznosti automatizace ziskala mnohem vétsi pozornost a je dodnes nejpouzivané;jsi
metodou, na jejimz principu je provadéno sekvenovani na vétSiné molekularné genetickych

pracovist’.
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Sangerova metoda sekvenovani

Tato enzymatickda metoda vyuziva schopnosti DNA polymerazy vytvaret
komplementarni vldkna ve sméru 5'—3" k vlaknim templatovym a moznosti specifického
zakonCeni tvorby vldken v misté vyskytu urCité baze. Toto zakonCeni je zplsobeno
nahodnym zatfazenim 2°, 3’- dideoxyribonukleotidtrifosfatu (ddNTP), ktery na rozdil od
,prirozeného deoxyribonukleotidtrifosfatu postrada 3'OH skupinu. Absence této skupiny
je pricinou toho, ze pii zarazeni specifického ddNTP — napt. ddATP, dojde k preruseni
syntézy vldkna v mist¢ pritomnosti komplementarni baze, vtomto ptipad¢ thyminu.
Syntetizovani na ostatnich templatovych vladknech ovSem pokracuje opét do zastaveni
syntézy zatrazenim dideoxyribonukleotidtrifosfatu. Vysledkem reakce je tak smés rtzné
dlouhych usekit DNA fetézct, jejichz délka je zavisld na vyskytu urcité sledované baze
(50,51).

Klasicka reakce pii Sangerové metod¢ sekvenovani probiha ve 4 zkumavkach,
z nichz kazda obsahuje DNA, jejiz sekvence nukleotidii ma byt stanovena, déale primer,
ktery se k DNA pfipoji a umozni pfipojovani nukleotidii, smés ptirozenych dNTPs (dATP,
dTTP, dCTP, dGTP) a jeden typ ddNTP, ktery je ptidavan do smési v menSim mnozstvi
oproti ANTP. Vétsinou se pouzivd pomér dNTP: ddNTP 100:1. Tento pomér, kdy je
pfitomno ve smési pouze 1% ddNTP zajistuje jejich ndhodné zaclenovéani do fetézci,

zatimco u ostatnich stale probiha syntéza komplementarniho vlakna (50,51).

Automatizace Sangerovy metody

Vyvoj genetickych piistrojii vyuzivajicich kapilarni elektroforézu znamenal mimo
jiné rozvoj automatizace sekvenovani enzymatickou metodou. Pii sekvenacni kapilarni
elektroforéze je na rozdil od pivodné pouzivaného polyakrilamidového gelu, k detekci
pouzivan tekuty polymer a vysledné produkty jsou detekovany pomoci laseru. Tento
pokrok vedl ke znacnému zjednodusSeni, zrychleni a také moznosti vySetfovani delSich
sekvenci DNA. K detekci je pouzivano fluorescencni znaceni dideoxynukleotidt, kdy je
pro kazdy typ liSici se nukleotidovou bazi pouzita specifickd barva a reakce tak muize
probihat v jedné zkumavce. K ziskani vhodnych jednofetézct pro analyzu je pouzivano tzv.
asymetrickd PCR reakce, pfi niz je pfidavan jeden z dvojice primert v nadbytku. Po

vyCerpani jednoho z primerii pak dochazi k syntéze jednotetézcovych vldken (50,51).
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Obr. ¢. 3: Schéma sekvenovani podle Sangerovy metody (61)
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2. ZADANI BAKALARSKE PRACE - CIL PRACE

1.

Vypracovani kompletniho piehledu molekularné genetického vysetieni v ramci
novorozeneckého screeningu cystické fibrézy v Narodni referencni laboratoti
pro diagnostiku mutaci genu CFTR — Centru cystické fibrozy, Ustavu biologie a

1ékatské genetiky, FN Motol v Praze.

Posouzeni vhodnosti vybéru pouzivanych metod pii laboratorni diagnostice
cystické fibrozy v ramci novorozeneckého screeningu, uskali metod a jejich

optimalizace.

27



3. PRAKTICKA CAST

3.1. Preanalyticka faze

Vhodné zvoleny a spravné provadény postup preanalytické fadze na kazdém
laboratornim pracovisti velice ovliviiuje kvalitu celého vySetfeni a je jednim z hlavnich
faktor pro vydani spravného a presného vysledku laboratofi. V ptipad¢ novorozeneckého
screeningu se tento postup tyka spravného odbéru vzorku suché kapky krve, transportu,
uchovani, dostatecné a jasné identifikace vzorku. Poslednim krokem preanalytické faze je
izolace DNA o dostate¢né koncentraci a Cistoté. Odbér vzorku se od klasického Zilniho
odbéru znacné 1isi a je tomu nutno piizpusobit také postup. Pro novorozenecky screening se
vyuziva kapilarni krev odebirana vpichem z paty novorozence na oznaceny filtra¢ni papir.
Je dulezité, aby bylo nasbirdno dostatecné mnozstvi krve, tedy aby filtracni papir byl
prosékly. Takto odebrany vzorek je nutné nechat dikladné zaschnout a zaroven zamezit
kontaminaci at’ uz prenosem biologického materidlu dotykem na zénu krevni skvrny ¢i
kontaktem dvou takto odebranych vzorkt. Po dikladném zaschnuti je nutné vzorek opatfit

plastovym obalem a dopravit do laboratofe molekularné genetického pracoviste.

Vzorky krevnich skvrn jsou zasiliny do CF Centra posStou jedenkrat tydné. Ke
kazdému vzorku krevni skvrny je pfibalen vyplnény formulaf s udaji o novorozenci, ktery
soucasné slouzi jako zaddanka k molekularn€¢ genetickému vySetieni. Kazdy formulai je
oznacen identifikacnim cislem shodnym s ¢islem na filtracnim papirku s krevni skvrnou
tak, aby nedoslo k jejich zamén&. Pracovnik zodpovédny za piijem vzorki zkontroluje
shodnost identifikacnich ¢isel a udaje z formulafe zada do pocitacové databaze. Déle jsou

vzorky krevnich skvrn pfeddny pracovnikiim laboratote k extrakci DNA.

3.1.1. Izolace DNA ze suché kapky krve

Pii vybéru vhodné izola¢ni metody je potieba brat v uvahu urcita specifika, ktera
s sebou pouzity zpisob odbéru piindsi. Skutecnost, ze je izolace provadeéna ze suché krevni
skvrny pfiblizuje volené extrakéni metody spiSe forenzni diagnostice, nez rutinnimu
molekularné genetickému vysetfeni. Pouzité extrakéni metody musi tedy umét extrahovat
DNA i z minimalniho mnozstvi biologického materidlu. I pfes optimalizaci odbéru

krevnich skvrn je ve vyjimecnych piipadech znemoznéno opakovani izolace pravé

28



z diivodu nedostatku materidlu. Opakovany odbér by znamenal zbyte¢ny stres pro
novorozence, proto je u izolacnich technik kladen velky diraz na jejich vytéznost a

spolehlivost.

V prubéhu pilotni studie a nasledn¢ provadéného celoplosného screeningu mutaci
CFTR genu byly v laboratofi CF Centra postupné testovany 3 metody extrakce DNA z
krevnich skvrn. Jednd se o chemickou metodu izolace pomoci Chelex 100 resin (Biorad,
USA) a komer¢ni kity QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, USA), innuPREP Forensic
Kit (Analytik Jena AG, Némecko). K extrakci jsou podle pouzité metody pouzivany 2-3
disky o priiméru 3 mm, které jsou z karticky s krevni skvrnou vyrazeny pomoci specialnich
klesti. Pti vyrazeni diskil je nutné zamezit kiizové kontaminaci mezi jednotlivymi vzorky
dostateCnym ocisténim tusti klesti vatovym tamponem a naslednym vyzihanim v plameni

lihového kahanu po kazdém pouZziti.

3.1.1.1. QIAamp DNA Blood Mini Kit

QIAamp DNA Blood Mini Kit umoziuje rychlou izolaci DNA zraznych
biologickych materiall, jakymi jsou plné krev, sérum, krevni plasma, plodova voda, kostni
dren, télesné tekutiny, lymfocyty, kultivované bunky, tkané a suché krevni skvrny. K lyze
bunék je spolu s lyzacnim pufrem pouzit roztok proteindzy K. Postup purifikace obsahuje
tii kroky a provadi se pomoci QIAamp kolonek s vyuzitim centrifugace. Po lyze bunék se
DNA uvolnénd z jader adsorbuje na QIAamp silikagelovou membranu kolonky v prib&hu
centrifugace. Proteiny a dal$i kontaminanty, které¢ by mohly byt zodpovédné za inhibici
PCR a jinych enzymatickych reakci, se na QIAamp membranu nevazi. Navazana DNA je
pro odstranéni kontaminantl promyvéna ve dvou krocich. Cistda DNA je uvolnéna eluénim

pufrem pii posledni centrifugaci (42).

3.1.1.2. innuPREP Forensic Kit

Dals$i moZnost izolace piedstavuje souprava ,,innuPREP Forensic Kit®“, ktery je
primarné¢ uren pro forenzni diagnostiku. Umoziuje rychlou izolaci genomické DNA
z malého mnozstvi riiznych typt vzorkd, jakymi jsou vlasové kofinky, krevni skvrny, sliny,
sperma, nehty, bukdlni vytéry a dalSi. Souprava je tedy velmi efektivnim nastrojem pro

izolaci DNA zomezeného mnozstvi vychoziho materidlu a materidlu horSi kvality.
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Extrakéni postup kombinuje extrémné rychly lyzacni krok s naslednou efektivni vazbou
genomické DNA na povrch membrany kolonky. Postup izolace se sklada z 1yzy bunck
lyzacnim roztokem a proteinazou K, vazby DNA na povrch membrany kolonky, promyti

navazané¢ DNA a jejiho finalniho uvolnéni elu¢nim roztokem (43).

3.1.1.3. Chelex 100 Resin

DNA se muze z materialu karet uvolnit pisobenim vysoké teploty. Chelex 100
Resin je chelatujici pryskyfice, kterd se vyznacuje vysokou afinitou k polyvalentnim
kovovym iontim. Pfitomnost Chelexu v prubéhu plsobeni vysoké teploty zabramuje
degradaci DNA vychytavanim kovovych iontl, které mohou katalyzovat rozpad DNA pfi
vysoké teploté (44).

