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Analyza polymorfismu G2964A genu STAT6 pomoci sekvenovani

Abstrakt

Tato bakalaiska prace se zabyva polymorfismem G2964A genu STAT6, ktery byl
vySetfovan metodou sekvenovani, a vlivem tohoto polymorfismu na vyskyt atopickych

onemocnéni, hlavné alergii na ofechy.

Gen STATS je lokalizovan u ¢lovéka na chromozomu 12 v lokusu 12913.3 a obsahuje 23
exont. STAT6 byl diive spojen s celkovou koncentraci IgE v séru a atopii v riznych

populacich. Jednim z nejbéznéjsich polymorfismi toho genu je SNP polymorfismus
G2964A, ktery se nachazi v 3'-netranslatované oblasti (rs324015).

V teoretické Casti je uvedena zakladni informace o sekvenovani DNA, alergologickych

pojmech (v¢etné potravinovych alergii), a také informace o vySetfovaném genu STAT6.

Prakticka Cast je zaméfena na detekci polymorfismu rs324015 ve vySetfovaném souboru
20 lidi kavkazské populace. Nasledné byly detekovany tii riizné genotypy: heterozygotni
varianta G/A se vyskytovala u 17 osob a homozygotni varianty G/G byly nalezeny u 2
lidi a A/A u 1 ¢lovéka. Vzhledem k vySetfeni pomérné malého souboru byly v ramci
diskuse pouzity vysledky bakalaiské prace z minulych let studentky Markéty
Vadlejchové. Spojenim statistickych dat byly dosazené nové tdaje. Frekvence vyskytu
alely G byla jenom o trochu vyssi u osob, které trpi alergii na ofechy. B€hem analyzy
dosazenych vysledki nebyla prokézana uréitd korelace mezi vyskytem jednotlivych

alel/genotypii a vyskytem alergii na ofechy a jinych atopickych onemocnéni.
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Analysis of the G2964A polymorphism of the STATG6 gene by
sequencing

Abstract

This bachelor's thesis deals with the polymorphism of the STAT6 gene, which was
investigated by the sequencing method and the impact of this polymorphism on the

occurrence of atopic diseases, mainly nut allergies.

The STAT6 gene is located on chromosome 12 in humans at locus 12q13.3 and contains
23 exons. STAT6 was previously associated with total serum IgE levels and atopy in
various populations. One of the most common polymorphisms in that gene is the SNP
polymorphism G2964 A, which is in the 3"-untranslated region (rs324015).

The theoretical part contains basic information about DNA sequencing, terms from
allergology (including food allergies) and information about the investigated STAT6

gene.

The practical part is focused on the detection of the rs324015 polymorphism in the
examined group from 20 people of the Caucasian population. Subsequently, three
different genotypes were detected: heterozygous G/A variants were found in 17 subjects
and homozygous G/G variants were found in 2 subjects and A/A in 1 subject. Due to the
analysis of a relatively small group, the results of the bachelor's thesis from past years of
the student Markeéta Vadlejchova were used in the discussion. By combining statistical
data, new results were achieved. The frequency of the G allele was only slightly higher
in people with a nut allergy. During the analysis of the results obtained, no correlation
was found between the occurrence of individual alleles/genotypes and the occurrence of

nut allergies and other atopic diseases.
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1 Uvod

V soucasné dobé mnoho lidi postihuji rizné typy alergii, coz je reakce imunitniho
systému na zevni noxy — alergeny. Alergenem miize byt jakakoliv latka schopna vyvolat

alergickou odpovéd’ (Hotejsi, 2017).

Jednou z necastych alergii je alergie potravinova. Potravinovou alergii trpi po celém svété
az 5% populace. K nej¢astéjSim symptomim patii kozni reakce (kopiivkovy pupen),
edém jazyka a orofaryngu, dusnost, astma, zvraceni, prijmy, bolesti bficha a kiece

(Krejsek, 2004).

Vyskyt alergii ovliviiuji faktory prostiedi, ale i genetické faktory. Rtizné skupiny genu
mohou byt spojeny s riznou expresi IgE, intenzitou zanétlivé odpoveédi nebo klinickym
projevem. Bylo popsano zhruba 18 oblasti genomu, kde se pravdépodobné nachazeji
geny, jejichz produkty jsou soucdsti abnormalni atopické reaktivity, napiiklad na
chromozomech 2q, 5q, 6p, 12q, 13g a 20p. Patii sem geny pro mediatory, chemokiny,
prozanétlivy cytokiny a transkripéni faktory (Spi¢ak, 2004; Krejsek, 2004).

Diilezitou roli v alergické odpovédi hraje gen STATG, ktery je polymorfni a ziejmé souvisi
s rizikem vzniku alergie na ofechy. Proteiny rodiny STAT maji dudlni roli pfenasecu
signalu a transkrip¢nich faktort. Tim, ze ovliviiuji diferenciaci, proliferaci, migraci a
apoptozu bunék se podileji na udrzeni humordlni a imunitni homeostazy i na

embryonalnim vyvoji (Takeda, 1996).



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Genetickéa informace

Geneticka informace se zapisuje v organismu ve form¢ sekvence nukleotidu a obecné se
chape jako informace, ktera je primarné obsazena v nukleotidové sekvenci (Rosypal,
2003).

2.1.1 DNA

DNA je zkratkou pro deoxyribonukleovou kyselinu. Popséani struktury DNA Watsonem
a Crickem v 1953 bylo velkym prilomem ve studii nukleovych kyselin (Snustad, 2017).

Informace kodovana ve struktuie DNA je dana pofadim nukleotidu v fetdzci. Retézec
nukleotidt se sklada z cukr-fosfatové patete, k niz jsou piipojené baze, jedna baze ke
kazdému cukru v patefi. Kazda baze — A (adenin), C (cytosin), G (guanin) a T (thyamin)
— Je pouzivana k zapsani biologické informace do struktury DNA. Organismy se
navzajem lisi sekvenci nukleotidu, a tim i biologickou informaci (Rosypal, 2003; Snustad,
2017).

2.1.2 Gen a geneticky kod

Geny jsou zakladni informaéni jednotkou dédi¢nosti. Kazdy gen podminuje vytvoieni
urcitého konkrétniho znaku nebo se spolu s jinymi geny Gcastni pii jeho tvorbé (Kocarek,

2004).

Geneticky kod je systém pravidel, podle kterych jednotlivé kodony urcuji zaraZeni
standardnich aminokyselin do polypeptidu. Pteklad na ribozomu se déje podle uréitého
kddu, v némz kazda aminokyselina v polypeptidovém fetézci je vyjadiena ¢i kodovana

trojici nukleotidu oznacovanou jako triplet (Rosypal, 2003).

Z&kladni jednotkou genetického koédu je kodon, tj. poradi tfi nukleotidu kodujici
V polypeptidu urcitou aminokyselinu nebo signalizujici zacatek, pfipadné konec jeho

syntézy na ribozomu (Rosypal, 2003).



2.1.3 Genom

Kompletni genetick&a informace organismu se nazyvd genom. Tento termin je taky
pouzivan pro DNA, ktera tuto informaci obsahuje. Genom eukaryotickych organismu je
tvofen dvéma slozkami: jadernym genomem (souborem genu v bunécném jadie) a
mimojadernym genomem (souborem genu Vv mitochondriich nebo chloroplastech)
(Rosypal, 2003).

Typicka lidska buiika obsahuje DNA o délce ptiblizné jeden metr (3 x 10 ° nukleotidi),
kompletni nukleotidova sekvence lidského genomu by zabrala vice nez 1000 knih o stejné

velikosti (Rosypal, 2003).

Béhem déleni musi buiika zkopirovat cely sviij genom, aby obé dcetiné bunky nesly
stejnou informaci. K tomu dochazi béhem procesu, ktery je oznacen jako replikace. Pfi
replikaci se geneticka informace ptenasi z jedné molekuly do jiné molekuly stejneho
typu. Replikace DNA dava vznik dvéma novym dvousroubovicim, které pochazeji
z matetského helixu. Tvorba kopii molekul by méla probihat semikonzervativnim
zpusobem — dcefiné molekuly DNA si zachovaji stejnou informace jako matefska

molekula DNA (Rosypal, 2003; Alberts, 2005).

Kazdy gen ma vice konkrétnich forem neboli alel. Soubor vSech alel daného jedince
oznacujeme jako genotyp. Pojem genotyp nelze sméSovat s genomem, protoze genotypy
jedinct stejného druhu mohou byt rozdilné, zatimco genom je jejich spole¢nym znakem.
Genom je soubor genetického materialu podbunechych forem, bunky, jedince nebo druhu
(Bednat, 2005).

Vnéj$im projevem genotypu je fenotyp. Jde o soubor vSech znaku organismu, které 1ze
zpravidla zjistit pfimym pozorovanym jedince. Fenotyp tvoti konkrétni formy znaku, jako

napiiklad barva oci, vyska, forma vlasu atd. (Koc¢arek, 2004).

2.1.4 Polymorfismus genu

Pod pojmem geneticky polymorfismus rozumime existence velkého poctu alel na

ptislusném lokusu v populaci (Necas, 2000).
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Genové polymorfismy se mohou vyskytovat v jakékoli oblasti genomu. Existuji
polymorfni geny, které maji jen dvé az tfi formy alel. Zatimco mohou existovat i geny
s n¢kolika destitkami piipadné i stovkami alel, jsou to geny pro globinové fetézce, geny
hlavniho histokompatibilniho komplexu (HLA), geny imunologlobulinti, geny zasobnich

proteini rostlin a nékteré krevné skupinové geny (Kuciel, 2004).

U eukaryot je polymorfni asi kazdy 500. nukleotid v kodujicich sekvencich DNA a kazdy
50. v nekodujicich sekvencich DNA. Mitochondrialni DNA je pfiblizn¢ 5-10 x Castéji
polymorfni nez jaderna DNA (Bednat, 2004).

