CVICENI Z GENETIKY CLOVEKA (KBB/GCCSB)

JEDNA VELIKOST NESEDIi VSEM

I. UvoD

Riziko vzniku trombdéz (krevnich srazenin / koagula uvnitf cévy) se zvySuje po prodélanych
operacich, nedostatkem pohybu, téhotenstvim, koufenim &i obesitou. Nejcastéji svétové podavanym
oralnim anti-koagulantem je l1ék warfarin. Ten ma mnoho vyhodnych (napf. vysokou uc€innost, nizké
naklady na lécbu, malé kolisani efektu pfi vynechani davky) ale i nevyhodnych vilastnosti (napf.
relativné nizky terapeutickym index, vysoka interindividualni variabilita, riziko Iékovych a potravinovych
interakci, navozeni prokoagulaéniho stavu na pocatku lé€by). Komplikace plynouci z nevhodného
davkovani patfi mezi nejCastéjSi pfiCiny nezadoucich reakci. Davkovani warfarinu se odvozuje obvykle
dle protombinového ¢asu (Quicklv test), pfipadné od populaéniho priméru (cca 4-5 mg/den).
Vzhledem kvySe uvedenému jsou tak pacienti vystaveni riziku nadmérné nebo nedostatecné

antikoagulaéni 1éEby vedouci bud ke krvaceni Ci krevni srazeninam.

Trombus vznika v procesu hemostazy (zastavy krvaceni). Na jeji spravné regulaci se podileji
koagulac¢ni faktory, z nichz nékteré ve své struktufe obsahuji gama-karboxyglutamovou kyselinu (GLA),
jejiz pfitomnost je esencialni pro spravnou funkci koagulaéniho systému. Vznik GLA je podminén
prfeménou redukované formy vitaminu K (hydrochinonu) na oxidovanou (epoxid) formu (Obr.1). Zpétnou
redukci na hydrochinonovou strukturu v téle katalyzuje enzymaticky komplex, jehoz klicovou
podjednotku kéduje gen VKORCL1. Tato enzymaticky aktivni podjednotka je rychlost uréujicim krokem

v recyklaci vitaminu K.

Zaroven je VKORC1 terapeutickym (farmakodynamickym) cilem warfarinu, ktery je podavan jako
racemickd smés, kdy S-warfarin je potentnéjSi nez R-warfarin. Na genetické drovni byl popsan
vyznamny jednonukleotidovy polymorfismus (SNP) oznafovany jako VKORC1 (c.-1639G>A), ktery
snizuje expresi tohoto genu, coz vede k nizSi aktivité enzymu a pfeménénému mnozstvi vitaminu K.
Nasledkem tohoto SNPu se snizi mnozstvi funk&nich/aktivnich srazecich faktorl a u pacientl se muize
vyskytnout tézké krvaceni a modfiny. Oproti homozygotnim jedincim s béznymi (Wild-Type) alelami
(WT/WT), pacienti sjednou & dvéma MUTantnimi alelami (WT/MUT nebo MUT/MUT) vyzaduji
signifikantné niz8i davky warfarinu. Pfitomnost MUTatniho fenotypu se liSi dle rasy, kde u asijské

populace je 90-95%, 37% u béloZzské a 14% u africké.

Do spravné terapie warfarinem navic zasahuje i skute€nost, Ze u€inny enantiomer S-warfarin je
primarné metabolizovan Cytochromem P450 (CYP2C9) (Obr.1), ktery tak ovliviiuje hladinu warfarinu
v plasmé a zasahuje do jeho farmakokinetickych vlastnosti. CYP2C9 ma pfes 60 alelickych variant, kde
homozygoti s referenéni alelou CYP2C9*1 (WT) jsou povazovani za ty, co maji ,normaini
metabolizujici“ fenotyp. Dvé nejCastéjSi alely snizujici funkci se oznaduji jako CYP2C9*2 (c.430C>T,;
p.Argl44Cys) a CYP2C9*3 (c.1075A>C; p.lle359Leu). Dle in vitro a in vivo studii vedou alely
CYP2C9*2 a *3 k poklesu metabolismu S-warfarinu o 30-40%, respektive o 80-90%. Ve srovnani
s homozygoty pro CYP2C9*1, jedinci, co zdédi 1 nebo 2 kopie CYP2C9*2 nebo *3 maji vyssi riziko
krvaceni béhem terapie warfarinem a vyzaduji nizS§i davky za ucelem dosazeni pfiznivého

antikoagulaéniho ucinku.