3.1.2. Méreni koncentrace a €istoty DNA

Po rozpusténi je DNA v roztoku meétena ptistrojem NanoDrop™ ND 2000 (Thermo
Scientific, USA). Tento nizkoobjemovy UV-Vis spektrofotometr vyuzivad k méfeni celé
spektrum vlnovych délek 190-840 nm. Minimalni objem méfeného vzorku DNA je
vyrobcem stanoven na 0,5 pl a koncentrani rozmezi, ve kterém je pfistroj schopen
koncentraci méfit, je 2 - 15 000 ng/ul. Nukleové kyseliny absorbuji UV zafeni s maximem
kolem vInové délky 260 nm, proteiny kolem 280 nm. Pfi méfeni DNA je mozné stanovit
také Cistotu zaznamenanim pomeéru mezi koncentraci DNA a proteini (A260/A280). Tento
pomér by se v idedlnim ptipadé mé¢l pohybovat v rozmezi 1,75 — 2,0. Hodnoty nizsi nez
1,75 svédc¢i o kontaminaci vzorku proteiny. Naopak pomér vyssi nez 2,0 svéd¢i nejcastéji o
kontaminaci vzorku RNA. Vyss§i hodnoty u RNA vychazi z jejiho slozeni, kdy na rozdil od
DNA obsahuje uracil. Jeho absorban¢ni pomér je téméf 3x vyssi, nez je tomu v piipadé
thyminu u DNA. Obecné€ jsou piijimany jako idealni poméry 1,8 pro DNA a 2,0 pro RNA,
presny pomér vsak zavisi na slozeni nukleové kyseliny. Druhym méfitkem cistoty DNA je
pomér vinovych délek A230/A260, ktery by se mél pohybovat mezi 2,0-2,2. Hodnoty
vyrazné niz$i znamenaji ptitomnost latek, které¢ absorbuji pti 230 nm, tedy napft. fenolu ¢i

guanidinu (45,47,50).
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Obr. ¢ 4: Porovnani absorbancnich profili DNA a proteinti (48).

3.5
- —+—DNA
3 - —4+—Protein
—m-DNA/Protein
25
7]
o
S 2
=
S
Qs
n A
=
1 {
0.5
0 L - - . - - .
230 240 250 260 270 280 290

Wavelength (nm)

Legenda: ¢ervena kiivka - DNA/proteiny smisené v poméru 1:10

Tabulka ¢. 1: Pomér absorbanci pro jednotlivé nukleotidy pfi vinovych délkach 260 a 280 nm (47).

Nukleotid: Pomér A260/A280:
Guanin 1.15
Adenin 4.50
Cytosin 1.51
Uracil 4.00
Thymin 1.47
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3.2. Postup laboratorniho vySetieni pri NSCF

Na zéklad¢ dnes pouzivaného protokolu je u vyselektovanych vzorkd, které maji
vysokou koncentraci IRT provedena MG analyza mutaci CFTR genu. Spektrum
vySetfenych mutaci zahrnuje 50 nejcastéjSich patogennich mutaci se zachytnosti 90,66%
pro Ceskou populaci pomoci kitu Elucigene CFEU2. V pfipad¢, Ze neni nalezena zadna
mutace, je vySetfeni ukonceno s negativnim zavérem. V piipadé nélezu jedné mutace je
tento vysledek ovéfovan druhou nezavislou metodou po nové izolaci vzorku z té¢hoz
materialu. V pifipad¢ nalezu dvou mutaci je zvolen stejny postup, jako v piredchozim

piipad¢, navic je vSak diagnoza CF potvrzena vySetienim DNA z Zilniho odbéru.

3.2.1. Elucigene CFEU2

Kit ELUCIGENE CF-EU2 je ur€en pro simultdnni in vitro detekci a identifikaci 50
nejcastéjSich mutaci v CFTR genu, poly-T polymorfismu a jejich wild type sekvenci
v evropské populaci. Je zaloZen na metodé¢ multiplex ARMS-PCR s alelové specifickou
amplifikaci a analyze za pouziti kapilarni elektroforézy. Hodnoceni vysledka probiha v
programu GeneMapper 4.0. Detekuje bodové mutace, inserce nebo delece v DNA. Kit je
schopen rozlisit heterozygotni i homozygotni formy mutaci u vSech 50 vysetiovanych
mutaci, uvedenych v piiloze ¢. 2, kromé¢ mutace S549R. Metoda je pro svou vysokou
citlivost velice vhodna pro vySetteni DNA o nizké koncentraci, jakymi jsou vzorky
izolované z krevnich skvrn. Doporuc¢ené koncentracni rozmezi uvadéné vyrobcem kitu je

1,5 - 25 ng/pl (62).

Piiprava PCR smési

U kazdého vzorku jsou pfipravovany 2 zkumavky oznacCené Cislem vzorku a
pismenem A ¢i B, z nich kazda obsahuje hlavni smés pro PCR (TM), smés primerd (TA)
pro zkumavku A, smés primerti (TB) pro zkumavku B a templatovou DNA, ktera je
pfidéana do obou zkumavek ve stejném mnozstvi. Hlavni smés (TM) obsahuje HotStart Taq
DNA Polymerazu a dNTPs v pufru. Spolu se sérii vySetfovanych vzorkl jsou pfipravovany
1 dvé kontroly — kontrola pfipadné kontaminace (NTC), ktera obsahuje vSechny slozky
reakéni smési kromé templatové DNA. Ta je v reakéni smési nahrazena 2,5 pl sterilni

deionizované vody a negativni kontrola (DC), vniz je namisto vySetfované, pouZzita
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kontrolni DNA o zndmém genotypu dodavana spolu s kitem a kterd neobsahuje zadnou

z mutaci CFTR genu vySetfovanych timto kitem (62).

Tabulka ¢. 2: Slozeni PCR pro vysetieni Elucigene® CF-EU2

Slozka PCR smési: Objem: Koncentrace:
Hlavni smés pro PCR (TM) 6,5

Smés primert (TA ¢i TB) 3,5

Templatova DNA 2,5 ul 1,5 ng/pl - 25 ng/ul
Celkovy objem: 12,5 pl

Piipravené zkumavky s reakéni smési jsou vlozeny do bloku termocykleru, kde
probéhne amplifikace. Po skonc¢eni PCR reakce je mozno vzorky skladovat pii teploté

2-8 °C po dobu 7 dn, ptipadné pies noc pii laboratorni teploté (62).

Tabulka ¢. 3: Podminky PCR reakce pro vySetfeni Elucigene® CF-EU2

Slozka PCR smési: Teplota: Cas: Pocet cykla:
Pocatecni denaturace 94 °C 20 min.

Denaturace 94 °C 1 min.

Ptipojeni primert 58 °C 2 min. 30x
Extenze 72 °C 1 min.

Kone¢na extenze 72 °C 20 min.

Chlazeni 4°C ©

Analyza PCR amplikonu

PCR produkt je analyzovan pomoci kapilarni elektroforézy v genetickém
analyzatoru ABI 3130xl. K vySetfeni v analyzatoru jsou vzorky pipetovany do platicek
s 96 jamkami do reak¢ni smési obsahujici Hi-Di formamid a velikostni standard GS600
LIZ. Smés formamidu a velikostniho standardu je namichéna pro ptislusny pocet vzorka
podle tabulky ¢. 4 a rozpipetovana do jednotlivych jamek. Do jamek je ke smési piidan

PCR produkt.

Tabulka ¢. 4: Slozeni smési pro kapilarni elektroforézu Elucigene® CF-EU2

Slozka smési pro kapilarni elektroforézu: Objem:
Hi-Di Formamid (Applied Biosystems, USA) 14,5 ul
Velikostni standard GS600 LIZ (Applied Biosystems, USA) 0,5 ul
PCR produkt 3ul
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Rozd¢€leni a analyza DNA fragmenti probihd v 36 cm dlouhé kapilafe pomoci
polymeru Pop7. Kapilarni modul a protokol byly nastaveny podle doporuceni vyrobce,
optimalizace pro DNA izolovanou z krevnich skvrn spocivala pouze ve zvySeni doby

nastiiku (injection time) z 12 na 20 sekund.

Obr. ¢ 5: Nastaveni kapilarniho modulu ABI 3130x1 pro vysetieni DNA z krevnich skvrn

Marme “alue Range

| Owen_Temperature g B0 .| 18.65Des.C v
Poly_Fill_vol w| 6500, 650038000 steps .
Current_Stability el 2.0 o0 02000 uAmps v
PreRun_WYoltage y| 150 | 0.15kVolts -
Pre_Run_Time L 180 L 11000 sec. v
Injection_Yoltage el 20 o 115 KYaolts v
Injection_Time el 20 | 1.600sec -
Woltage_Mumber_Of_Steps,| 20 L 1..100nk v
Waltage_Step_Interval el 19 4 1.60sec v
Data_Delay_Time . B0 | 1.3600sec. -
Run_voltage v 150 | 015 kYolts v
Run_Time w| 12000 300..14000 sec.

Hodnoceni vysledkii

Jednotlivé fragmenty jsou na zéklad¢ velikosti rozdéleny kapilarni elektroforézou a
vizualizovéany diky fluorescenénimu znaceni. V kitu je vyrobcem pouzivan fluorescencni
set G5 (Applied Biosystems, USA), ktery obsahuje 4 zakladni barvy, jimiz jsou znaceny
pouzité primery. Jedna se o 6-FAM (modra), VIC (zelend), NED (zZlutd) a PET (Cervena).
Pata fluorescencni barva LIZ (oranzovd) je pouzita k oznaceni velikostniho standardu.
Vysledky analyzy jsou hodnoceny v analytickém softwaru GeneMapper 4.0. Pri
vyhodnocovani vzorku jsou soucasné analyzovany a porovnavany sety A i B vySetfovaného
pacienta. V setu A jsou piky automaticky oznaCovany ndzvy mutaci a ozna¢enim pro Poly-
T. Vsetu B je znacCeni pro piehlednost zjednoduseno a piky jsou oznaleny Cisly

odpovidajicimi pfislusné mutaci (62).