Rozlisujeme dva zakladni typu genetického polymorfismu. V ptipadé bodového
polymorfismu jde o variaci v jedinem nukleotidu (obr.1). Pfi¢nou bodového
polymorfismu je bodové mutace, vétSinou substituce nebo delece n¢kolika bazi. Druhym
typem polymorfismu DNA je polymorfismus repetitivnich sekvenci, kde se v genomoveé
DNA vyskytuji v mnoha kopii. Podle délky sekvenci zahrnuje tfi druhy: mikrosatelity
(repetitivni motiv tvofen 2 az 6 bazemi, pfi¢inou vzniku je nejcastéji nehomolicky
crossing-over) minisatelity (jsou tvofeny sekvenénimi 10-60 paru bazi, DNA je
uspofadana v forme tandemové repetice) a maxisatelity (repetitivni DNA ma délku nad 5
x 10 ° pard bazi) (Bednat, 2004).

Polymorfismus délky restrik¢nich fragmentt a jednonukleotidové polymorfismy mohou

byt vyuzivany k identifikaci gend, které ovliviiuji komplexni znaky (Snustad, 2017).

Polymorfismy lze v laboratoii identifikovat pomoci riznych metod. Nejvyznamnéjsi
technikou pouzivané v diagnostice polymorfismid je metoda polymorfismu délky
restrikénich fragment (PCR-RFLP). Restrikéni analyza vyuziva ke stépeni DNA enzym
bakterialni endonukledzy a restrikéni fragmenty jsou poté oddéleny gelovou

elektroforézou podle jejich velikosti (Saiki, 1985).

Polymorfismus genu leZi v podstaté molekularné biologické metody DN A-fingerprinting,
ktera se vyuziva predevsim ve forenzni genetice. Umoziuje vyStépit polymortni useky
pomoci endonukledz a pak jejich analyzovat s vyuzitim elektroforézy. Je mozny snadno
urcit totoZnost zavrazdéné obéti z kosternich pozlistatki, identifikovat piivodce zlo¢inu

z ¢asti tkané a také zjistit otce ditéte pii paternitnich sporech (Kocarek, 2004).
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Obrézek 1: Jednonukleotidovy polymorfismus. Horni molekula DNA u jedinct se od
spodni molekuly DNA 1i8i v jedné nukleotidové pozici

Zdroj: Alberts, 2014

2.2 Sekvenovani DNA

Pod pojmem sekvenovani DNA rozumime jednu z metod molekularni biologie, ktera
umoziuje urCit sekvence nukleotidu v jednom fetézci DNA. Sekvenovani probiha
prostrednictvim syntézy nového komplementarniho vlakna ptidavanim nukleotidd ve

sméru 5' > 3' podle jednovlaknové DNA (templatu) enzymem DNA-polymerazou.

2.2.1 Historie analyzu genomu

Na konci 70. let uz byly vyvinuty metody, které umoziiovaly jednoduse a rychle ur¢it
nukleotidovou sekvenci jakychkoli fragmentti DNA. PIné ur¢eni dlouhych fetézci DNA
uz bylo mozné. Nicméné, objem informaci o sekvenci DNA je nyni tak velky (obsahuje
desitky miliard nukleotidi), Ze k jeji analyze je tieba pouzit vykonné piistroje (Kiemen,

1998).

Pti sekvenovani DNA se zpocatku pouZzivaly techniky, které byly zavedeny pro urceni
pofadi nukleotid v RNA. DNA se na zacatku transkribovala pomoci RNA-polymerazy

a pak se sekvenovala (Kfemen, 1998).

Prvnim kompletnim genomem DNA, ktery byl osekvenovan v roce 1977, byl genom
bakteriofaga ¢X174 obsahujici ssSDNA o velikosti 5,386 bp (Sanger, 1977).
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V roce 1984 britské védci z Medical Research Council desifrovali kompletni sekvenci
DNA Epstein-Barrové viru a zjistili, Ze obsahuje 172 282 nukleotidi. Dokonceni
sekvence znamenalo vyznamny zlom v sekvenovani DNA, protoze vysledek byl dosazen

bez ptedchozich znalosti genetického profilu viru (Amon, 2004).

Haemophilus influenzae byl prvnim volné zijicim organismem, u kterého byl
osekvenovan cely genom v roce 1995 Hamiltonem Smithem, ktery je lauredtem Nobelove
ceny za objev restrik¢éni endonukleazy v 1978. Genom kmene Rd KW20 se sklada z 1
830 138 part bazi DNA v jediném kruhovém chromozomu, ktery obsahuje 1604 gent
kédujicich proteiny, 117 pseudogend, 57 genti tRNA a 23 dalSich geni RNA. Tyto
vysledky ziskal pomoci metody shotgun, ktera je uréena pro sekvenovani dlouhych usekt

DNA (vice nez 1000 par bazi) (Fleischmann, 1995).

Laboratot amerického biologa Leroy Hooda Kalifornského technologického institutu v
roce 1986 piedstavil prvni poloautomaticky stroj pro sekvenovani DNA. Ptistroj vyuzival
princip sekvenace syntézou, kde oligonukleotidovy primer byl fluorescentné znacen
(Smith, 1986).

Prvni plné automatizovany sekvencni pristroj ABI 370 od spole¢nosti Applied
Biosystems a Dupont's Genesis 2000 byl prezentovan v roce 1987. Piistroj byl zalozen
na principu fluorescen¢niho  znafeni umoznujici identifikaci  vSech  Ctyf

dideoxynukleotidt (Prober, 1987).

Sekvence genomu kvasinky Saccharomyces cerevisiae byla zjisténa v roce 1996. To byl
prvni eukaryoticky genom, ktery byl Gplné osekvenovan. Genom Saccharomyces
cerevisiae se sklada z piiblizn¢ 12156677 para bazi a 6275 gend, uspotadanych na 16

chromozomech (Goffeau, 1996).

Ke zjisténi sekvence lidského genomu v roce 2001 byla pouzita metoda shotgun. Uplné

sekvenovani lidského genomu bylo dokonceno uz v roce 2003 (Jones, 2018).

Po vyvoji metod sekvenovani zalozenych na fluorescenci s DNA sekvencerem se stalo

sekvenovani DNA jednodussim a fadové rychlej$imi.
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2.2.2 Klasické metody sekvenovani

Ke klasickym metodam sekvenovani patii dvé zakladni metody: Sangerovo sekvenovani

a Maxamovo-Gilbertovo sekvenovani.

2.2.2.1 Sangerova metoda

Enzymaticka metoda, téZ ozna¢ovana metodou dideoxy a plus a minus metoda, byla
poprvé navrzena Frederickem Sangerem a ho kolegy v roce 1977, avsak se stala a se stala

viceméné jedinou béZné€ pouZivanou metodou sekvenovani na mnoho let (Kolisko, 2017).

Sangerovd metoda je zalozena na procesu replikace DNA in vitro provadéné za

piitomnosti dTTP (dideoxyribonukleosidovych trifosfati) (Sanger, 1975).

Kwvuli tomu, Ze sekvenovani Sangerovou metodou je biochemickou reakci, ma stejné
omezeni jako jiné biochemické reakce. Nesmi probihat dokoncéena, také i gel, ve kterém
se tiidi podle velikosti produkty reakce, nemiize mit nekone¢nou délku (Ustav biologie

LF UP, 2020).

Tradi¢nim zplGsobem se sekvenovani provadi mimo bunky ve ¢tyfech oddélenych
zkumavkach obsahujicich vlastni typ ddNTP — v kazdé dochazi k terminaci reakce v
pozici jiného typu nukleotidu. Na zacatku k jednoifetézcové DNA ptiseda 15-25 bp
dlouhy primer (znaceny radioaktivné), ktery je komplementarni k zacatku sekvenovaného
mista, od navazaného primeru probiha syntéza DNA za pfitomnosti ANTP (dATP, dCTP,
dGTP a dTTP) a jednoho z dideoxynukleotidii (ddATP, ddCTP, ddGTP nebo ddTTP).
ddNTP se nahodné zacleni do syntetizovaného fetézce misto ptislusného dNTP (napf.
misto dATP dosedne ddATP). Kvuli tomu, Ze ddNTP nemaji OH skupinu, takze nebude
moci vytvofit fosfodiesterovou vazbu, po jejich dodani do syntetizovaného fetézce se
syntéza zastavi. Pak po skonceni reakce jejich produkty museji byt rozdéleny v gelu
kapilarnou elektroforézou kde se detekuji, zaznamenavaji se fluorescen¢ni barviva a je

zjisténa délka nového fetézce pomoci sekvenogramu (Sanger, 1975).

V soucasné dobé je sekvenovani Upln¢ automatizované a se provadi ve specialnich
ptistrojich — sekvencérech. Reakce probihd v jedné zkumavce, kam se ptidava
fluorescencné znacené dideoxynukleotidy o rizné vinové délce a DNA polymeréza.

Reakéni smés se dal oddéli kapilarni elektroforézou v roztoku, fragmenty DNA se
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zaznamenaji fluorescencnim detektorem. Vysledky jsou analyzovany pocitatem a pak
jsou zobrazeny na sekvenogramu jako posloupnost barevnych pikt odpovidajicich
¢tyfem nukleotidim (obr.2) (Blackburn, 2015).
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Obrazek 2: Piiklad sekvence DNA dosaZenou automatickym sekvenovanim metodou
Sangera. Bylo nalezeno 455 nukleotidd genu lysU u bakterie E. coli

Zdroj: Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ

Sangerovo sekvenovani bylo povazovano za velmi vykonné, protoze umoznilo
sekvenovat ptiblizné 500-1000 parh bazi najednou ve srovnani s n€kolika bazemi pomoci

Maxam-Gilbertové metody (Blackburn, 2015).

Za vyvoj této vykonné techniky ziskal Sanger a jeho kolegové v roce 1980 Nobelovu
cenu v chemii (Nobel Media AB, 2020).

2.2.2.2 Maxam-Gilbortova metoda

Max-Gilbertova metoda je technikou DNA sekvenovani, ktera je zaloZena na principu
chemickych reakci Sté€picich terminalné znacené béaze s ndslednou elektroforézou

znacenych DNA fragmenti v polyakrylamidovém gelu (Maxam, 1977).
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Byla piedlozena vroce 1977, stejné jako Sangerova metoda. Maxam-Gilbertovo
sekvenovani rychle ziskalo popularitu po publikaci dva roky pozdéji nez ,plus a
minus‘“ metoda, protoZe purifikovand DNA mohla byt pouZita pfimo, zatimco Sangerova
metoda vyzadovala, aby kazdy zacatek ¢teni byl replikovan pro produkcei jednofetézcové
DNA (Saccone, 2005).