Obr. 1: Schéma piisobeni warfarinu
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Jeden ze zpusobl, jak urcit genotyp jedince je pomoci PCR techniky alelické diskriminace (Obr.
2). Ta je zalozena na principu diskriminace (odliSeni) mezi genotypy, mutacemi &i polymorfismy
srovnanim rozdilnych fluorescencénich signall ziskanych pouzitim alelové specifickych sond. Jedna se
spiSe o kvalitativni nez kvantitativni metodu, kdy se vstupni data pro analyzu berou na konci PCR

(nékdy téz oznacovano jako ,endpoint genotyping®).

Obr. 2: Princip alelické diskriminace
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Nasledujici uloha v sobé& spojuje zdkladni ukon molekularni genetiky — izolaci DNA s jeji
pokrocilejsi analyzou, ktera mize pomoci vyfeSit moznou farmakokinetickou/dynamickou interakci pro
konkrétniho jedince. Studenti by si takto méli snaze uvédomit spoleCensky vyznam molekularné-
biologickych metod a porozumét zakladnimu konceptu personalizované (tzn. geneticky podminéné)

mediciny.

UKOL aneb Jedna velikost nesedi véem

Pravé jste prodélal(a) operaci. Aby se zabranilo vzniku pfiliSnych trombéz vznikajicich jako
nasledek pooperacnich stavd, lIékaf se Vam rozhodl predepsat Iék prvni volby, warfarin. Nicméné, aby
byl schopen Vam napsat vhodnou davku musi znat Vas genotyp pro CYP2C9, tak VKORC1. Va8im
ukolem je stanovit genotypy pro CYP2C9 a VKORC1 a poradit lékafi, zda ma nechat standardné

doporucenou davku nebo Vam ji ma snizit.

Na zakladé metody alelické diskriminace pomoci PCR urcete genotypy a navrhnéte, jakou

davku Iéku by Vam mél lékar predepsat.

II. PROVEDENI

JE NEZBYTNE PRACOVAT V RUKAVICICH A DBAT NA CISTOTU PRACE, ABY SE ZAMEZILO
KONTAMINACI VZORKU!I! VSECHEN SPOTREBNI MATERIAL (SPICKY, ZKUMAVKY) MUSI BYT
STERILNi A CERTIFIKOVANY PRO PRACI S DNA.

1. Specialni material a pouzité roztoky:

1x PBS (fosfatovy pufr, pH 7,4; autoklavovano)

Proteinasa K (AppliedBiosystems, kat.€.: 4333793, 20mg/mL)

GoTagq pufer, 5x (Promega, kat.¢.: M792A)

Testovaci souprava ,gb PHARM Warfarin® (Generi Biotech, kat.€.: 3250-025) obsahujici nasledujici
komponenty:

a) eseje pro CYP2C9*2, CYP2C9*3, VKORC1 = smés amplifikacnich primerQ, fluorescenéné
znacenych sond specifickych k WT alele (znatené FAM — 6-carboxyfluorescein) a MUTované alele
(znagené HEX — hexachlorofluorescein), pufru, nukleotidd a polymerazy = oznaéené ZELENYM vickem
b) standardy WT, MUT a HET pro CYP2C9*2 (Zluté, ervené a fialové vicko s OR&NzOVOU teckou)

c¢) standardy WT, MUT a HET pro CYP2C9*3 (zluté, Cervené a fialové vicko s bilou teckou)

d) standardy WT, MUT a HET pro VKORCL1 (Zluté, ¢ervené a fialové vicko s riiZovou teckou)

e) deionizovana voda, NTC



2. Extrakce DNA z bunék bukalni sliznice

1) Provedeme dkladny stér bukalni sliznice odbérovym kitem.
2) Odbérovy tampdn zalomime ve sterilni 1.5 ml zkumavce.
3) Ke vzorku pfidame 400 ul 1x PBS a vortexujeme 30 sec.
4) Sterilni pinzetou odstranime ze zkumavky odbérovy tampén a vzorek to¢ime 10 minut pfi 500g ve
vychlazené (4°C) centrifuze.
5) Pfipravime si MIX o nasledujicim slozeni:
- 12 uL 5xGoTaq pufru
- 10 uL Proteinasy K
- 38 uL ddH20
6) Opatrné odsajeme supernatant a pelet bunék resuspendujeme v 50 ul MIXu (viz bod 5):
7) Inkubujeme 15min pfi 65°C.
8) Vzorek povafime 10 min pfi 95 °C (pootevfrit vriek)
9) Ochladime na ledu
10) Vzorek sto¢ime pfi 15 000 rpm. (nebo pfi max. otackach), 5 min, RT.
11) Odebereme 40uL do nové zkumavky a jdeme zméifit koncentraci DNA na spektrofotometr

(nanoDrop) vuci vodé a hodnoty samotného MIXu a vzorku s DNA zapi$Seme do tabulky 1.