V setu A se zobrazuji mutované alely ozna¢ené modrou fluorescenc¢ni znackou a
piky pro Poly T trakt oznacené Zlutou fluorescencni znackou (Cerné piky). V setu B jsou
zobrazeny negativni alely oznacené zelenou fluorescencni znackou. Jedinou vyjimku tvofi
pik pro wildtype alelu F508del, ktery je umistén v setu A a slouzi tak spolu s STR markery

jako kontrola amplifikace a spravného znaceni v tomto setu (62).
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Obr. ¢ 5: Ukazka negativniho vysledku u kitu Elucigene CFEU2

Z457SAA B0 01005 245TSAA CFEU A mix POPT B
270 a1a

158 180 230

MMA )

< I >

24575AB_E11_00 52 2457508 CFEUZ B mix
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Obr. ¢ 6: Ukazka heterozygotniho vysledku pro mutaci F508del
zzzzzz _B03_003 fsa. 1354 CFEUZ A mix FOF]

150 190 230

U heterozygota pro mutaci F508del v setu A pozorujeme piky pro mutovanou
(modry) i nemutovanou (zeleny) alelu. Soucasné s tim dochézi v setu B ke zdvojeni pikt 10
a 12. U homozygota pro mutaci F508del dochazi k vymizeni piku pro negativni alelu, ke
zdvojeni pikll v setu B na rozdil od heterozygota nedochazi. Pti heterozygotnim nalezu
jinych mutaci nez F508del v setu B ke zdvojeni piki nedochazi, pouze dojde ke snizeni

puvodni vysky piku na polovinu (62).
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Obr. ¢. 7: Ukazka homozygotniho vysledku mutace F508del
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Obr. ¢. 8: Ukazka heterozygotniho vysledku mutace R1066C
295254 _BOS 003€a |mss A CFEU2 A mix POP?
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Mimo vySetfeni 50 nejcastéjSich mutaci CFTR genu umoznuje kit také analyzu
fetézce thyminovych bazi v intronu 8, oznacovany jako polythymidinovy trakt (Poly-T).
Jejich analyza v kitu Elucigene CFEU2 je usnadnéna pouzitim odlisného fluorescen¢niho
znaceni. V setu A tak Poly-T odpovidaji ¢erné piky. Jeden pik znaci, ze délka Poly-T i

pocet TG opakovani za poly-T je na obou alelach shodna. V piipad¢, Ze nachdzime dva
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piky pro stejné poly-T napt. 5T (9) a ST (10), znamena to, ze délka poly-T traktu je na obou
alelach shodna, rozdilny je vSak pocet TG opakovani za poly-T. V piipadé nalezu dvou
pikt pro odlisné poly-T (5T/7T, 7T/9T, 5T/9T), znamena to riiznou délku poly-T na obou
alelach (62).

Kontrola zamény vzorku

Provedeni reakce ve 2 zkumavkach a provedeni vySetieni v sérii velmi zvySuje
riziko laboratorni zdmény jednoho ze dvojice vzorktl. Pravé z tohoto ditvodu jsou do obou
setll pridany hypervariabilni STR (z angl. Short Tandem Repeats) markery, které umoznuji
oba sety srovnavat. Tyto markery jsou vyrobcem oznaceny ¢ervenou fluorescencni znackou
a proto se na elektroforeogramu zobrazi jako Cervené piky. Rozdilnost markerd v obou
setech ukazuje na zaménu vzorku. Jejich slaba fluorescence znaci slabou koncentraci DNA
vzorkl a tyto vzorky je nutné hodnotit s velkou opatrnosti, v ptipad¢ UpIného chybéni ¢i
nehodnotitelnosti markert je doporuceno analyzu opakovat. Presné zobrazeni pozic STR
markerl na setiny bp je umoznéno pouzitym analytickym softwarem a rozdil vzdélenosti

stejnych pikl v jednotlivych setech by nemél presdhnout 1 bp (62).

Obr. ¢ 9: Tabulka s velikosti STR markert pro kontrolu zdmény vzorku

Dyei/Sample Peak |Sample File Name Size Height |Area |Data Point
m R4 24575 A-A_E0G_010 1sa 13132 103 811 |2272 _
mR5 24575A-A_E08_010 fsa 14347 a1 630 12388 SET A
m R 24575A-A_E08_010.1sa 4002 127 (1304 (441
m RS 2457SA-A_E05_010.1sa 43346 100 1006 5269
] RS 2457SA-B_E11_009.1sa 131.35 75 .589 22M
T I o | G I SETB
] RS 245TSA-B_E11_009.1sa 40039 90 949 4986 e -
|l R11 2457SA.B_E11_009.1sa 43368 65 769 15318

3.2.2. Ovéreni nalezu mutace F508del

Metoda k ovéfeni mutace F508del byla vyvinuta jako ,,in-house® metoda
v laboratofi CF Centra. V prvnim kroku provadime amplifikaci oblasti obsahujici deleci
pomoci PCR reakce s fluorescencné znacenym parem primerti. Jako fluorescen¢ni znaceni
alel je pouzita barva 6-FAM (modrd), kterou je oznacen 5" konec forward primeru. PCR

produkt je denaturovan pomoci formamidu a spolu s velikostnim standardem, pro jehoz
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oznaCeni je pouzita barva ROX (Cervend) je analyzovan kapildrni elektroforézou.
Z nemutované alely (wildtype) se amplifikuje produkt o velikosti 94 bp, mutovana

(deletovand) alela ma velikost 91 bp.

U produktl analyzy je zmétfen jejich fluorescencni signal. Rychlost prichodu
produktu kapilarou s polymerem odpovida velikosti molekuly, intenzita fluorescence zavisi
na mnozstvi znaceného produktu vzniklého amplifikaci. Nespornou vyhodou této metody je
jeji ekonomickd i Casova nendrocnost. Pii pouziti PyroStart Fast PCR Master Mixu

(Fermentas, USA) lze ziskat vysledky vySetieni do 2 hodin.

Obr. ¢ 10: Vysledek kapilarni elektroforézy pii vysetfeni mutace F508del
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3.2.3. Ovéieni nalezu mutace CFTR dele 2,3

Také pro ovéfovani této mutace byla v CF Centru vytvofena ,,in-house* metoda
zaloZena na duplexni polymerdzové fetézové reakci, kdy do PCR smési pfidavame namisto
dvojice primery, primery Ctyii — dva pro kazdy pozadovany usek. Vysledkem je
amplifikace dvou fragmenti DNA v jedné reakci. Metoda je v ramci vySetfeni CFTR genu
vyuzivana k identifikaci delece zasahujici exony 2 a 3 CFTR genu o velikost 21 080 bp
oznacovana jako mutace CFTR dele 2,3. Prvni dvojice primeru je navrzena pro cilové
sekvence ohraniCujici misto, kde dochazi kdeleci a vyuziva faktu, ze v piipade
nepfitomnosti delece je vzdalenost mezi obéma primery piili§ velka, polymeraza neni
schopna amplifikovat usek o délce 21kb a produkt tak nevznikd. V opacném ptipadé, kdy je
pritomna delece oblasti, dochézi k ptiblizeni primert a k amplifikaci produktu o velikosti
230 bp.

Druhy kontrolni par primerti je namifen pfimo do oblasti, kde se delece vyskytuje a
produkt o velikosti 310 bp vznik4 pouze v piipad¢, ze se v useku delece nenachazi, jelikoz
v opacném piipadé chybi misto pro jejich nasednuti. V pfipadé pfitomnosti mutované i
nemutované alely vznikaji oba produkty o velikostech 230 bp a 310 bp. Vzniklé produkty
jsou separovany elektroforézou v 3% agar6zovém gelu, obarveny barvivem GelRed a

vizualizovany pomovi UV svétla.

Tabulka ¢ 5: Sekvence primerti pro vySetfeni mutace CFTR dele 2,3

3i3 5’- ATT CAC CAG ATT TCG TAG TC-3’

3i5 5’- CTT GGG TTA ATC TCC TTG GA-3’
CF2,3R 5’- GAA CCC ATC ATA GGA TAC AAT G-37
CF2,3F 5’- GAG CTT CTG AAA TTA ATT GAC CAC-3’

Obr. ¢. 11 a 12: Schématické znazornéni delece o velikosti 21kb a vysledek PCR reakce

wt/wt

mut/mut
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3.2.4. Ovéieni mutaci genu CFTR metodou RFLP

V CF Centru je mozno ovétit 26 mutaci CFTR genu pomoci 15 riiznych restrikénich
enzymu metodou RFLP. Zakladem metody je vySe popsana polymerazova fetézova reakce
(PCR) sparem specifickych primerti. Velikost vysledného produktu amplifikace je
zkontrolovana pomoci elektroforézy v 3% agar6zovém gelu po dobu 30 minut a PCR
produkt je nasledné Stépen specifickou restrikéni endonukledzou v rozpoznavacich
sekvencich. Vzniklé fragmenty jsou separovany pomoci 3% agar6zové elektroforézy po
dobu 60 minut.

Pii zaclenéni vzorkl novorozeneckého screeningu do rutinniho provozu, kde jsou
vySetfovany paralelné s DNA vzorky o vys§i koncentraci, bylo nutné optimalizovat
podminky PCR reakce. Pivodné pouzivanych nékolik typi reakénich PCR mixii bylo
sjednoceno v jeden — 2X PCR Master Mix (Fermentas, USA), ktery dosahoval nejlepSich
vysledki pfi reakci s DNA o nizké koncentraci. VSech 26 reakcei se tak lisi pouze parem
pouzitych primerd, jejichz sekvence odpovidd mistu, ve kterém se mutace vyskytuje a
nasledné anelacni teplotou. PCR program v termocykleru byl rovnéz sjednocen a pocet
cyklt reakce byl optimalizovan na 33x, pfi¢emzZ snizeni téchto cykli u nékterych mutaci
vedlo k nedostatecné amplifikaci, naopak jejich zvyseni ke vzniku nespecifickych produkta

reakce.

Tabulka ¢. 6: Slozeni PCR smési k reakei pro vySetieni RFLP

Slozka PCR smési: Objem: Koncentrace:
2x PCR Master Mix (Fermentas, USA) 12.5 ul

Water, nuclease-free (Fermentas, USA) 8,5 ul

Primer F + Primer R Tpl+1pl 10-20 pmol/pl
Templatova DNA 2 ul 2-100 ng/ul
Celkovy objem: 25 ul

Tabulka ¢. 7: PCR program pro vysetfeni RFLP

Féaze PCR cyklu: Teplota: Cas: Pocet cykli:
Pocatecni denaturace 92 °C 5 min. 1x
Denaturace 92 °C 1 min.

Ptipojeni primert TA °C 1 min. 33x
Extenze 72 °C 1 min.