Tato metoda vyuziva prace s jednovlaknovou DNA, ktera na svém 5’ konci radioaktivné
znaCena fosforem-32. Chemické Sté€peni jednotlivych typd bazi se provadi ve ¢tyfech
zkumavkach, v kazdé zkumavce je provadéno s§tépeni jen uréitych typu bazi. Molekula
DNA se stepi v mistech, kde doslo k modifikaci bazi. U purint (adenin a guanin) dojde
k depurinace kyselinou mravenci, guaniny metilirovany dimethylsulfatem a pyrimidiny
se hydrolyzuji hydrazinem. Tim vznikne smés rizné dlouhych fragmentu, které konci v
misté urCité baze, ktera se pak da do polyakrylamidoveho gelu. Tam setadi se podle své
délky, nejdale doputuji ty nejkratsi sekvence. Nasledné se spusti elektroforéza, kde pak
ur¢ujeme rozdily v délce fragmentu, tj. jak daleko od zacatku fragmentu tato baze byla.
Pro vizualizaci fragmentt je gel vystaven rentgenovému filmu pro autoradiografii, ¢imz
se ziska tfada tmavych pasi, z nichz kazdy ukazuje umisténi identickych radioaktivné

zna¢enych molekul DNA (Maxam, 1977).

Metoda jiz neni pouzivana kvuli ptitomnosti nebezpe¢nych chemikalii a jeji technické
slozitosti. To zakazuje pouziti v malych laboratofich molekularni biologie, tudiz byla

nahrazena metodami sekvenovani nové generace (Saccone, 2005).

2.2.3 Metody nove generace

V soucasné dob¢ zajem o sekvenovani roste exponencialné s tim, ze velké mnozstvi DNA
musi byt analyzovano rychle, levné a ptesné. Diky novym sekvenénim technologiim NGS

je nyni mozné sekvenovat cely lidsky genom béhem nékolika hodin (Kulski, 2015).

Platformy NGS kombinuje techniky Sangerové metody pro paralelni zpracovani miliond
reakci, coz ma za nasledek velmi vysokou rychlost a dostupnou cenu. Projekty
sekvenovani genomu, ¢i realizace v minulosti trvala mnoho let, nyni Ize s NGS dokoncit

za n€kolik hodin, 1 kdyz s kratsi délkou Cteni a mensi presnosti (Kulski, 2015).

Metody noveé generace sekvenovani DNA zahrnuji téi obecné kroky (Voelkerding, 2009):
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e piiprava knihovny: knihovny jsou vytvafeny ndhodnou fragmentaci DNA,
nasledovanou ligaci pomoci linkerti

o amplifikace: knihovna je amplifikovana pomoci metod klonalni amplifikace a
PCR

e sekvenovani: DNA je sekvenovana pomoci jedné z nékolika raznych metod

2.2.3.1 Pyrosekvenovani

Pyrosekvenovani (téz oznaena metoda Roche 454) bylo prvni alternativou Sangerové
metody pro sekvenovani DNA de novo. Byla zahajena Rothbergem a kolegy v roce 2006.
Projekt ve farmaceutické firmé CuraGen byl oznacovan nazvem 454, piestoze ¢isla

nemaji zadny zvlastni vyznam (Pollak, 2003).

Je to technologie zaloZena na principu ,sequencing by synthesis‘ (sekvenovani podle
syntézy). Sekvenovani probihd v pfitomnosti polymerazovych enzymu: DNA

polymerazy, ATP sulfurylazy, luciferazy a apyrazy (Kulski, 2015).

Narozdil od pouziti dideoxynukleotidi k ukonceni amplifikace fetézce (jako v Sangerove
sekvenovani), pyrosekvenovani misto toho detekuje uvolnéni pyrofosfatu (Ppi), kdyz

jsou do fetézce DNA ptidany nukleotidy (Fakruddin, 2012).

Na zac¢atku je pouzivana technika emulzni PCR ke konstrukci polonin potiebnych pro
sekvenovani a odstrafiovani komplementarni vlakno. Dale sekvenaéni primer ssDNA
hybridizuje s koncem fetézce, tj. oblasti vazajici primer. Ctyii rizné NTP jsou postupnd
ptidany jeden po druhém, a kazdé piipojeni nukleotidu je provazeno uvolnénim PPi v
mnozstvi ekvimolarnim mnozstvi pfidaného nukleotidu. Kdyz je spravny dNTP
enzymaticky inkorporovan do fetézce, zpusobi to uvolnéni PPi. V pfitomnosti ATP
sulfuryldzy a adenosinu se pyrofosfat pfevadi na ATP. Tato molekula ATP se pouziva
pro konverzi luciferinu na oxyluciferin katalyzovanou luciferazou, kterd produkuje
svétlo, a ten svételny zablesk zaznamenan detektorem fotonti a zobrazen jako pik na
pyrogramu. V poslednim kroku doch&zi k degradaci nepfipojené ANTP a nespotiebované

ATP pomoci apyrazy. Proces se znovu opakuje a sekvence je odecitana z pyrogramu
(Fakruddin, 2012).
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Pyrosekvenovani ma potencidlni vyhody ptesnosti, flexibility, paralelniho zpracovani a
Ize jej snadno automatizovat. Hlavni nevyhodou této metody je pouziti finan¢né nakladné

chemie a jeji nizka rychlost (Kulski, 2015).

Roche 454 otevielo nové moznosti pro provadéni sekvenéni analyzy DNA. Ukazalo se,

7e tato metoda je vysoce vhodna pro analyzu SNPs (Barbazuk, 2007).

2.2.3.2 lllumina

Sekvenovani [llumina je v soucasné dob¢ nejpopularn€jsi technologii na trhu NGS a je
zodpovédnd za vice nez 90 % generovanych sekven¢nich dat na svété (Illumina Inc.,
2015).

[llumina se 1i$i od Roche 454 v tom, Ze je zaloZena na technologii sekvenovani syntézou
pomoci odnimatelnych fluorescenéné znacenych nukleotidii zakoncujicich fetézce, které

maji vy$$i vykon pii nizsich nakladech na reagencie (Kulski, 2015).

Spolecnost Illumina poskytuje Sest sekvencnich strojit na pramyslové urovni (NextSeq
500, HiSeq série 2500, 3000 a 4000 a HiSeq X serie pét a deset) o rizné vykonnosti (120—
1500 Gb). Je také moznym vyuzit kompaktni laboratorni sekvencer s ndzvem MiSeq. |
kdyz je maly, ma vykon 0,3 az 15 Gb a je vhodny pro in vitro molekularni diagnostiku
(Kulski, 2015).

Zakladni mechanismus Illuminy se sklada ze ¢tyi zakladnich kroku: ptiprava knihovny,
generovani klastru, vlastni sekvenovani a analyza dat. V pribéhu prvniho kroku DNA je
fragmentovana na kratké useky délkou kolem 200-500 bp ligaénimi a indexovymi
sekvencemi adaptéru. Pro generovani klastri je knihovna fragmentt ligovanych
adaptérem vlozena do pritokové cely (flow cell), kde jsou tyto fragmenty pfipojeny na
sklicko povrchové vazanych oligonukleotidu, které jsou k nim komplementarni. Kazdy
ptipojeny fragment adaptéru je poté amplifikovan pomoci PCR. Vysledkem toho jsou dva
fetézce, kazdy obsahuje jeden volny a jeden pevny konec. Déle nasleduji sekvenovani —
ptidavani primeru s DNA polymerazou a fluorescenéné znac¢enymi dNTP. Klastry jsou
excitovany laserem pro vysilani charakteristického svételného signalu specifického pro
kazdy nukleotid. Pro analyzu dat jsou sekvence ze vzorovych knihoven oddéleny na

zaklad¢ jedine¢nych indexti prezentovanych béhem piipravy knihovny (Quail, 2008).

18



Sekvenovanim pomoci platforem Illumina je mozné ziskat data velikosti 1 Tb denné s
vyzutim malého mnozstvi vzorku. Délka ¢teni na parovanych koncich je 300 bp na
platformé MiSeq (Morey, 2013).

Presnost platforem Illumina se uvadi jako 99,9 %. Metoda poskytuje moznost
mnohonasobného sekvenovani, soucasné lze analyzovat az 96 riznych vzorki naraz

(Morey, 2013).

2.2.3.3 SOLID

Metoda SOLID (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection) patti k nové
generaci vysoce u¢inného sekvenovani, dostupna na trhu od roku 2007 (Voelkerding,
2009).

Je enzymatickou metodou, ktera pouziva DNA ligazu Siroce vyuzivanou
v biotechnologiich kvali jeji schopnosti ligace — spojovani dvou fragmentd DNA

kovalentni vazbou (Ravishankar, 2017).

Emulzni PCR se pouziva ke klonalni amplifikaci oblasti vazajici primer ssSDNA (zndmé
jako adaptér), ktera byla konjugovana s cilovou sekvenci na kulickach. Tyto kuli¢ky poté
naneseny na sklenény povrch — Ize dosdhnout vysoké hustoty kulicek, coz zase zvySuje
vykonnost této techniky. Jakmile dojde k naneseni kulicek, za¢ne se sekvenovani
prostiednictvim ligace. Po prvniho cyklu se odstrani prodlouzeny produkt a templat je
resetovan s primerem komplementarnim k pozici N-1. Nasledné se pouzivaji kratsi
primery (N-2, N-3 atd.). Vyzafovana barva bude zachycena jako signal. Po celkem péti
cyklech je mozné precist vlastni sekvenci. Kazda baze je charakterizovana dvéma

barvami z riznych cyklu (obr.4) (Morey, 2013).

Hlavni vyhodou této metody je vysoka piesnost, a to je vyssi nez 99,95 % na prvnich 25
bp. Hlavni nevyhody jsou kratké délky ¢teni (50—75 bp), velmi dlouhd doba prubéhu, a
to je 7 az 14 dni. O metodé se také uvadi, ze ma urcité problémy se sekvenovanim

palindromickych sekvenci (Kulski, 2015).
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Obrézek 3: Prehled sekvenénich cykli. Zakladni barvy jsou oznaceny 0, 1, 2 a 3 (modra,
zelend, zIuta a cervend). Kazda baze je charakterizovana dvéma signaly s raznych cyklu

Zdroj: Casopis lékait ¢eskych, 2009

2.2.3.4 lonTorrent

lonTorrent je metodou polovodi¢ové sekvenovani zalozenou na elektrochemické detekci

vodikovych iontt, Které se uvoliuji béhem polymerace DNA (Kulski, 2015).