Tabulka 1: Vzorek c(ng/uL) A260/A280

MIX

Vzorek s DNA




1)

2)

3. Polymerazova retézova reakce:

Pomoci soupravy ,gb PHARmM Warfarin“ urete pfitomnost polymorfismia (Tabulka 2) v genech
CYP2C9 a VKORC1 za pouziti fluorescenéné znacenych sond.

Tabulka 2: Alela ID SNP WT varianta | MUT varianta
CYP2C9*2 rs1799853 C T
CYP2C9*3 rs1057910 A C
VKORC1 (1639A) rs9923231 G A

Reagencie nechte rozmrznout pfi pokojové teploté, poté je dikladné promichejte a kratce stocte.
Detekéni esej (pro CYP2C9*2, CYP2C9*3 a VKORC1 — se ZELENYM vr$kem) rozpipetujte po 16ul
do jamek 96-ti jamkové desticky umisténé na ledu (Obr.3).

Obr. 3: Schema pipetovani do PCR desti¢ky
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K eseji pfidejte 4 uL Vasi DNA o vstupni koncentraci 1-100 ng/uL. Dale pfidejte do dalSich jamek po
4 yL od standardd WT, MUT a WT/MUT = HETerozygot.

Desti¢ku ¢i vzorky stocte 3 min/1500rpm v centrifuze Eppendorf 5810R.

Desticku  vlozte do LightCycleru 480 1l (Roche Diagnostics) a zvolte templat
CYP2C9+VKORC1_template, ve kterém je pfednastaven detekéni format ,Dual Color Hydrolysis

Probe / UPL Probe“ s nasledujicim teplotnim profilem:

Tabulka 4:
Pocatecéni denaturacce 95°C 3 min
Denaturace 95°C 10s 50
Annealing + elongace | 60°C 20s cykld
(+snimani fluorescence)

Zvolte Subset Editor, ve kterém definujte sledovany polymorfismus (napf. CYP2C9*2) a oznacte
testované vzorky. Nasledné spustte PCR run.



4. Vyhodnoceni:

V médu Analysis — Quantification - zobrazte reakci kontrol s pfisluSnou detekéni eseji (pro kazdy
subset zvlast). Validita se hodnoti pro kazdou mutaci zvlast. Analyza je povazovana za validni,

pokud doslo k nasledujici amplifikaci:

Tabulka 5:
Kanal FAM/SYBR

+ -

Kanal HEX/JOE/VIC

Standard WT
Standard MUT

+

+
Standard HET (WT+MUT) +

Deionizovana voda

Ulozime data ve formatu souboru txt, ktery nasledné podrobime analyze.

5. Zavér:

Pomoci metody alelické diskriminace, nékdy téz oznaCované jako endpoint genotyping urcete Vas
genotyp na zakladé porovnani s dostupnymi standardy alelickych variant pro CYP2C9 a VKORC1.
Vypracujte protokol obsahujici postup a dle tabulky 6 doporuéte Vasemu lékafi davkovani pro Vasi
osobu. Paralelné spocitejte dle nize uvedeného vzorce hodnotu pocateCni davky s pfihlédnutim

k Vasim télesnym proporcim. Hodnoty porovnejte.

Tabulka 6:
VKORC1 CYP2C9
-1169G>A | *1/*1 | *1/*2 *1/*3 *2/*2 *2/*3 *3/*3
WT GG 5-7mg |5-7mg |3-4mg 3-4mg 3-4 mg 0.5-2mg
WT/MUT | AG 5-7mg [3-4mg |3-4mg 3-4mg 0.5-2mg |0.5-2mg
MUT/MUT | AA 3-4mg [3-4mg |0.5-2mg |0.5-2mg |0.5-2mg |0.5-2mg
Vytvofeno dle udajl o pFipravku Coumadin (Briston Myers Squibb),

http://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/Label/2010/009218s108Ibl.pdf, pfistup dne 4.6.2021

Vzorec (ref 2): Denni davka warfarinu (mg) = ((2,049-(0,016*[vék, roky]) + (0,007*[vySka, cm]) +
(0,004*[vaha, kg]) — (0,227*[CYP2C9*2, pocet alel 0-2]) - (0,296*[CYP2C9*3, pocet alel 0-2]) —
(0,34*[VKORC1, A/A=0, A/B=1, B/B=2]))?
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