Konecna extenze 72 °C 10 min. 1x

Chlazeni 4°C 00

40



S kazdou sérii vzork je vySetfovana také interni kontrola (K2) o pfedem zndmém
genotypu obsahujici stanovovanou mutaci v heterozygotni form¢ (WT/MUT), kterd byla
v minulosti vySetfena dvéma nezdvislymi metodami a je tudiz kontrolou spravnosti
amplifikace 1 podminek $tépeni pouzitého enzymu. Pfi restrikéni analyze je velice nutné
zachovat pozadovanou teplotu a dobu $tépeni uvadénou vyrobcem pro dany enzym, jelikoz

pouziti jiné nez optimalni teploty mtize vést k jeho inaktivaci a tim nedostate¢né restrikci.

Zatimco doba restrikce s pouzitim bézného enzymu se pohybuje mezi 1-16
hodinami, v poslednich letech vyvinula spolecnost Fermentas skupinu enzymu
oznacovanych jako FastDigest, jejichz restrikéni doba byla zkracena na 5-15 minut. Tato
skupina enzymt byla rychle zavedena i1 v diagnostice NSCF a nékteré z nich jsou dnes
pouzivany v rutinni diagnostice mutaci CFTR genu. Dobu celé restrikéni analyzy je tak

mozno zkratit pfiblizné na 5 hodin.

Obr. & 13 a 14: Vysledky restrikéni analyzy mutaci 1336K (vlevo) a W1298X (vpravo)

K2
K2

2072SA Qiagen | 2072SA (Qiagen)

2790C 100 ng/ul 2790C 100 ng/ul
2790C 10 ngful 2790C 10 ngful

il | \

Legenda: Vzorek 2072SA byl izolovan z krevni skvrny metodou Qiagen a pouzit v koncentraci 10 ng/pl.

Vzorek 2790C byl izolovan z 6 ml ven6zni krve automatickou izola¢ni technikou FlexGen (Autogen, USA) a

byl pouzit v koncentracich 10 a 100 ng/pl.

3.2.5. Detekce velkych prestaveb CFTR genu metodou MLPA

Standardni techniky pouzivané k detekci mutaci zaloZené pouze na PCR amplifikaci
nejsou schopny detekovat velké DNA prestavby. Proto se k detekci takovych piestaveb,
zahrnujici delece ¢i duplikace jednoho nebo vice exonli CFTR genu, pouziva specialni
metoda MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification). K metod¢ je pouzivan
komer¢né dostupny kit MLPA SALSA Kit P091 CFTR (MRC-Holland, Holandsko). Jedna
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se o velmi ¢asové i manualné¢ narocnou metodu, nejdelsi krok trvajici 16-20 hodin je
provadén pres noc. Cela metoda se skladd z 5-ti po sobé€ nasledujicich krokt, pfi nichz
provadime denaturaci DNA, hybridizaci, ligaci MLPA prob, PCR reakci a analyzu
vzniklych produkt.

Denaturace vzorki
Denaturaci vzorku DNA provadime v termocykleru pii 98 °C po dobu 5-10 minut.
Pti této teploté dojde k oddéleni obou vlaken, u nichz mize nasledné dojit k hybridizaci

prob.

Hybridizace MLPA prob

V tomto kroku ptidavame k denaturované DNA 3 ul hybridiza¢ni smési (SALSA
Probe-Mix + SALSA MLPA Buffer v poméru 1:1). Po pfidani smési ke vzorku smés lehce
promisime pipetovanim a inkubujeme 1 minutu pfi teploté 95 °C, poté snizime teplotu na

60 °C a pfi této teploté inkubujeme 16-20 hodin.

Ligace MLPA prob

Namichame si liga¢ni smés v objemu 32 ul pro kazdy vzorek (25 ul sterilni vody, 3
ul Ligase buffer A, 3ul Ligace buffer B a 1ul Ligase-65). Teplotu v termocykleru nechame
snizit z 60 °C na 54 °C a pii této teploté¢ ke vzorkiim pfiddme namichanou ligacni smés.
Vzorky po pridani smési dale inkubujeme pfi stejné teploté 15 minut, poté teplotu zvysime

na 98 °C na dobu 5 minut. Po uplynuti této doby ukon¢ime ligaci snizenim teploty na 20 °C

PCR reakce

Tésné pred ukoncenim liga¢niho kroku si namichdme PCR reakcni smés v objemu
10 pl pro kazdy vzorek (7,5 pl sterilni vody, 2,0 ul SALSA PCR primers a 0,5 ul SALSA
Polymerase). Pii laboratorni teploté napipetujeme 10 pl smési do kazdé zkumavky, jemné
promisime pipetovanim a spustime PCR program: [95 °C/30 sek, 60 °C/30 sek, 72 °C/1
min]35x, 72 °C /20 min, 15 °C/o.

Analyza produkti reakce
Analyza produktl je provadéna kapilarni elektroforézou na piistroji ABI 3130xl.

Vysledkem jsou piky, které jsou podrobeny analyze v on-line programu E-MLPA
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(https://emlpa.lf2.cuni.cz/), ktery byl k tomuto ucelu vyvinut piimo v CF Centru a ve

kterém je vySetfovana DNA porovnavana s n¢kolika kontrolnimi vzorky.

Obr. ¢ 15: Vysledek analyzy MLPA v programu E-MLPA
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Legenda: Vysledek zobrazuje mutaci F508del (modry pik) spolu s duplikaci exonu 22 (Cerveny pik)

3.2.6. Sekvenacni analyza CFTR genu

K sekvenacni analyze genu je pfistupovano v ptipad€, ze pfi prvotnim vySetienim
dojde k nalezu mutace, kterou neni mozno ovéfit jinou metodou. V takovém piipadé je
sekvenovan cilené pouze exon, ve kterém se tato mutace nachazi. Druhym piipadem pouziti
sekvenacni analyzy v novorozeneckém screeningu je vyskyt Kklinickych ptiznaki
odpovidajicich CF u novorozence, u n¢hoz byla béznym vySetifenim zjisténa jedna ¢i Zadna

mutace. V takovémto piipad¢ je nutné osekvenovat cely gen.

PCR reakce

PCR reakce s parem specifickych primert je provadéna ve 2 provedenich podle
vysetfovaného exonu CFTR genu. Pro exony 1, 2, 3, 4, 5, 6a, 8, 10, 11, 12, 14a, 15, 16,
17a, 18, 19, 20, 21, 22, 23 a 24 se pouziva PCR mix firmy Roche (tabulka ¢. 8) a pro exony
6b, 7, 9, 13.1, 13.2, 14b a, 17b mix firmy Applied Biosystems (tabulka ¢. 9). V obou
pfipadech je samotnd reakce provedena v klasickém termocykleru s anelacni teplotou
odpovidajici pouzitému paru primeri a ziskany produkt amplifikace je zkontrolovan na 2%

agardzovém gelu.
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Tabulka ¢. 8: PCR reakéni smés pro sekvenacni analyzu — typ 1

Slozka PCR smési: Objem: Koncentrace:
LC 480 Master Mixu (Roche, Svycarsko) Sul 2X

MgCl, (Roche, Svycarsko) 1 ul 25mM
dH20 1 ul

Primer F + Primer R 0,5 ul+0,5 pl 10 pmol/ul
Templatova DNA 2 ul 15 ng/pl
Celkovy objem: 10 pl

Tabulka ¢ 9: PCR reakéni smés pro sekvenacni analyzu — typ 2

Slozka PCR smési: Objem: Koncentrace:
dH,0 14,0 pl

PCR pufr IT (Applied Biosystems, USA) 2,5 ul 2X

MgCl, ,Solution (Applied Biosystems, USA) 2,0 ul 25mM
Primer F + Primer R 1,0 ul+ 1,0 ul | 10 pmol/pl
dNTP's (Applied Biosystems, USA) 1,25 pl

Ampli Taq Gold Polymerasa (Applied Biosystems, USA) 0,25 ul

Templatova DNA 3,0 ul 15 ng/pl
Celkovy objem: 25 ul

Purifikace PCR produktu

V tomto kroku, ktery nésleduje bezprosttedné¢ po prvni PCR reakci je nutno
odstranit zbylé primery a nukleotidy, které nebyly inkorporovany. Tyto zbytky nutné
odstranit proto, aby nedochéazelo k jejich interakci pti druhé PCR reakci. Purifikace je
provadéna pomoci komercni soupravy QIA quick PCR Purification Kit (Qiagen, USA). Ke
kazdému vzorku je pfidan pétinasobny objem PB pufru, smés je promisena, pfenesena na
2ml Qia kolonku a ptes kolonku piefiltrovana centrifugaci pii 13 000 rpm po dobu 1
minuty. Nasledné je do kolonky pfidano 0,75 ml PE pufru a centrifugace je opakovana.
Kolonka je pfenesena do €isté 1,5 ml zkumavky a je na ni pfidano 40 ul EB pufru. Po 1
minuté stani pii laboratorni teploté je provedena centrifugace 1 minutu pii 13 000 rpm.
Druhou alternativou purifikace PCR produkt je pfiprava smési Shrimp alkalické fosfatazy
a Exonukledzy I (3,0 ul + 0,5 pul pro jeden vzorek), kterou ptidame k precisténému vzorku.
Nasledné je vzorek vlozen do termocykleru, kde je inkubovan piti 37 °C po dobu 60 min a

poté pii 80 °C po dobu 20 min.
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Sekvenaéni PCR

PCR je provadéno s jednim sekvenéné specifickym primerem, je proto nutné pro
kazdy vzorek ptipravit 2 zkumavky o objemu 0,2 ml. Kazd4d zkumavka obsahuje 2ul Big
Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit, 4 ul pteisteného PCR produktu a 1 pl
sekvencné specifického primeru (reverse ¢i forward). Takto pfipravena smes je vlozena do

termocykleru a je provedena PCR reakce.

Etanolova purifikace

K 7 ul sekvenacniho PCR se napipetuje 40 pl roztoku acetdtu, smes je promisena na
ttepacce a prenesena do 1,5 ml zkumavky. Zkumavka je centrifugovana 20 minut pii 13000
rpm, supernatant je disledné odsat vyvévou a do kazdé zkumavky je ptidano 300 pul 70%
etanolu. Nasledné je smés diikladné promisena a centrifugovana 10 minut pii 13 000 rpm.
Supernatant je opét odsat vodni vyvévou. Pelet je rozpustén ve 25 pl Hi-Di formamidu,

nasleduje centrifugace a analyza v genetickém analyzatoru.