Byl to prvni pfistroj, ktery nepouzival pro detekci skenovanych bazi DNA svételny signal,
ale elektricky. Je rychly, kompaktni a ekonomicky, Ize ho pouzit v mnoha laboratoiich
jako stolni pfistroj (Kulski, 2015).

Na fragment DNA knihovny je nanesen dNTP, stejné jak u metody pyrosekvenovani.
dNTP je poté amplifikovan do nového fetézce, pokud je komplementarni k nukleotidu na
cilovém fetézci. Pokazdé, kdyz je tispésné pridan nukleotid, je uvolnén vodikovy iont a
detekovan ionogramem. Podle intenzity zmény pH lze poznat, kolik bazi bylo pfifazeno
— pH roztoku se méni s kazdou pridanou bazi o 0,02 jednotky (Mardis, 2013; Kolisko,
2017).

Polovodi¢ové sekvencery Ion Torrent produkuji primérnou délku piiblizné¢ 400
nukleotidi na c¢teni, coz je pomérné malo ve srovnani s metodami Sagnera a
pyrosekvenovani. Dalsi nevyhodou, coz ma také i platforma Roche 454, je problém se

¢tenim repetitivnich homopolymernich sekvenci (Kolisko, 2017).
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2.2.4 Metody 3.generace

V poslednich n¢€kolika letech se zacaly vyuzivat i metody sekvenovani tfeti generace. Na
rozdil od metod druhé generace neni DNA templat pied sekvenovanim namnoZen. Tim

dochazi ke ¢teni signalu z jediné pavodni molekuly (Kolisko, 2017).

2.24.1 SMRT

Technologie SMRT (Sekvenovéani jedné molekuly DNA v realném ¢ase) byla nabidnuta
firmou PacBio v roce 2009 (Ari, 2016).

SMRT metoda je zaloZzena na principu replikaci DNA. Postupné se piipojuji
komplementarni fluorescenéné zna¢ené dNTPS, které volné tecou v roztoku. Proces
probiha ve specialnich komirkach ¢ipt, jsou oznaéené ZMWs (zero-mode waveguides),
které umoziuji zachyceni fluorescen¢niho signalu po rozstépeni fluoroforu. Sekvenovani
se provadi za pouziti nemodifikovaneé polymerazy. Fluorescenéni znacka je oddélena od

nukleotidu po jeho zaélenéni do fetézce DNA (Mendel, 2020).

Ta metoda umoznuje sekvenovat velmi dlouhé fragmenty DNA (> 60 kbp) a zaroven
poskytuje udaje o metylaci sekvenované DNA. Vysetieni sekvence lidského genomu

véetné reagencii se pohybuje kolem $1000 (Hrabak, 2017).

2.2.4.2 Nanopore

Platforma Oxford Nanopore je velmi citlivdA analytickd technika, ktera vyuZziva

elektroforetickou translokaci molekul v roztoku ptes pory v nano méfitku (Kudr, 2014).

Principem technologii nanopoérii je prichod vldkna DNA miniaturnim pérem, kterym
prochazi elektricky proud. Pii prichodu dochazi ke kolisani proudu specifickym

zpusobem odpovidajicim prochazejicimu nukleotidu (Papousek, 2018).

Vstup, vystup a prichod jednotlivych molekul analytu nanopoérem zplsobuje pokles
poctu iontii prochéazejicich porem, tedy celkového proudu prochazejiciho aparaturou

oproti referenénimu proudu a je kontinuéln¢ detekovan jako soubor odporovych pulzt.
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Zmény prochazejiciho elektrického proudu pak naznacuji fyzikalné chemické vlastnosti

prochézejici molekuly: konformace, struktura a naboj (Kudr, 2014).

Sekvenatory Nanopore jsou levné a malé pristroje, coz usnadiiuje jejich potizeni do
laboratofi. Nicméné vyzaduje nejen specializované vybaveni a reagencie, ale také i

specifické softwarové nastroje a algoritmy (Mika, 2019).

2.2.4.3 Helicos

Platforma Helicos byla nejnovéjsi metodou pro analyzu jednotlivych molekul DNA na
zaklade fluorescen¢niho sekvenovani. Byla vyvinuta spole¢nosti Helicos Biosciences

(Kulski, 2016).

Na zacatku DNA je jednoduse stfihana, ptidava se k ni poly-A (poly-adeninovy) konec a
dale hybridizovana na povrch pritokové bunky obsahujici oligo-d nukleotid. Pfidani
fluorescencnich nukleotidi s koncovym nukleotidem zastavi cyklicky proces, dokud
nebude zachycen obraz jednoho nukleotidu pro kazdou sekvenci DNA. Pak se postup

opakuje do té doby, kdy fragmenty budou zcela sekvenovany (Kulski, 2016).

Ta metoda umoziuje uspésné sekvenovani lidského genomu pro klinické hodnoceni a

sekvenovani RNA za vzniku kvantitativnich transkriptoma tkani a bun¢k (Kulski, 2016).

Helicos vyzaduje mnohem méné materialu nez jiné technologie, pfiprava vzorku

nevyzaduje ligaci nebo amplifikaci PCR (Thompson, 2010).

2.2.5 Srovnani sekvenacnich metod
Kazda z vySe popsanych metod ma své vlastni vyhody a nevyhody.

Zatim neexistuje Zadna idealni metoda sekvenovani, kterd by uplné splnila vSechny lidské
poZadavky. Pfi vybéru metody by se méla laboratof spoléhat na takova kritéria, jako jsou
poZadovana délka sekvenovani, finan¢ni moZnosti pacienta a laboratofe a mozna cekaci

doba na vysledky.

Nize je uvedena tabulka, ktera popisuje hlavni charakteristiky metod NGS.
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Tabulka 1: Srovnani metod pro sekvenovani DNA

Sekvencer Mechanismus Délka Doba | Piesnost | Cenazalgb
sekvence | béhu (v dolarech)
(bp)
Sanger 20
enzymatické Stépeni 400-900 minut 99.9 % | $2 400 000
DNA -
3 hodiny
Maxam-
Gilbert chemické §tépeni DNA | N/A N/A N/A | $1 000 000
454 (Roche . :
( ) pyrosekvenovani 700 10 hodin| 99,9 % $0,01
[llumina masivné paralelni
sekvenovani na 75 9,5dni | 99,9% | $41-$148
desticce
SOLID ] 50+35
emulzni PCR reakee na | “op” |7 14 dni| 99.9% |  $2000
kulicce 50450
lonTorrent detekce vodikovych
kationtt 600 2 hodiny | 87 % $1000
polovodicovymi ¢ipy
SMRT . . - 30
(Pacific replikace jednotlivé minut
Biosciences) molekuly DNA 30 - 87% | $7,2-$43,3
V realnem Case .
2 hodiny
Nanopore replikace jednotlivé
molekuly DNA 1 minuta
V redlnem Case 2 272 580 - 92-97% | $7-100
prostiednictvim 48 hodin
nanopori membrany
Helicos jednomolekulové
fluorescencni 1 000 000 , 0
sekvenovani v realnem 000 8 dni 99 % N/A
Case

Zdroj: Kulski, 2016; Quail, 2012; Liu, 2012; Canadian Agency for Drugs and
Technologies in Health, 2014
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2.3 Alergie

Alergie miizeme definovat jako hypersenzitivni reakci, kterd je vyvolavana imunitnimi

mechanismy. Pojem hypersenzitivita popisuje objektivné reprodukovatelné symptomy

nebo znaky (Krejsek, 2004).

2.3.1 Atopie

Pojem atopie byva Casto s pojmem alergie zaménovan. Je to geneticky podminéna
tendence jedinci odpovidat ne expozici nizkym davkam béznych alergenu zevniho
prostfedi nadmérnou tvorbou specifickych protilatek IgE. Pfi ndsledné interakci takto
vzniklych protilatek s alergenem pak dochazi rozvoji zanétu, ktery se klinicky

manifestuje jako alergické onemocnéni (Hofejsi, 2017).

Atopické osoby maji geneticky podmin€nou reaktivitu vytvaiet po expozici alergenu
zvySené mnozstvi protilatek v tfidé IgE. Tvorba alergen-specifickych protilatek je
soucasti komplexnéjsi abnormalni reaktivity, ktera je ur¢ovana aktivitou subsetu Th2 T-

lymfocytl (Krejsek, 2004).

Aby doslo v organismu k rozvoji alergického onemocnéni, musi byt splnény dva zakladni
piedpoklady: geneticka predispozice a interakce s adjuvantnimi vlivy zevniho prostiedi
(Vernerova, 2012).

2.3.2 Alergeny

Alergen je antigen schopny vyvolat alergickou odpovéd’. Tento termin se uziva jak pro
zdroj alergenu (rozto¢i, btiza, zviteci srst...), tak i pro konkrétni imunochemicky nebo

molekularné definované antigenni struktury (Der p 1, Bet v 1, atd.) (Hoftejsi, 2016).

Takzvané hlavni alergeny jsou ty, proti kterym vyviji specifickou protilatkovou odpovéd
u vétsiny nemocnych. Ostatni alergeny se fadi mezi vedlejsi, na niz se reaguji pouze mala

Cast alergika (Krejsek, 2004).
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2.3.3 Anafylaxe

Anafylaxe je Zivot ohrozujici reakce organismu, ktera je geneticka podminéna tendenci
organismu odpovidat nizkym davkam béznych alergent zevniho prostiedi nadmérnou

tvorbou specifickych protilatek tiidy IgE (Horejsi, 2017).

Ptiznaky anafylaxe zahrnuji zarudnuti, svédéni, koptivku s angioedém, postizeni hornich
a dolnich dychacich cest, zavrat nebo synkopu s hypotenze nebo bez hypotenze,

gastrointestinalni pfiznaky, jako jsou nauzea, zvraceni, kieCe a prijem (Brhel, 2008).

Tézka forma anafylaxe — anafylakticky $ok — vznika v fadech minut po expozici alergenu

a muze skon¢it i smrti, neni-1i prvni pomoc poskytnuta v¢as (Bidat, 2005).

V Ceské republice je kazdorocné hospitalizovano pro zavazné alergické reakce kolem

200 lidi a je zaznamenano kolem 5 umrti na anafylakticky Sok (Brhel, 2008).

Podle dat ziskanych v letech 1992 az 2012 v Velké Britanii anafylaxe vyvolana otechy
se stala u 73 % celkového poctu vsech fatalnich ptipadua (Turner, 2015).

2.3.4 Potravinova alergie

Alergicka reakce muze byt vyvolavana velkym mnozstvim potravin. K nejcastéjs$im

potravinovym alergentim patii mléko, soja, vejce, pSenice, ofechy a ryby (Yu, 2016).

2.3.4.1 Priciny

Alergie na sloZky potravy odraZi abnormity v individualni imunitni reaktivité. Jedna se o
komplexni sumu genetickych dédi¢nych dispozic, které byly ovlivnény vnéjSim

prostiedim v prub¢hu ontogeneze (Krejsek, 2016).

Zakli¢ové je povazovano kojenecké obdobi, kdy je dobfe dokumentovan protektivni vliv
kojeni na rozvoj potravinovych alergii. Je to ddvano do souvislosti s rozvojem pfirozené
sttevni mikrobioty, kterd je podminkou fyziologického nastaveni slizni¢ni 1 systémové

imunity (Krejsek, 2016).
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2.3.4.2 Prabéh

V alergii na slozky potravy se uplatiiuje pfedev§im imunopatologicka reakce 1. typu

zprostiedkovana IgE protilatkami (Spi¢ak, 2004).

Pii prvnim setkani s antigenem dochazi k senzibilizaci pacienta. Stimuluje se diferenciace
specifickych kloni Th2-lymfocyti, které pod vlivem IL-4 donuti B-lymfocyty vytvaiet
IgE protilatky proti alergenu. IgE se pak nachytaji na zirnou bunku, kterd pro nej ma
receptory (Horejsi, 2004).

Po opakovaném setkani s alergenem, ktery je polyvalentni, dochazi k premosténi molekul
IgE, agregaci receptorti na povrchu téchto bunék a okamzitému uvolnéni jejich granul —
heparinu a histaminu. V prib&hu pozdni faze se uvolni metabolity kyseliny arachidonové:
prostaglandiny, leukotrieny a tromboxany (Horejsi, 2004).

2.3.4.3 Diagnostika

Diagnostika potravnich alergii je mimotfadné obtiznd a ne vzdy uspésna. Klinické
symptomy nejsou pro potravni alergii specifické. Je nutnym odlisit jejich od symptomu
potravnich intoleranci. Zakladem je piedev§im podrobna osobni anamnéza, ktera ma za

cil stanovit ty slozky potravy, které zptsobuji klinické obtize (Krejsek, 2016).

Vyznamnym diagnostickym nastrojem jsou kozni expozicni testy provadéné bud’
technikou prick nebo technikou patch, kdyz testovany jedinec exponovan suspektnim
alergeniim. Pfispét mohou 1 diagnostické laboratorni testy, které mohou v ptipade
pozitivity ukazat na senzitizaci pacienta. Jedna se o protilatky téidy IgE specifické pro

podezielé alergeny (Krejsek, 2016).

Za ,zlaty“ diagnosticky standart je povazovan dvojité slepy placebem kontrolovany
potravinovy expozi¢ni test (double-blind placebo-controlled food challenge). Je zalozen
na principu podani podezielého alergenu v takové formé, ve které nejde rozpoznat podle

vzhledu, chuti a viing (Spi¢ak, 2004).
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2.3.4.4 Terapie

V 1é¢bé potravinovych alergii je na prvnim miste elimina¢ni dieta, pokud je zndm alergen.

Muize trvat dva tydne az cely Zivot (Spicak, 2004).

Farmakologicka lé¢ba je prestavena medikamenty v riznych skupinach: antihistaminika,
anticholinergika, antileukotrieny, kortikosteroidy, kromony, metylxantiny a
sympatomimetika. Lécba Iéky v zasadé neméni piirozeny dlouhodoby vyvoj

onemocnéni, jde jenom o terapii ptiznaki (Spicak, 2004).

Imunoterapie miize omezit farmakoterapii, ktera je spojena s ur¢itymi riziky, nezadouci
ucinky a vy$simi naklady. Lécba spociva na zakladé opakovaného podavani postupné se
zvysujicich davek alergenu, coz vede k vymizeni potizi pti expozici alergenu (Spi¢ak,
2004).

2.3.45 Alergie na ofechy

V USA a Velké Britdnii postihuje alergie na araSidy a ofechy pfiblizné 1% celkové

populace. Jedna se o nejcastéjsi potravinovou alergii u déti od 3 let (Bidat, 2005).

Nejcast€jsim ofechem vyvolavajici alergie v Evropé je liskovy ofech. Ve Spojenych
statech nejvyznamnéj$imi alergeny mezi ofechy jsou vlassky ofech a kesu; alergie na
araSidy byla hlavni pfi¢inou umrti v souvislosti s anafylaxi vyvolanou potravinovou
alergii. Ve Velké Britanie mezi nejbéznéj$imi alergeny patii brazilsky ofech, mandle a
vlassky ofech (Haroun-Diaz, 2017).

Alergie na ur¢ity druh ofechu mtze vyvolat vznik zkiizené reakce. To znamena, ze pokud
je proti ur¢itému antigenu vytvoreny IgG protilatky, pak na zakladé podobnosti struktury

aminokyselin mohou reagovat i na jiny alergen (Spi¢ak, 2004).

I kdyZ vétsina ofechii (mandle, liskové ofechy, arasidy...) patii do riznych botanickych
rodin, mize dojit ke zkiizené reaktivité kvili pfitomnosti stejnych homolognich proteint

(Haroun-Diaz, 2017).
Nejcastejsimi kiizovymi reakci u ofechd jsou:

e liskovy ofech — vlassky ofech
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e mandle — vlassky ofech

e mandle — pistécie

e mandle — liskovy ofech

e mandle — pekan

e pistacie — keSu

e vlassky ofech — pekan

e pistacie — brazilsky ofech

e vlassky ofech — kokos

Znalost zktfivenych reakce mezi riznymi druhy alergeny mize vyznamné prispet ke

stanoveni diagndzy alergika (Spi¢ak, 2004; Novak, 2010).

Alergie na ofechy byla asociovan se senzibilizaci skupiny alergickych proteint Bet v 1

v Evropé a skupiny alergickych proteinti LTP ve Spanélsku (Haroun-Diaz, 2017).

24 STAT6

Gen STATG6 (z anglického Signal Transducer and Activator of Transcription 6) se nachazi
u ¢lovéka na chromozomu 12, v lokusu 12913.3. Zahrnuje vice nez 19 kb a obsahuje 23
exonu (Patel, 1998).

2.4.1 Struktura

Protein STAT6 je homodimer, ktery je schopny vazat DNA po jeho fosforylace (Li,
2016).

Struktura proteini STAT6 je podobna struktuie jinych proteinii skupiny STAT. Kazdy
protomer (nejmensi strukturni jednotka oligomerniho proteinu) lze rozdé€lit do péti
odlisnych oblasti: doména N-terminalni civky, doména vazajici DNA, doména linkeru,

doména SH2 a doména obsahujici C -terminalni fosfotyrosinovy konec (obr.4) (Li, 2016).

Nicméng, STAT6 ma nékteré rozdily ve své struktufe ve srovnani s jinymi proteiny

skupiny STAT. Doména SH2 u STATG6 je krat$i nez C-termindlni konec STAT1 a
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STAT3. Kromé toho, ¢tyfi a-Sroubovice z domény N-terminalni civky u STAT6 jsou
krat$i nez odpovidajici oblasti v STAT1, STAT3 a STAT 5a (Li, 2016).

DalSim klicovym rozdilem mezi STAT6 a ostatnimi STAT je tthel dimerizace. Ve STAT6
je uhel homodimeru vétsi nez thel v homodimerech STAT1 a STAT3. Tyto rozdily
ve srovnani s jinymi proteiny skupiny STAT. Strukturni z&klad vazby DNA STAT6 se
také 1i8i. Pouze jeden zbytek STAT6 (ve srovnani se tfemi zbytky ve STAT1) tvofi vazbu
s bazi DNA (Li, 2016).
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Obrazek 4: Struktura proteinu STAT. (A) Richardsoniv diagram ukazuje vazbu STAT1
dimeru na DNA a umisténi vazebnych mist riznych proteind v riiznych doménach. (B)
Schematicky linearni diagram ukazuje doménovou organizaci lidského STAT6: N-
termindlni doména (zZlutd), oblast svinuté civky (zelend), doména vazajici DNA
(Cervend), doména linkeru (Cervend), doména SH2 (azurovd) a segment obsahujici C-
termindlni fosfotyrosinovy konec (Zlutd)

Zdroj: Nature Reviews Molecular Cell Biology, 2002

2.4.2 Aktivace

Vsechny STAT proteiny jsou primarné aktivovany proteiny skupiny JAK — Janusovymi

kinazami. Jejiz hlavni roli je fosforylace proteind rodiny STAT. Porucha aktivace
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protein JAK vede ke zvySené angiogenezi, procesu tvorby krevnich kapilar, ktera je

Casto pozorovana u primarnich nadort (Xue, 2016).

Proteiny skupiny STAT také mohou byt aktivovany receptory tyrozinkinazy, hlavné EGF,
PDGF a FGF receptory. Mohou aktivovat STAT6 bud’ ptimo samotné nebo nepiimo
prostiednictvim proteiny skupiny JAK (Banerjee, 2015).

Nereceptorové tyrozinkinazy, jako jsou v-Src, v-Fps, v-Sis, PyMT, v-Abl, a jiné
proteinkinazy (véetné nékolika MAPK) mohou zpusobit aktivaci proteint skupiny STAT
(Garcia, 1998).