Analyza produktu
Analyza je provadéna pomoci kapilarni elektroforézy ABI 3130xl a data jsou
vyhodnocena v programu SeqScape 3.0. Vysledkem analyzy jsou barevné odliSené piky,

u nichz kazda barva odpovidé jednomu nukleotidu.

Obr. ¢ 16: Vysledek sekvenacni analyzy pii ovéreni mutace R1066C
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3.3. Ostatni pouzité vySetiovaci metody

Laboratof CF Centra je soucasné Narodni referencni laboratofi pro diagnostiku
cystické fibrézy, z tohoto ditvodu byla v jejich prostorach vyzkouSena fada metod, béhem
jejichz testovani a validaci byly pouzity i vzorky novorozeneckého screeningu. Nékteré
z metod byly z rutinni diagnostiky vylouceny, jiné nasly uplatnéni jako zalozni metody,
které mohou v pfipadé nutnosti zastoupit hlavni vySetfovaci metodu, tedy Elucigene

CFEU2. Vsechny pouzité metody jsou shrnuty v nasledujici kapitole.

3.3.1. Devyser CFTR Core

Kit Devyser CFTR Core je zaloZen na principu multiplexni alelicky specifické PCR
amplifikaci a detekci nemutovanych a mutovanych alel v CFTR genu. Vysledkem alelicky
specifické PCR amplifikace jsou fluorescenéné znacené fragmenty, které jsou nasledné
analyzovany kapilarni elektroforézou na genetickém analyzatoru a identifikovany podle své
délky a pouzitého fluorescencniho znaceni. Metoda umoziuje vySetieni 36 mutaci CFTR
genu a 3 variant poly-T (54). Smés je pro vSechny vzorky pfipravovdna do zasoby podle

nasledujiciho postupu:

Piiprava reak¢niho mixu

1. Stocit kratce zkumavky Core 1, Core 2 a PCR Aktivatoru

2. Ptidat 500 pl mixu Core 1 ¢i Core 2 do zkumavky s PCR Aktivatorem.
3. Promisit reakéni master mix na tfepacce a lehce centrifugovat.

4. Napipetovat 10 pl smichaného master mixu do 0,2 ul PCR zkumavek.

5. Uzaviit zkumavky a kratce je stocit.

Takto namichany reak¢ni master mix je stabilni pii +2 az +8 °C po dobu 7 dni, pfipadné po

dobu 60 dni pfi teploté nizsi nez -18 °C.

PCR reakce
Pii vySetfovani vzorkli vyjmeme pro kazdy vzorek ptipravené mixy Core 1 a Core 2
z mraziciho boxu. Smés nechdme rozmrznout, do kazdé zkumavky pfidame 2,5 ul DNA o

koncentraci 1-10 ng/ul, lehce stoc¢ime a po vlozeni do termocykleru spustime PCR
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program: 95 °C 15 min [94 °C/ 30 sec., 62 °C/ 60 sec, 72 °C/ 60 sec.] 31x, 72 °C/ 15 min, 4
°C/oo

Analyza produktu

Produkt je analyzovan pomoci kapilarni elektroforézy ABI 3130x1 po smiseni 1,5 pl
PCR amplifikatu s velikostnim standardem a Hi-Di formamidem. Jako standard je zde
pouzit 560 SIZER ORANGE (Applied Biosystems, USA). Po elektroforéze a laserové

detekci jsou ziskana data analyzovéana v programu GeneMapper 4.0.

Obr. & 17: Vysledek vysetieni kitem Devyser CFTR Core v setu 1 se zobrazenim negativnich alel
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3.3.2. Cystic Fibrosis Genotyping Assay - OLA

Principem metody jsou dvé reakce - multiplex PCR amplifikace a multiplex OLA (z
angl. Oligonucleotide Ligation Assay). Obé reakce jsou provadény pro kazdy vzorek
postupné v jedné zkumavce. Pfi multiplexni polymeradzové fetézové reakci dochdzi k
amplifikaci vzorku genomické DNA se 16 pary primert a DNA polymerazou. Primery jsou
navrzeny tak, Ze jejich sekvence na 3" konci odpovidd normalni ¢i mutované sekvenci
vysetfované DNA. V druhé fazi se provadi ligace oligonukleotidli na CFTR amplikonech.
Alelové specifické sondy hybridizuji k ptislusSnym normélnim, mutantnim a variantnim
alelam a jsou po uspésném nasednuti ligovany enzymem ligazou s fluorescencné
znacenymi spole¢nymi sondami. Jednotlivé sondy se lisi v délce diky pfidani inertnich

modifikatortt mobility (55).
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Analyza PCR produkti

Po ligaci jsou oznacené¢ DNA fragmenty separovany kapilarni elektroforézou na
genetickém analyzatoru ABI 3130xl1. Pfi detekci jsou jednotlivé fragmenty rozliSovany na
zéklad¢ své délky a pouzitého fluorescencniho znaceni, jejich nasledna identifikace a
genotypovani je provadéno pomoci softwaru GeneMapper 4.0. Jako fluorescen¢ni barvy
jsou pouzity HEX (zelend), FAM (modrd) a TAMRA (Cernd). Pti vyhodnocovani metody je
vysledek rozdélen do 3 podoken, znichz kazdé odpovida jedné fluorescencni barve.
Rozliseni mutovanych a nemutovanych alel je pak provedeno softwarové podle velikosti

vysledného produktu.

Obr. ¢. 18: Vysledek vysetfeni pacienta s homozygotni formou mutace F508del
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Legenda: Piky odpovidajici wildtype alele jsou umistény v Sedych sloupcich a piky odpovidajici mutované
alele ve sloupcich ¢ervenych. V tomto pfipadé je homozygotni forma mutace F508del znazornéna chybé&jicim

pikem pro wildtype alelu.

3.3.3. Stripy INNO - LiPA
Firma Innogenetics nabizi pro diagnostiku mutaci CFTR genu dvojici stripti na

principu reverzni hybridizace. Prvni strip, oznaceny ,,CFTR17+Tn Update strip*, obsahuje
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imobilizované proby pro 17 mutaci CFTR genu a 3 pro vySetieni Poly-T traktu. Druhy strip
oznaceny ,,CFTR19 obsahuje proby pro dalSich 19 mutaci CFTR genu. PCR reakce je
provadéna smisenim DNA vySetiovan¢ho vzorku, amplifika¢niho pufru a roztoku primera
pro jeden ¢i druhy typ stripu. Béhem PCR reakce dochazi k biotinylaci vzorku DNA
(56,57).

Po wukoncéeni amplifikace je dvoufetézcovda DNA chemicky denaturovéna a
jednofetézcové amplikony jsou hybridizovany se specifickymi oligonukleotidovymi
probami na stripech. Po hybridizaci nasleduje promyti, které odstrani neodpovidajici
amplifikovany material. Po promyti je ke stripim pfiddna streptavidinem konjugovana
alkalicka fosfatdza. Ta se navdZze na vSechny biotinylované amplikony hybridizované
s probami. K vizualizaci reakce je pouzit chromogenni substrat, ktery vytvoii v misté
hybridizace na stripu hnédofialovou precipitacni linii, ktera je po zastaveni barevné reakce

a promyti ve vod¢ vyhodnocena podle ptilozené Sablony (56,57).

Obr. & 19: Sablona pro hodnoceni stripti INNO-Lipa a ukazka vysledki (56)

1 2 3 CFTR19 CFTR17
+Tn Update
[ marker line marker line
| «conj. control conj. control
M.F508del - M.621+1G-»T
M.G542X e M.3849+10kbC=»T
M.N1303K - M.2183AA=G
M.W1282X - M.394delTT
M.G551D e M.2789+5G=3A
.- M.1717-1G-#A - M.R1162X
M.R553X e M.3659delC
M.CFTRdele2,3(21kb) R M.R117H
M.I507del - M.R334W
M.711+1G-T R M.R347P
M.3272-26A-G e M.GB5E
.- M.3905insT -- - M.1078delT
M.R560T e M.A455E
M.1898+1G-»A e M.2143delT
M.S1251N - M_E6OX
M.I148T e M.2184delA
... M.3199del6 e M.711+5G=A
_ - M.3120+1G-2A - W.621+1G=8T
- M.Q552X R W.3849+10kbC=»T
_ W.F508del=W.1507del e W.2183AA=»G=W.2184delA
T W.G542X e W.394delTT
T W.N1303K e W.2789+5G=PA
T W.W1i282x e W.R1162X
SN - W.G551D B W.3659delC
T R W.1717-1G-%A R W.R117H
e -2 W.R553X e W.R334W
T W.CFTRdele2,3(21kb) -] W.R347P
| — W.711416T oo W.G85E
—— T W.3272-26A=G e W.1078delT
SN - W.3905insT B W.A455E
| — W.R560T R W.2143delT
- SR - - W.1898+1G-A W.E60X
- SN - - W.51251N W.711+56=A
— W.1148T marker line
.8 L W.3199del6 5T
- A W.3120+1G-5A m
- -- W.Q552% 9T
Legenda:

Strip €. 1 - genotyp WT/WT, poly T 7T/7T
Strip €. 2 - genotyp F508del/F508del, poly T 7T/7T
Strip €. 3 — genotyp G542X/R117H, poly T 5T/7T
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3.3.4. CF StripAssay ViennaLab

Tato metoda, zalozena rovnéz na reverzni hybridizaci, dokdze identifikovat 34
mutaci CFTR genu a 3 varianty Poly-T. Pro kazdy vzorek jsou piipravovany 2 reakéni
mixy (A a B). Pfed zahajenim piipravy PCR reakéniho mixu je nutno natfedit Taqg DNA
polymerazu pomoci Taq Dilution Buffer na pracovni koncentraci (0,2U/ul). Do reakce je
poté ptidavano 5 pl takto nafedéné polymerazy, coz odpovida 1U, dale 25-200 ng DNA a
15 pl smési oznacené Amplification Mix A ¢i B. Nasleduje amplifikace, po niz je
provedena chemicka denaturace a oba amplikony jsou néasledné smiseny s hybridiza¢nim
pufrem, do néhoz je vlozen odpovidajici strip. K promyvani a hybridizaci je u této metody
pouzivan roboticky pfistroj Bee20 (Bee Robotics Ltd., USA), ktery umoziiuje vysSetieni 20

striptt v jedné sérii (58).