2.4.3 Funkce

Protein STAT6 hraje kli¢ovou roli v imunitnich reakcich organismu zprostiedkovanych
cytokiny IL-4. IL-5 a IL-13. Tento protein je nutny pro funkce T-bunék, véetné vyvoje
Th2 bunék a IL-4 stimulovanych proliferacnich odpovédi (Takeda, 1996; Ansel, 2006).

U B-lymfocytt STAT6 podporuje izotypovy piesmyk protilatek tfidy IgE na tfidu 1gG1.
STAT6 také indukuje expresi nékterych molekul na buné¢ném povrchu odpovédnych za
prezentaci antigenu B-bunkami (Shimoda, 1996; Takeda, 1996).

STAT6 muaze vyvolat diferenciaci alternativné aktivovanych makrofag (AAM)
indukovanou IL-4 a zprostiedkovava expresi gent indukovanych IL-13, jako je MHC
ttidy II. Aktivita STAT6 v AAM je spojena se supresi proliferace T-bun¢k (Martinez,
2009; Takeda 1996).

STAT6 usnadiiuje transkripci zprostiedkovanou receptorem PPAR-y v makrofazich a
dendritickych bunikach. V dendritickych bunikach STAT6 je schopen potladovat produkci
IL-10 a IL-12 (Szanto, 2010; Yao. 2005).

Bylo zjisténo, ze SAT6 indukuje expresi genu BCL2L1/BCL-X, ktery je zodpovédny za
antiapoptotickou aktivitu IL4 (Aronica, 2000).

Nedavna studie ukazali, ze STAT6 také hraje kliCovou roli v antivirové signalizaci

hostitelskymi buiikami v reakci na virové infekce onkoproteiny (Chen et al., 2011).
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2.4.4 Polymorfismus

Polymorfismus rs324015 nukleotidu G/A genu STAT6 se nachézi v 3'-netranslatované
oblasti v pozici 2964 (Zhu, 2013).

V britské populaci se objevuje heterozygotni genotyp G/A s frekvenci 0,47 a je
nejcastéj$im u této skupiny obyvatelstva. Dalsimi genotypy jsou homozygoty G/G a A/A
s frekvenci 0,43 a 0,1 (Amoli, 2000).

V dalsim studiu byl polymorfismus rs324015 vysettovan v souvislosti s alergii na ofechy.
V britské populaci byla alela G pfitomna u 87 % jedinct s alergii na ofechy a u 76 %
osob, které nemaji alergie na ofechy, ale trpi jiné atopické onemocnéni. Homozygotnost
G/G byla spojena s nejvétsi pravdépodobnosti ptitomnosti alergii na ofechy, a to jeu 75 %
lidi. (Amoli, 2002).

Analyza polymorfismu G2964A genu STAT6 u jedinci ¢inské populaci ukazala, ze u
homozygoty A/A bylo mirné zvySeno riziko vzniku astmatu o 47 % ve srovnani s
genotypem G/G. Vyskyt alely A mirné zvysil riziko astmatu v ¢inské populaci o 18 %
(Zhu, 2013).

V japonské populaci u jedinct trpici astma byli nej¢astéji pfitomny genotypy A/A a A/G.
Alely A a G se vyskytovaly s frekvenci 0,67 a 0,33. Byla prokazanad korelace mezi
vyskytem téchto alel a nalezenou antigen specifickou IgE odpovédi nebo celkové

zvySenim IgE v krvi (Gao, 2000).

U déti egyptské populace bylo prokazano, ze existuje dalsi polymorfismus genu STAT6
rs324011. Genotyp T/T byl vyznamné spojen S potencialitou rozvoje bronchiélniho
astmatu ve srovnani s genotypy C/C a C/T. Ve skupiné déti s bronchialnim astmatem byly
hladiny sérového IL-4 a celkového IgE vyssi u déti s genotypy C/T a T/T, nez u déti s
genotypy CC (Gohary, 2018).

Bylo zjisténo, ze v Ceské a némecké populaci je nejcastéjsi haplotyp s6 spojen se
zvySenou hladinou celkového IgE u pacientl. U pozorovanych jedinct byl tento haplotyp
vyznamné Castéji pienasen od otcli a vykazoval vyssi tendenci ke zvétSeni celkové

hladiny IgE neZ haplotyp pfenaseny od matek (Godava, 2013).
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3 Cile prace, vyzkumné piedpoklady a vyzkumna otazka

Cile:

1. seznamit se s metodami molekularni genetiky v praxi

2. vysSetfit polymorfismus G2964A genu STAT6 metodou sekvenovéni u dvaceti
vzorkt. Vzorky budou pochazet od osob trpicich nékterou z alergii na ofechy i od
0sob bez alergie.

3. analyzovat vysledky a stanovit korelaci mezi polymorfismem G2964A genu
STATG6 a vyskytem alergii na ofechy

4. urcit, jestli je metoda sekvenovani vhodnéjsi nez jiné metody molekulérni biologii

pro stanoveni polymorfismu G2964A genu STAT6

VVyzkumné otézky:

1. Jak souvisi vyskyt jednotlivych genotypi a alel genu STAT6 s alergickymi
projevy (respektive s alergii na ofechy)?

2. Mohla by metoda sekvenovani hodit k rutinnimu vySetteni alergii na ofechy?

Vyzkumné piedpoveédi:

Po analyze studii provedenych v poslednich dvou desetiletich je ocividné, ze
polymorfismus genu hraje skute¢né klicovou roli v rozvoji nejen alergie na ofechy, ale i
dalSich atopickych onemocnéni, jako jsou napiiklad astma a bronchitida. Lze
predpokladat, ze v praktické ¢asti u vySetienych lidi, ktefi trpi alergii na uréity druh
ofechti se bude vyskytovat alela G a pravdépodobné¢ budou homozygoti. Metoda
sekvenovani mize piispét analyzovat polymorfismus G2964A genu STAT6 s vysokou

piesnosti, rychlosti a nendro¢nosti pouzitim bezpe¢nych chemikalie.
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4 Metodika

4.1 Odbér vzorki a priprava k analyze

Na odbér DNA pro dalsi zpracovani byla pouzivana neinvazivni metoda stéru z bukalni

sliznice.

Odbeér vzorku byl provadén u 20 lidi, 11 z nich trpi alergii na ur¢ity druh ofechu. Byly
také provadény odbéry u lidi trpicich na astma. Na kazdého jedince byly pouZivany dvé
zkumavky se sterilnim tamponem pro piesnou analyzu. Dale bylo pracovano se

anonymng.

Kazdy ¢lovek provadél odbér samostatné. Byl seznamen s pravidly spravného odbéru, tj.
nem¢l jist a pit pfed odbérem cca jednu hodinu, béhem odbéru opatrné otodil sterilni

tampon na sliznice po dobu nejméné 10 sekund a nedotykal se okoli.

Po odbéru byly vzorky oznaceny ¢islem a pak nechany v lednicce pii teploté pét stupné

do izolace DNA. Doba skladovani by méla byt co nejkratsi.

4.2 lzolace DNA
Potiebné vybaveni:

Automatické pipety, Spicky, mikrozkumavky typu Eppendorf objemem 1,5 ml,
mikrozkumavky s kolonkami, niizky, rukavice, centrifuga Minispin, mixer Vortex Labnet

International, vodni lazetn Julabo SW22

Reagencie a chemikalie:

e 200 ul PBS

e 25l proteinazy K

e 200 pl ethanol (96%)

e pufr buffer BW (kit NucleoSpin® Tissue od firmy Macherey-Nagel)
e pufr B5 (kit NucleoSpin® od firmy Tissue Macherey-Nagel)
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e pufr B3 (kit NucleoSpin® od firmy Tissue Macherey-Nagel)
e pufr BE (kit NucleoSpin® od firmy Tissue Macherey-Nagel)

Pracovni postup:

Na zacatku do ¢iselné oznacenych mikrozkumavek s objemem 1,5 pl byly napipetovany
dva vzorky jedince stfihanim konce sterilniho tamponu pomoci nizek, 200 pl pufru PBS,
200 pl lyza¢niho pufru B3 a 25 pl proteinazy K. Vzorky byly tiikrat zvortexovany a
centrifugovany po dobu cca 1 minuty. Pak vzorky byly inkubovany ve vodni lazni 20

minut pii teploté 60 °C.

Po inkubaci bylo do mikrozkumavek pipetou pfidano 200 pl 96 % ethanolu.

Mikrozkumavky byly zase promichany ve vortexu a stoceny v centrifuze.

Obsah mikrozkumavek byl pipetou pienesen na specialni kolonky, které pak byly sto¢eny
v centrifuze pti 11 000 g po dobu 1 minuty. Mikrozkumavka s filtratem byla odstranéna.

Pfi prvnim promyti do mikrozkumavek bylo nasledné napipetovano 200 pl pufru Buffer
BW. Pak mikrozkumavky byly sto¢eny v centrifuze pii 11 000 g po dobu 1 minuty.

Zkumavka s filtratem byla odstranéna.

Pii druhém promyti do mikrozkumavek bylo pipetou pfidano 200 pl pufru B5.
Mikrozkumavky byly stoCeny v centrifuze pii 11000 g po dobu 1 minuty.

Mikrozkumavek a mikrozkumavky s filtratem byly odstranény.

Nasledné byly mikrozkumavky stoceny v centrifuze pii 11 000 g po dobu 1 minuty. Tim
z mikrozkumavek byl odstranén zbyte¢ny ethanol. Tento krok byl jesté jednou opakovan

pro dosazeni lepsiho vysledku.

Na konci vlastni izolace DNA byl pouzivan eluéni pufr BE. Do mikrozkumavek bylo
odpipetovano 20 pl pufru BE. Pak byly nechany inkubovat pfi pokojové teploté po dobu
10 minut a dale byly centrifugovany pii 13 400 g po dobu 1 minuty.
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4.3 Stanoveni koncentrace DNA
Potiebné vybaveni:

e automatické pipety
e Spicky
e rukavice

e spektrofotometr Colibri Titertek Berthold

Reagencie a chemikalie:

e naizolovana DNA v mikrozkumavkéach 1,5 pl

e Pufr BE z kitu NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel)

Pracovni postup:

Na zacatku musel byt spektrofotometr nakalibrovan. Na ¢o¢ku spektrofotometru bylo

odpitetovano 1,5 pl pufru BE a pak na pfistroje bylo stisknuto tlac¢itko ,,blank*.