Obr. ¢ 20: Roboticky piistroj Bee20

3.3.5. Stripy AMPLICOR Clystic Fibrosis Roche

Pro sekvencné specifickou PCR amplifikaci je u této metody pouZzito biotinem
znacenych primert. Oligonukleotidové proby, specifické pro vysetfované sekvence CFTR
genu, jsou véazané na nylonovou membranu a jsou urcené pro specifické vychytavani
amplikonti. Jako detekéni systém je zde pouzit konjugat streptavidinu s kienovouu

peroxidadou, ten se vaze na produkty navazané na membranu stripu. K barevné vizualizaci
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je pouzita smes peroxidu vodiku a tetramethylbenzidinu. Podle pouzitého reakéniho mixu a
odpovidajiciho stripu je metoda schopna vysetfit 16 ¢i 38 mutaci CFTR genu a 3 varianty

poly-T.

Obr. & 21: Hodnoceni vysledku vysetieni 38 mutaci pomoci kitu AMPLICOR"™ CF

Cystic Fibrosis 38 Reference Guide

Legenda: Na hodnotici $ablong jsou éerné znazornény pozice prouzkll pro negativni alely, éervené pro
mutované alely.
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3.4. Postanalyticka faze

Postanalytickd faze je nedilnou soucésti celého procesu, kterd umoziuje piipadné
opakovani analyzy ¢i testovani novych vysetiovacich metod. Vzorky krevnich skvrn jsou
po analyze skladovany na suchém misté pfi laboratorni teploté. Vyizolované vzorky DNA
jsou skladovany v mrazicim boxu pii -20 °C, pti dlouhodobéjsim skladovani je planovano

uskladnéni vzorka pti -70 °C.

51



4. VYSLEDKY

4.1. Porovnani metod pro izolaci DNA z krevnich skvrn

V nasledujicim srovnani byly testovany vSechny 3 extrak¢ni metody pouzivané
v CF Centru vradmci novorozeneckého screeningu. K tomuto ucelu bylo zvoleno 100
krevnich skvrn, u kterych byly provedeny 3 nezévislé izolace vySe popsanymi metodami.
DNA byla v zavéru izolace rozpusténa v prisluSném médiu a byla zméfena jeji koncentrace.
Mgfteni Cistoty DNA izolované z krevnich skvrn je zna¢né€ problematické. Jak ukazuje
tabulka ¢. 10, je stanoveni poméru A260/A280 u vzorkl s koncentraci nizsi nez 10 ng/ul na
pfistroji Nanodrop 2000 zatiZeno znacnou chybou méfeni. Z tohoto divodu byla k
porovnani vysledkll izolace métena pouze koncentrace finalniho roztoku DNA a nasledné
byly vzorky porovnany na zdkladé uspéSnosti PCR amplifikace pomoci kapilarni

elektroforézy.

Tabulka ¢ 10: Ovéreni chyby pristroje NanoDrop 2000 pfi méfeni nizkych koncentraci DNA

Vzorek pted nafedénim: Vzorek po natedéni: Chyba
DNA | Koncentrace Pomér Koncentrace Pomér Redéno: | méfeni
[ng/ul] A260/A280 [ng/ul] A260/A280 [%]
1. 112,7 1,84 9,6 1,85 pufr 0,54
2. 118,2 1,90 9,5 2,02 voda 6,32
3. 111,5 1,84 8,4 2,08 pufr 13,04
4. 93,9 1,83 8,4 2,00 voda 9,29
5. 109,1 1,85 8,2 2,10 pufr 13,51
6. 111,8 1,83 8,0 2,04 voda 11,48
7. 1173 1,85 7,7 2,08 pufr 12,43
8. 101,3 1,84 7.4 2,10 voda 14,13
9. 96,8 1,87 6,3 2,15 pufr 14,97
10. 92,6 1,85 5,6 2,29 voda 23,78

Legenda: K vylouéeni vykyvu zptisobenych zménou pH byla k fedéni pouzita 2 média — nuclease free water

(Fermentas, USA) a AE Buffer (Qiagen, USA)

Tabulka & 11: Porovnani izolacnich kitd

Nizev izolaéni metodv: QIAamp DNA innuPREP Chelex 100
y: Blood Mini Kit Forensic Kit Resin
Pocet izolovanych vzorkt: 100 100 100
Nejniz$i naméfend koncentrace (ng/pl): 2,4 1,1 18,5
Nejvyssi namétena koncentrace (ng/pl): 17,6 16,0 78,1
Median koncentrace DNA (ng/pl): 8,65 8,60 33,30
Rozpusténo v objemu (ul): 80 60 80
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Obr. ¢ 22: Histogram Cetnosti vzorkl izolovanych kitem QIAamp podle vysledné koncentrace DNA
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Obr. ¢. 23: Histogram Cetnosti vzorki izolovanych kitem innuPrep podle vysledné koncentrace
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Obr. ¢ 24: Histogram Cetnosti vzorki izolovanych metodou Chelex 100 resin podle vysledné koncentrace
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Obr. ¢. 25: Porovnani izolanich metod pomoci PCR reakce a kapilarni elektroforézy
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Legenda: A — DNA izolovana kitem QIAamp (konc. 12 ng/ul); B — DNA izolovana kitem innuPrep (konc
14,5 ng/ul); C - DNA izolovana metodou Chelex 100 resin (konc. 26,1 ng/ul)

vytéznosti, ovSem pii amplifikaci DNA bylo dosazeno nejhorsich vysledkt (viz obr. €. 25),
proto byla zkontrolovana absorbané¢ni kiivka téchto vzorkl piistrojem NanoDrop 2000 (viz

obr. ¢. 26).

Obr. & 26: Absorbancni profil vzorku izolovaného metodou Chelex 100 resin

DNA vzorky izolované metodou Chelex 100 resin dosahovaly nejvyssich
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Legenda: Absorbanéni profil méfeni na pfistroji NanoDrop 2000 se zvySenou absorbanci pfi 280 nm

odpovidajici proteiniim. Pomér absorbanci A260/A280: 0,96.




4.2. Porovnani multiplexnich metod vySetfeni

V prubehu vice nez 3 let trvani novorozeneckého screeningu bylo v laboratofi CF
Centra testovano a pouzivano 6 multiplexnich komeréné dostupnych metod s cilem zachytit
co nejvetsi procento mutaci CFTR genu vyskytujici se v nasi populaci pii jednom vySetieni.
Na zaklad¢ nejnovéjSich dat ziskanych z 20 let trvajici studie (46, ptiloha ¢. 1), bylo
provedeno porovnani pouzitych kit pro detekci nejéastgjsich mutaci CFTR genu v Ceské
populaci. Vypocet zachytnosti byl proveden souctem procentualniho zastoupeni v nasi

populaci u téch mutaci, které dokaze kit detekovat.

Nejlepsiho vysledku dosdhl kit CFTR Core od firmy Devyser. Kit Elucigene
CFEU2, ktery je pouzivan jako hlavni vySetfovaci metoda pii NSCF, se umistil na druhém
misté. Naopak nejhorsi vysledek byl zaznamenan u kitu Cystic Fibrosis Genotyping Assay
— OLA od firmy Abbot (pouze 82,60%). Kompletni vysledky porovnéani jsou uvedeny

v tabulce ¢. 12.

Tabulka ¢. 12: Porovnani t¢innosti komerénich diagnostickych kitl k vySetfeni mutaci CFTR genu:

Nazev metody: Pocet vySetfovanych Zachytnost VvyéetfenYCh
mutaci: mutaci v CR (%):
CFTR Core (Devyser) 36 + poly-T 90,84
Elucigene CFEU2 (Hologic Gen-Probe) 50 + poly-T 90,66
CF StripAssay (ViennalLab) 34+poly T 89,93
INNO-LiPA CFTR 17+19 (Innogenetics) 36 +poly T 89,80
Stripy AMPLICOR Ciystic Fibrosis 38 (Roche) 38 + poly-T 89,43
Cystic Fibrosis Genotyping Assay - OLA (Abbott) 36 +poly T 82,60

Pozn: Pfi vypoctu nebyla brana v tvahu potencidlné patogenni mutace R117H, ktera je asociovana s mirnou

formou CF.
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5. STATISTICKE HODNOCENI]

V celé Ceské republice bylo do 31. 12. 2012 v ramci novorozeneckého screeningu
vysetieno 368 096 novorozenct, z tohoto poctu byla 57 novorozenciim diagnostikovana
cystickd fibr6za. To odpovida 0,015% =z celkového poctu a vyslednd prevalence
onemocnéni je tak 1: 6458. Ztohoto souboru bylo 5 pacienti chybné shledano
negativnimi. FaleSna negativita byla ve 4 pfipadech zplsobena hodnotou IRT pod
stanovenym cut-off pfi iniciaénim testu a v jednom ptipad¢ se jednalo o pfitomnost vzacné
mutace genu CFTR, kterd nebyla pouzitymi molekularné genetickymi postupy odhalena.
Soucasné byla diagnoza CF zji§téna u 2 starSich sourozencl vySetfovanych novorozenci

(63).