Od kazdé DNA byl na ¢oc¢ku spektrofotometru napipetovan objem 1,5 pl a pak vzorek
zmé&fen stisknutim tlacitka ,,measure®. Méfeni prob&hlo dvakrat. Vysledky byly zapsany

do tabulky a z toho byl spoc¢itan pramér.

4.4  Amplifikace DNA metodou PCR

PCR metoda je zaloZena na principu enzymatické amplifikace DNA in vitro syntézou
mnoha kopii vybrané sekvence DNA v cyklické reakci o téech teplotnich fazich. Cely
proces se sklada za nékolika etap. Na zacatku dochazi k tepelné denaturaci DNA. V dalsi
fazi dojde k nasednuti primeru na komplementarni 3" konce cilové DNA. Syntéza novych
vlaken probiha za pouziti DNA polymerazy izolované z bakterie Thermus aquaticus.
Tento enzym je oznacovan za Taq polymerazu, zistava aktivni i po zahtati na vysokou
teplotu. Jeho hlavni role je prodluzeni vlakna DNA smérem od 5° konce ke 3" konci.

V posledni fazi dochazi k denaturaci nové vytvorenych DNA duplexu zahiivanim. Cely
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proces se znovu opakuje. Po kazdém cyklu dojde ke zdvojnasobeni poc¢tu kopii Useku

mezi primery, mnozstvi kopii sekvence DNA roste logaritmicky (Horejsi, 2011).

Hlavni vyhodou PCR je to, ze ta metoda umoziuje ziskat pozadovanou sekvenci DNA
bez jejich predchoziho klonovani ve vektorech. Pti standartnich podminkach PCR byvaji
Useky DNA amplifikovany o velikosti 3-4 kb. Lze ziskat produkty i delsi 5 kb, ale

S niz§im molarnim mnozstvim (Smarda, 2005).

Pottebné vybaveni:

e Mikrozkumavky typu Eppendorf objemem 1,5 ml
e PCR zkumavky objemem 0,2 ml

e automatické pipety

e Spicky

e rukavice

e termocykler Mj Mini BioRad

Reagencie a chemikalie:

¢ Naizolovana DNA

e OneTag Primer Quick-Load (BioLabs)

e STATG6 Forward Primer (Generi Biotech)
e STATG6 Reverse Primer (Generi Biotech)

voda

Byly pouzivany STAT6 Forward a Reverse primery s nasledujicimi sekvencemi:
Forward 5-GAA GTT CAG GCT CTG AGA GAC-3’

Reverse 5-CCATCA CCC TCA GAG AGC-3'

Sekvence primerti byly ptevzaty z ¢lanku ,,Polymorphism in the STAT6 gene encodes risk

for nut allergy ““, rok 2002, autor Amoli M.M.
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Vsechno pottebné vybaveni, postupy, reagencie a chemikélie byly soucasti laboratoie v

Ceskych Budgjovicich Zdravotn& Socialni Fakulty Jihodeské Univerzity.
Pracovni postup:

Na zacatku byly vsechny chemikdlie vyndany z mraznicky a nechany pti pokojové

teploté. Dale byly zvortexovany a stoéeny v centrifuze.

Nejprve bylo provedeno 10x tfedéni (10 pmol) forward a reverse primert tak, ze do
mikrozkumavky objemem 1,5 ml bylo odpipetovano 45 pl vody a 5 pl pfislusnych
primeru.

Do sady ozna¢enych PCR mikrozkumavek byla dodana reak¢éni smés ve mnozstvi, které

je uvedeno v tabulce 2.

Tabulka 2. Reakéni smés

Reagencie Mnozstvi
OneTag Quick-Load 2x Master Mix 7,5 ul
Forward Primer 1,5 pmol/l
Reverse Primer 1,5 pmol/l
Voda 3ul

Zdroj: vlastni

Nésledné do kazdé PCR zkumavky byla postupné odpipetovdna pfedem naizolovéna

DNA ve mnozstvi 1,5 pl. Kazda zkumavka obsahovala celkem 15 pl reakéni smési.

Pfi vét§im poctu vzorki byl pfedem namichan mastermix. Mastermix obsahoval nasobek
reagencii uvedenych v tabulce 2. Pak byl odpipetovan do PCR zkumavek a byla pfidana

DNA ve stejném mnoZstvi.

Na konci byly vsechny vzorky zvortexovany a stoceny v centrifuze.

37



Na termocykleru byl nastaven program podle teplotniho profilu PCR uvedeného v tabulce
3.

Tabulka 3. Teplotni profil PCR.

Proces Teplota | Cas Pocet cyklu
Pocatecni 99 °C 3min |1
denaturace

Denaturace 99 °C 45s 40
Annealing 55°C 45s

Extenze 72 °C 45

Terminalni extenze | 72 °C 2min |1

Zdroj: vlastni

Optimilizace PCR byla provedena v laboratofi jiz pfed rokem.

4.5 Elektroforéza PCR produkti

Pro kontrolu pfitomnosti PCR produkta byla pouzivana gelova elektroforéza. Zakladem
té metody je riizna pohyblivost negativné nabitych nukleovych kyselin v stejnosmérném
proudu podle jejich velikosti. Elektroforetickym prostfedim byla vyuzivana agardza,
ktera je polymerem disacharidu agarobiozy. K vizualizaci DNA bylo pouZzivano barvivo

ethidiumbromid.

Potfebné vybaveni:

e kadinka

e odmérny valec
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e automaticka pipeta

e Spicky

e rukavice

o elektroforeticka vana

e transiluminator UVITEC Cambridge

Reagencie a chemikalie:

e PCR produkty

e praskova agar6za

e pufr TBE

e barvivo ethidiumbromid

e velikostni marker DNA ladder Quick-Load 100 bp (BioLabs)

Pracovni postup:

Pro ptipravu 2 % agarozoveho gelu bylo na laboratornich vahach na zac¢atku odvazeno 2
g agardzy. Pomoci odmérného valce bylo do kadinky s agardzou piidano 100 ml pufru
TBE. Kadinka byla nasledn¢ ohiata v mikrovinné troubé takovou dobu, aby zmizely
v§echny bubliny a agar se uplné rozpustil. Po ochladnuti bylo pipetou pfidano ke gelu 4

ul ethidiumbromidu. Vznikla smés byla dobie promichana.

Déle do elektroforetické vany byl vlozen hieben a nasledné byl vylit pfipraveny
agarozovy gel. Po tuhnuti gelu byl hieben odstranén. Do vytvofenych hiebném jamek
bylo postupné odpipetovano 10 pl produkti PCR, pfi¢emz do prvni jamky bylo pfidano
5 ul velikostniho markeru DNA ladder.

Pro zpusténi elektroforézy byly ptipevnény elektrody a pfipojeny ke zdroji. Elektroforéza
probihala 40 minut pii napéti 110 V.

Na konci procesu byla elektroforéza vypnuta, gel byl z vany vyjmut a byl pfenaSen na
transluminator pro vizualizaci UV svétlem. Ofoceny vysledek (obr. 5) byl pouzit
k rozhodnuti, zda amplifikace DNA probéhla uspésn¢ nebo ne. Pfitomnost pruhi na

elektroforéze znamena, ze vzorek se mize hodit k dal§imu zpracovani.
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75 bo mp-

Obrézek 5: Rozdéleni produktdt PCR metodou gelové elektroforézy. Prvni jamka
obsahuje DNA ladder, jamky 2-3 obsahuji produkty PCR

Zdroj: vlastni

4.6 Enzymatické precisténi PCR produkti

Pro dosazeni lepsiho vysledki sekvenovani DNA je vhodné provadét enzymatické
precisténi PCR produktu. Hlavnim cilem toho procesu je zbaveni jiz nepotfebnych
chemikalii, které zbyly ve zkumavkach, tj. neinkorporovanych dNTP a primera.

Potiebné vybaveni:

e PCR zkumavky objemem 0,2 ml
e automaticka pipeta

e 3picky

e rukavice

e termocykler Mj Mini BioRad

Reagencie a chemikalie:

e PCR produkty
e exonukledza EXO | (New England BioLabs)
o alkalicka fosfatdza rSAP (New England BioLabs)
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Pracovni postup:

Do PCR zkumavek byly odpipetovany 5 pl PCR produktt, 0,5 pl EXO | a 1 pl rSAP.
Vzorky byly zvortexovany a sto¢eny v centrifuze. Pak byly dany do termocykleru, kde
byl pfedem nastaven program na inkubace vzorku pii teploté 37 °C na dobu 15 minut.
Pro néslednou enzymatickou inaktivaci byl zapnut program, ktery probihal pii teploté 80
°C po dobu 15 minut.

4.7 Priprava vzorka ke sekvenovani
Pottebné vybaveni:

e mikrozkumavky typu Eppendorf objemem 1,5 ml
e automatické pipety
e Spicky

e rukavice

Reagencie a chemikalie:

e PieciSténé PCR produkty
e STATG6 Reverse Primer (Generi Biotech)

e Vvoda

Pracovni postup:
Sada 20 mikrozkumavek byla oznac¢ena carkovym kddem firmy Genseq.

Vzhledem k tomu, Ze vySetfovany polymorfismus se nachazi na zacatku sekvenci, nebyl

pouzit Forward Primer, ale Reverse Primer.

Do kazdé zkumavky bylo postupné odpipetovano 1,5 pul piecisténych PCR produktd, 5 pl
STAT6 Reverse Primeru a 3,5 pl vody. Zkumavky byly pevné zavieny, zvortexovany a

stoc¢eny v centrifuze. Pak byly vzorky odeslany do laboratoti GenSeq.
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5 Vysledky

5.1 Meéreni koncentrace izolované DNA

Pro zméteni koncentrace piredem izolované DNA byla pouzita spektrofotometricka
metoda. Spektrofotometr byl pfedem nakalibrovan BE (elu¢nim pufrem) pufrem, poté
bylo provedeno méfeni konkrétnich vzorkll. Vzorky byly zméfeny na spektrofotometru

dvakrat, z ¢ehoz byl dal spoéitan pramér. Ziskana data jsou uvedené v tabulce 4.