Tabulka & 13: Vysledky novorozeneckého screeningu v Ceské republice v obdobi 17. 8. 2009 — 31. 12. 2012

Pocet pacientt s klasickou formou CF
Cela CR Cechy Morava
Zachyceno pomoci screeningu 52 35 17
Falesné negativnich 5 4 1
Celkem 57 39 18

Pozn.: Zapoditany i vysledky pilotni studie NSCF

Na tizemi Cech bylo do konce roku 2012 vysetieno vramci NSCF 244 862
novorozenci, ztohoto mnozstvi bylo 2 649 (1,08%) vzorkd odeslano k molekularné
genetickému vySetieni mutaci CFTR genu do CF Centra UBLG, FN Motol v Praze. Na
zakladé laboratorniho vySetfeni byly u 35 pacientl identifikovany 2 mutace genu CF7TR
a u dalSich 168 novorozencli byla nalezena 1 mutace. Prehled vSech mutaci a jejich

frekvence je shrnuta v tabulce €. 14 (63).
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Tabulka & 14: Mutace identifikované pti NSCF pro oblast Cech v obdobi 17. 8. 2009 —31. 12. 2012

, o 7 . , Frekvence
Nézev mutace — tradi¢ni Nazev mutace - Pocet mutovanych :
nomenklatura (legacy name): HGVS nomenklatura: alel: VySky(tol/lo)n'l utace
F508del c.1521 1523delCTT 153 64,29
R117H c.350G>A 26 10,92
CFTR dele 2,3 ¢.54-5940 273 +10250del21kb 15 6,30
D1152H c.3454G>C 8 3,36
G542X c.1624G>T 6 2,52
G551D c.1652G> A 5 2,10
N1303K ¢.3909C > G 3 1,26
R347P c.1040G > C 3 1,26
R553X c.1657C>T 3 1,26
1717-1G>A c.1585-1G > A 2 0,84
1898+1G>A c.1766 + 1G> A 2 0,84
1507del c.1519 1521delATC 2 0,84
2143delT c.2012delT 1 0,42
3272-26A>G c.3140-26A > G 1 0,42
3659delC ¢.3528delC 1 0,42
3849+10kbC>T c.3718-2477C > T 1 0,42
4259del5 c.4127 4131delTGGAT 1 0,42
621+1G>T c489+1G>T 1 0,42
Q552X c.1654C>T 1 0,42
R1066C c.3196C>T 1 0,42
R117C c.349C>T 1 0,42
W1282X c.3846G > A 1 0,42
Celkem: 238 100,00

Pozn.: Zapoditany i vysledky pilotni studie NSCF; Oznaceni mutaci HGVS respektuje jednotné nazvoslovi

mutaci od Human Genome Variation Society (http://www.hgvs.org/mutnomen/ ).
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6. DISKUZE

Jistym etickym problémem pii vySetteni NSCF k diskuzi, stejn¢ jako pii kazdém
screeningovém vySetfeni, zlstava podil faleSn¢ pozitivnich piipadl, které znamenaji
psychickou zatéz pro rodiny. Dale pak piipady faleSn€ negativnich pacientt, kteti meli bud’
IRT pod sledovanym cut-off, nebo DNA vySetfenim nebyla zachycena zadna mutace.
V prvni fazi vySetieni je dnes zvazovana zmeéna stavajiciho protokolu z IRT/DNA/IRT na
IRT/PAP/DNA, ktery by pii cut-off IRT 60 ng/ml + soucinu IRT x PAP > 75 mél
dosdhnout vys8i senzitivity a tim mensiho mnoZzstvi faleSné¢ negativnich vysledkd.

Nespornou vyhodou navrhovaného protokolu je také nizsi cena vySetieni (63).

Porovnanim DNA vzorkl izolovanych riznymi postupy byl jako nejvhodnéjsi kit
pro izolaci z krevnich skvrn potvrzen QIAamp DNA Blood mini kit. Vzorky izolované
metodou Chelex 100 resin dosahovaly nejvyssich vytéznosti, ovSem pii amplifikaci DNA
dosahovaly nejhorsich vysledkid (viz obr. €. 25) z diivodu vysokého obsahu proteini ve
vysledném vzorku, coz bylo potvrzeno vytvofenim absorban¢ni kiivky pfistrojem

NanoDrop 2000 (viz obr. €. 26).

Dalsim cilem by mélo byt neustalé zlepSovani molekularné genetické diagnostiky.
Ve snaze zachytit co nejveétsi procento mutaci v prvotnim vySetfeni, je na misté neustala
spoluprace laboratofe s vyrobci vysetfovacich kiti. Ti na zakladé dlouhodobych vysledkt
novorozeneckého screeningu mohou modifikovat diagnostické kity, aby spektrum
vysetfovanych mutaci zahrnovalo pouze mutace, které jsou spojeny s klasickou formou CF.
A soucasné aby toto spektrum mélo co nejvyssi zachytnost v nasi populaci. Pii vybéru
vhodné diagnostické metody byl v CF Centru vzdy kladen ptfedevsim diiraz na kvalitu
metody s ohledem na statut akreditované referencni laboratofe, na schopnost zachytu co
nejveétsiho procenta mutaci a v neposledni fadé na ekonomickou i technickou néarocnost
piipadného rutinniho vySetfeni. Na zakladé porovnani zéachytnosti pouzivanych
diagnostickych kitli, je mozné zvazit vymeénu hlavniho vySetfovaciho kitu Elucigene

CFEU?2 (zachytnost 90,66%) za kit Devyser CF Core (zachytnost 90,84%).
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7. ZAVER

S odstupem 3 let od zahajeni pilotni studie miizeme hodnotit pomérné velky soubor
testovanych novorozenct. Screening cystické fibrozy se ukéazal jako vhodny nastroj pro
vCasnou diagnostiku této nemoci jesté pred rozvinutim klinickych ptiznakt a efektivné
poméaha se spravnymi postupy lécby a celym managementem péce o pacienta. Jeho
rodi¢lim je nabidnuta moznost primarni prevence tohoto onemocnéni pro dalsi t€hotenstvi

(tzn. preimplantacni diagnostika nebo ¢asna prenatalni diagnostika).

V soucasnosti pouzivany systém molekularné genetického vysetieni v CF Centru je
plné optimalizovan pro vySetfeni DNA z krevnich skvrn. Jako nejvhodnéjsi pro izolaci
DNA byla zvolena metoda QIAamp DNA Blood mini kit, s niz je dlouhodobé dosahovano
kvalitnich vysledkti pii riznych metodach vySetfeni. Jako zdlozni metoda je ponechana
metoda innuPREP Forensic Kit. I pfes nizkou cenu a relativné vysokou vytéznost izolace
metodou Chelex 100 resin, byla tato metoda z bézné diagnostiky vyfazena pro vysoky
obsah kontaminujicich proteinii ve vysledném vzorku, které by bylo nutno v pfipadé

pouzivani metody pfed samotnou analyzou odstranit.

Z pouzitych vySetfovacich metod si své hlavni postaveni v ivodni fazi laboratorniho
vySetfeni stale udrzuje kit Elucigene CFEU2. V laboratoii CF Centra jsou neustale
testovany a optimalizovany nové metody a moZznosti molekuldrné genetické diagnostiky.
Vsechny pouzivané laboratorni metody jsou v pfipadé necekanych problémil zastupné
podobné kvalitnimi metodami a celkova doba vysetieni se diky novym technologiim
neustale zkracuje. V ptipadé zaloznich metod, kdy je vySetfeni provadéno na stripech, je
postup vySetfeni automatizovan, ¢imz je dosahovano zvySeni efektivnosti prace
zaméstnanci laboratofe. Také postup, kdy je v pfipadé nalezeni mutace jeji ovéfeni
provadéno z nové nezavislé izolace DNA, se ukézal byt u€innym néstrojem pro zabranéni

vydani falesné pozitivniho vysledku z diivodu kontaminace.

Tato prace splnila vytyCené cile, byl popsan kompletni postup laboratorniho
vysetieni pii NSCF, vysvétleny uskali a moznosti feSeni u danych metod, které jsou

pouzivany v nasi laboratofi.
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Piiloha ¢ 1: Rozlozeni mutaci genu CFTR v Ceské republice (46)

Mutace (HGVS nomenklatura): Mutace (legacy name): 2)?(%1?/(3,1 tron Pocet alel | %
1. c.1521 1523delCTT F508del Ex10 809 67.42
2. €.54-5940 273 + 10250del21kb CFTRdele2,3/21kb/ In1-In3 69 5.75
3. c.1652G > A G551D Ex11 35 2.92
4. ¢.3909C > G N1303K Ex21 29 2.42
5. c.1624G>T G542X Ex11 24 2.00
6. c.3718-2477C>T 3849 + 10kbC > T In19 20 1.67
7. c.1766 + 1G> A 1898 + 1G> A Inl2 17 1.42
8. ¢.1040G > C R347P Ex7 11 0.92
9. ¢.2012delT 2143delT Ex13 11 0.92
10. | ¢.3140-26A>G 3272-26A > G Inl7a 8 0.67
11. | ¢.1007T> A 1336K Ex7 7 0.58
12. | ¢.3846G > A W1282X Ex20 7 0.58
13. | ¢.1657C>T R553X Ex11 6 0.50
14. | ¢.2657+5G> A 2789 +5G > A In14b 6 0.50
15. | ¢.2834C>T S945L Ex15 6 0.50
16. c.442delA 574delA Ex4 5 0.42
17. c489 +1G>T 621 +1G>T In4 5 0.42
18. | ¢.2052 2053insA 2184insA Ex13 5 0.42
19. | ¢.3009 3017delAGCTATAGC 3141del9® Ex17a 5 0.42
20. c.366T > A Y122X Ex4 4 0.33
21. | c.[874G > A] +[2126G > A] E292K/R709Q Ex7/Ex13 4 0.33
22. | ¢.1585-1G> A 1717-1G > A Inl10 4 0.33
23. | ¢3454G>C D1152H Ex18 4 0.33
24. | ¢3484C>T R1162X Ex19 4 0.33
25. | ¢4242+1G>T 4374+ 1G>T In23 4 0.33
26. | ¢.1000C>T R334W Ex7 3 0.25
27. | ¢.1767-? 2619 + ?del CFTRdelel3,14a Ex13-Ex14a 3 0.25
28. | ¢.3468 +2 3468 + 3insT 3600 + 2insT Inl8 3 0.25
29. | ¢.3469-? 3717 + ?dup CFTRdup19 Ex19 3 0.25
30. | ¢.3964-78 4242 + 577del CFTRdele22,23 Ex22-Ex23 3 0.25
31. | ¢53+1G>T 185+1G>T Inl 2 0.17
32. | c¢.54-1161 164 + 1603del2875 CFTRdele2 Ex2 2 0.17
33. | ¢.169T>G W57G Ex3 2 0.17
34, | ¢.254G> A G85E Ex3 2 0.17
35. | ¢.274G>T E92X Ex4 2 0.17
36. | ¢.328G>C DI110H Ex4 2 0.17
37. | ¢.579+3A>G 711 +3A>G In5 2 0.17
38. | ¢.3528delC 3659delC Ex19 2 0.17
39. | c.4127 4131delTGGAT 4259del5 Ex22 2 0.17
40. | c.1-? 1584 + 2del CFTRdelel,10 Ex1-Ex10 1 0.08
41. | ¢c.115C>T Q39X Ex1 1 0.08
42. | ¢.79G>C G27R Ex2 1 0.08
43. | c[125C>T]+[223C>T] S42F/R75X Ex2/Ex3 1 0.08
44, c.164+ 1G> A 296+ 1G> A In2 1 0.08
45. | ¢.274G > A E92K Ex4 1 0.08
46. | ¢349C>T R117C Ex4 1 0.08
47. | ¢.509G > A R170H Ex5 1 0.08
48. | ¢.533G> A G178E Ex5 1 0.08
49. | ¢.579+1G>T 711 +1G>T In5 1 0.08
50. | ¢.902A>G Y301C Ex7 1 0.08
51. | ¢.1040G > A R347H Ex7 1 0.08
52. | ¢.1114C>T Q372X Ex7 1 0.08
53. | c.1117-1G> A 1249-1G > A In7 1 0.08
54. | ¢.1209+ 1G> A 1341 + 1G> A In8 1 0.08
55. | ¢.1519 1521delATC 1507del Ex10 1 0.08
56. | ¢.1654C>T Q552X Ex11 1 0.08
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57. c.1673T>C L558S Ex11 1 0.08
58. c.1679+1G>C 1811 +1G>C Inll 1 0.08
59. c.1687T>C Y563H Ex12 1 0.08
60. c.1753G>T E585X Ex12 1 0.08
6l. c.1766 + 1G> C 1898 + 1G> C Inl2 1 0.08
62. c.2044delA 2176delA Ex13 1 0.08
63. ¢.2051 2052delAAinsG 2183delAA > G Ex13 1 0.08
64. ¢.2052delA 2184delA Ex13 1 0.08
65. c.2290C>T R764X Ex13 1 0.08
66. c2490 + 1G> A 2622+ 1G> A Inl3 1 0.08
67. c.2538G > A W846X Ex14a 1 0.08
68. c.2551C>T R851X Exl14a 1 0.08
69. ¢.2589 2599delAATTTGGTGCT 2721dell 1l Exl14a 1 0.08
70. ¢.2705delG 2837delG Ex15 1 0.08
71. ¢.2789delG 2921delG Ex15 1 0.08
72. ¢.2803 2813delCTACCACTGGT 2935dell1 Ex15 1 0.08
73. ¢.2856G > C M9521 Ex15 1 0.08
74. c.2991G > C L997F Ex17a 1 0.08
75. c.3106delA 3238delA Ex17a 1 0.08
76. c.3136G>T E1046X Ex17a 1 0.08
77. ¢.3139G>C G1047R Ex17a 1 0.08
78. c.3196C >T R1066C Ex17b 1 0.08
79. ¢.3196C > G R1066G Ex17b 1 0.08
80. c.3302T > G MI1101R Ex17b 1 0.08
81. ¢.3310G > A E1104K Ex17b 1 0.08
82. ¢.3353C>T S1118F Ex17b 1 0.08
83. c.3472C>T R1158X Ex19 1 0.08
84. ¢.3587C>G S1196X Ex19 1 0.08
85. ¢.3708delT 3840delT Ex19 1 0.08
86. c.3937C>T QI1313X Ex21 1 0.08
87. ¢.3971T>C 1.1324P Ex22 1 0.08
88. c.4003C>T L1335F Ex22 1 0.08
89. ¢.4004T > C L1335P Ex22 1 0.08
90. c.4097T > A 11366N Ex22 1 0.08
91. c.4426C>T Q1476X Ex24 1 0.08
92. Neznama 6 0.50
Celkem 1200 100.00

Pozn.: Oznaceni mutaci ,,HGVS* respektuje jednotné nazvoslovi mutaci od Human Genome Variation

Society (http://www.hgvs.org/mutnomen/ /), oznaceni mutaci ,,legacy name* vychazi z tradi¢niho nazvoslovi.
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Piiloha ¢. 2: Seznam mutaci a polymorfismi detekovanych jednotlivymi komer¢nimi kity

. Cystic Fibrosis Strij
?}llicl;ggeige(}iffm INNO-LiPA CFTR CF StripAssay CFTR Core GZnotyping AM?LI(;OR ‘
Probe) 17+19 (Innogenetics) | (ViennaLab) (Devyser) Assay - OLA Cystic Fibrosis 38

(Abbott) (Roche)
1078delT 1078delT 1078delT 1078delT 1078delT 1078delT
1677delTA 1717-1G>A 1717-1G>A 1677delTA 1717-1G—A 1717-1G->A
1717-1G>A 1898+1G>A 1898+1G>A 1717-1G>A 1898+1G—A 175insT
1811+1.6kbA>G 2143delT 2143delT 1898+1G>A 2183AA—-G 1811+1.6kb A->G
1898+1G>A 2183AA>G 2183AA>G 2143delT 2184delA 1898+1G->A
2143delT 2184delA 2184delA 2183AA>G 2789+5G—A 2143delT
2184delA 2789+5G>A 2184insA 2184insA 3120+1G—A 2183AA->G
2347delG 3120+1G>A 2789+5G>A 2789+5G>A 3659delC 2184delA
2789+5G>A 3199del6 3120+1G>A 3120+1G>A 3849+10kbC—T | 2789+5G->A
3120+1G>A 3272-26A>G 3272-26A>G 3272-26A>G 3876del A 3120+1G->A
3272-26A>G 3659delC 3659delC 3659delC 3905insT 3272-26A->G
3659delC 3849+10kbC>T 3849+10kbC>T 3849+10kbC>T 394delTT 3659delC
3849+10KbC>T 3905insT 3905insT 621+1G>T 621+1G—>T 3849+10kbC->T
3905insT 297-

303.5 394delTT 394delTT 711+1G>T 711+1G->T 3905insT
CFTRdele2,3
394delTT 377-383 621+1G>T 621+1G>T (21kb) A455E 394delTT
444delA 323-330 711+1G>T 711+1G>T F508del F508del 621+1G->T
621+1G>T 711+5G>A A455E G542X dell507 711+1G->A
711+1G>T A455E CFTRdel2,3 (21kb) G551D G542X A455E
CFTRdele2,3(21k
A455E CFTRdel2,3 (21kb) F508del G85E G551D b)
CFTRdel2,3 E60X G542X 1336K G85E E60X
DI1152H F508del G551D 1507del N1303K F508C
E60X G542X G85E L1065P R1162X F508del
F508del G551D 1507del L1077P R117H G542X
G542X G85E N1303K N1303K R334W G551D
G551D 1148T R1162X R1066C R347H G85E
G85E 1507del R117H R1162X R347P 1148T
1507del N1303K R334W R117C R553X 1506V
L206W Q552X R347H R117H R560T 1507del
MI1101K R1162X R347P R334W S549N 1507V
NI1303K R347H R553X R347H S549R NI1303K
P67L R334W R560T R347P V520F R1162X
Q890X R347P W1282X R553X W1282X R117H
R1066C R553X Y1092X R560T IVS8-5T/7T/9T R334W
R1158X R560T Y122X T3381 R347P
R1162X S1251IN IVS8-5T/7T/9T W1282X R553X
R117C W1282X, Y1092X(C>A) R560T
R117H IVS8-5T/7T/9T IVS8-5T/7T/9T S1251N
R334W S549N
R347H W1282X
R347P Y1092X
R553X Y122X
R560T IVS8-5T/7T/9T
S1251N
S549N
S549R(T>G)
V520F
W1282X
W846X
Y1092X(C>A)
Y122X
IVS8-5T/7T/9T

Pozn.: Nazvy uvedenych mutaci vychézi z tradiéni nomenklatury (legacy name).
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Piiloha ¢. 3: Seznam mutaci vysetfovanych v CF Centru metodou RFLP

Vy3etFovana i . Anelatnf Velikost Restrikeni | V¥sledek restrikéniho Stépeni (bp):
e Nézev primeru: teplota PCR v WIWT | wimMuT MUT/MUT
(TA): fragmentu:
1. 1717+1G > A 1717mis / 11i5 55 137 bp Avall 137 bp 171-137 171
2 2143delT 1204 / 655 52 203 bp Dde I 203 bp 203-181 181
3. 2789+5G > A 14bi3 / 14bi5 52 305 bp Ssp 1 305 bp 265-217 217
4. 3849+10kbC > T intr.19i5 / intr.19i3 55 435 bp Hph I 435 bp 350-222-128-85 222-128-80
5. 4374+1G>T 23i3/23i5 55 400 bp Hph I 400 bp 400-262-138 400
6. 621+1G>T 621mis / 4i5 55 438 bp Mse I 438 bp 299-245-54 245-54
7. D1152H 1813/ 18i5 55 451 bp AfITIT 451 bp 451-247-204 247-204
8. G542X G542Xmis / 11i3 52 295 bp Mval 295 bp 194-171-101 194-101
9. G551D 11i3/11i5 55 425 bp Hinc II 425 bp 425-239-186 425
10. | G85E 3i3/3i5 55 309 bp Hinf1 309 bp 277-172-105 277
11. | I336K 7i3 / 7i5 56 410 bp SSp1 410 bp 410-235-185 410
12. | 13.11 J3.11-F/J3.11-R 61 186 bp Msp I 186 bp 186-136 136
13. | KMI19 KM19-1/KM19-2 55 206 bp Pst1 206 bp 206-15 150
14. | M470V 10i3 / 10i5 56 491 bp Hph I 491 bp 491-312-179 312-179
15. | MetH Meth-F / Meth-R 58 414 bp Msp I 414 bp 414-220-194 220-194
16. | NI1303K N1303Kmis / 21i5 52 290 bp Mva I 290 bp 290-266-24 290
17. | R1162X 19i3 /19i5 57 454 bp Ddel 454 bp 197-275-143-132 179-143-132
18. | R117H R117Hmis / 4i3 56 248 bp Hha I 248 bp 248-226 248
19. | R334W 7i3 / 7i5 56 410 bp Msp I 410 bp 410-228-192 410
20. | R347P 7i3 / 7i5 56 410 bp Hha I 410 bp 410-259-151 410
21. | R560T 11i3.5/11i5.5 55 425 bp Hph I 425 bp 215-210 425
22. | R553X 11i3 / 11i6 55 425 bp Mbo I 425 bp 425-239-186 425
23. | S945L 15b-F / 15b-R 55 200 bp Taq 200 bp 200-120-80 200
24. | WI1282X 20i3 / 20i5 57 473 bp Mnl I 473 bp 301-178-172-123 301-172
25. | XV2C XV2C-F/XV2C-R 55 291 bp Taq I 291 bp 291-159-132 159-132
26. | Y122X 4i3 / 4i5 55 438 bp Mse I 438 bp 299-181-118 181-118

Pozn.: Nazvy uvedenych mutaci vychazi z tradi¢ni nomenklatury (legacy name).