Tabulka 4. Naméiena koncentrace DNA

koncentrace koncentrace

¢islo DNA pramér | ¢islo DNA prameér

zkumavky | (ng/ul) (ng/pl) | zkumavky | (ng/ul) (ng/pl)
60,14 28,59

1. 65,7 62,92 11. 28,57 28,58
39,75 54,91

2. 38,73 39,24 12. 54,91 54,91
95,2 18,54

3. 100 97,6 13. 18,67 18,61
45,8 6,3

4. 50,25 48,03 14. 6,45 6,38
135,08 76,82

5. 136,2 135,64 |15. 74,19 75,51
21,15 59,4

6. 14,37 17,76 16. 63,15 61,28
28,97 38,92

7. 28,79 28,88 17. 40,34 39,63
51,59 16,08

8. 51,62 51,60 18. 17,77 16,925
32,41 8,23

9. 16,70 24,55 19. 13,35 10,79
24,25 19,28

10. 24,59 24,42 20. 9,37 14,325

Zdroj: vlastni
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5.2 Kontrola produkti PCR

Kontrola amplifikovanych vzorku metodou PCR byla provedena pomoci metody gelové

elektroforézy.

Uspé&snost izolace DNA a jeji nasledna amplifikace byla zjisténa podle fotografie, ktera
byla potizena po ukonceni elektroforézy. Detekovany bily pruh v jamce s nakapanym
produktem PCR svédci o ptitomnosti DNA s uréitou délkou. Stoho vyplyva, ze ten
vzorek se mohl hodit k nasledujicimu sekvenovani (obr. 6).

75 bp EEp>

Obrazek 6: Rozdéleni produktd PCR metodou gelové elektroforézy. Prvni jamka
obsahuje DNA ladder, jamky 2-5 obsahuji produkty PCR o velikosti piiblizné 75 bp

Zdroj: vlastni

Po kontrole amplifikace byly produkti PCR enzymaticky precistény. U vzorku, které
mely pfili§ nizkou koncentraci DNA (pod 15 ng/ul) bylo nutné ptidat do PCR reakce vétsi
mnozstvi DNA. Pti ptipravé vzorkli ke sekvenovani byl zménén pomér vody a

namnozené DNA. Tak vysledna zkumavka obsahovala vic genetického materialu.

Produkty PCR byly odpipetovany do novych zkumavek ozna¢enych carkovym kodem a

odeslany do laboratofi GenSeq pro sekvenovani.

5.3 Interpretace vysledkii sekvenogramu

Pro vlastni hodnoceni dosazenych vysledki byl pouzit pocitacovy software BioEdit.
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Poprvé bylo provedeno 5 sekvenaci, avSak zadna z nich nebyla vhodnad k hodnoceni.
V elektroforéze byly ptitomny dal$i nespecifické produkty a sekvenogram zahrnoval

hodn¢ Sumt (obr. 7).

10 20 30 40 30 60 0 30
CCCGTC ATA A TCTATAGICAG AG G AGAC CCAGCATTTIGTCCCIC GCTCACTCIGTATTC ATCCAG GCGACGAGAT .

Obréazek 7: Nepovedena sekvenace jednoho z prvnich vzorkt. Sekvenogram zahrnuje
hodn¢ Sumd, a proto ho nelze hodit.

Zdroj: vlastni

Sekvence nevysly pravdépodobné kvili tomu, ze byly pouzity primery nafedéné pied
rokem. Vice piikladi k této problematice uvadi Pazdernik (2017), podle jeho vyzkumu je
teplota nejdulezitéjSim kritériem pii skladovani primert. Pokud jsou primery skladovany
pii teploté -20 ° C (zmrazené), zUstavaji stabilni po dobu dvou let, bez ohledu na to, zda
jsou skladovany v suchu, resuspendovany v pufru TE nebo ve vodé neobsahujici
nukledzy. Primery zlstavaji stabilni pii opakovanych cyklech zmrazovani a rozmrazovani
az do 30 cyklu. Po 30 cyklu zmrazovani a rozmrazovani uz se bude ménit jejich stabilita

a funkce.
Pro ptipravu dalSich vzorkl byly pouZity nové primery.

Vypocitani genotypové sekvence genu STAT6 obsahujici polymorfismus rs324015 bylo
provedeno pomoci databaze NCBI Human ReSeqGene Sequences. Sekvence nukleotidi
v piedpokladané oblasti byla vyhledana v systému NCBI Blast. Systém umoziuje ukazat
neshodu v urcitych bazich, coz odpovida poloze néjaké mutace nebo polymorfismu

v genu (obr. 8).
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Obréazek 8: Homo sapiens signal transducer and activator of transcription 6 (STAT6),
RefSeqGene (LRG 1369) on chromosome 12; ¢ervenym obdéInikem je ukézana poloha
polymorfismu rs324015

Zdroj: https://go.usa.gov/xsgNQ

U nékterych vzorkid byl nalezen vyskyt dal§i mutace/polymorfismu genu STAT6, ktery
byl vyraznén piitomnosti dalsiho ¢erveného obdélniku (obr. 9). V ramci této bakalaiské

prace nebyly dal vyhodnoceny.

Cited Variations, dbSNP b154 w2 E-E1
rs324015 EEE A/G
Clinical, dbSNE bl54 w2 ER-
-fs'm'g: o frack data found in this range ;
{(T) ELAST Results for: Nucleotide Sequence -
Quary 44573
| | 4
joate o B2 . e o I L

Obrazek 9: Homo sapiens signal transducer and activator of transcription 6 (STATS),
RefSeqGene (LRG 1369) on chromosome 12. Cervenymi obdélniky je uk4dzéna poloha
polymorfismu rs32401 a dal$i neznama mutace/polymorfismus

Zdroj: https://go.usa.gov/xsFaT

Po rozpoznavani polohy polymorfismu ve sledovanych sekvencich v systému NCBI
Blast bylo dal provedeno vlastni uréovani genotypt Vv programu BioEdit. Zobrazeni
dobré sekvence pro hodnoceni je uvedeno na obrézku 10. Typizace genotypu byla
vykonana odeéitainim barevnych pikt sekvenogramu. V programu byly automaticky
nastaveny nasledujici barvy: modra pro nukleotid C (G) a ¢ervena pro T (A). Objeveni
modrych a ¢ervenych pikl bylo hodnoceno jako homozygotni genotypy C/C (G/G) a T/T
(AJA). Spolu ptekryvajici piky byly typizovany jako heterozygotni genotyp C/T (G/A).
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10 20 30 40 50 60 T0
GGTTGGGUIGCGIGIIGCAAGCTG CAGGTG CAGGCATGTTGGOGOGCGTICICTICAGAGCCTGAACTT CA
r

el

Obrazek 10: Priklad sekvence, kterd je vhodna k odeéitani. Cervenou $ipkou je oznacena
pozice polymorfismu G2964A genu STAT6

i

Zdroj: vlastni

5.4 Analyza sekvenacnich dat pro polymorfismus G2964A genu STAT6

Celkove bylo pro polymorfismus genu STAT6 typizovano 20 vzorki DNA od 20 jedincti
kavkazské populace. Pro piesnéjsi statistické vyhodnoceni bylo planovano provést
analyzu vétsiho poctu vzorkd, to vsak komplikovano pandemické situaci. Proto byly
béhem diskusi pouzity vysledky bakalaiské prace roku 2020 autorstvi Markety

Vadlejchoveé.

Vysetfovany soubor zahrnoval nasledujici: 6 zdravych jedinct, 7 jedinct, ktefi trpi alergii
na jeden nebo na vice druht ofecht, 4 jedinci majici alergii na ofechy a také trpi atopicka
onemocnéni (piipadné astma), posledni 3 jedinci trpi jenom atopickym onemocnénim a

nemaji zadnou alergii na otechy (graf 1).
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Vyskyt atopickych onemocnéni ve sledovaném
souboru 20 jedincl kavkazské populace

%

= zdravé jedinci
= jedinci, ktefi maji alergii na orechy
= jedinci, ktefi maji alergii na orechy a trpi atopické onemocnéni

= jedinci, ktefi trpi atopické onemocnéni

Graf 1: Distribuce atopickych onemocnéni ve sledovaném souboru 20 jedincti kavkazské

populace

Zdroj: vlastni

Z lidi, které prokazali alergii na ofechy, 5 jedinci maji alergii na araSidy, 3 jedinci maji
alergii vlaSské ofechy, 2 jedinci maji alergii na keSu a 1 jedinec trpi alergii na mandle
(graf 2).
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Vyskyt alergii na ofechy ve sledovaném souboru
20 jedincl kavkazské populace

| 2 (18%)

= jedinci s alergii na arasidy = jedinci s alergii na vlasské orechy

= jedinci s alergii na mandle jedinci s alergii na kesu

Graf 2: Vyskyt alergii na ofechy ve sledovaném souboru 20 jedinct kavkazské populace

Zdroj: vlastni

Béhem praktické Casti bylo pfi odecitani sekvenci znazornéno 3 riznych genotypu: dva
homozygotnich genotypt G/G a A/A (obr. 11 a 12) a jeden heterozygotni genotyp G/A
(obr. 13).

30 40 50 60
tiC TGCAGGTGCAGGCATGTTGGGGCGTCTICTCAGAGCCTG

Obrazek 11: Detekovany homozygotni genotyp G/G genu STAT6. Cervenou $ipkou je
oznacena pozice polymorfismu G2964A.

Zdroj: vlastni
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30 40 30 60
CTGCAGGTGCAG GCAT G TTGOG GG GTOGTC TCTCAG AGC C

Obrazek 12: Detekovany homozygotni genotyp A/A genu STAT6. Cervenou Sipkou je
oznacena pozice polymorfismu G2964A.

Zdroj: vlastni

30 40 30 60
CTGCAGGTGCAGGCATGTTG GGGUCGTICTICTICAGAGCCTG

: A |

Obrézek 13: Detekovany heterozygotni genotyp G/A genu STAT6. Cervenou §ipkou je
oznacena pozice polymorfismu G2964A.

Zdroj: vlastni

Zjisténé genotypy u vysettovanych jedinct jsou uvedené v tabulce 5.
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Tabulka 5: Zastoupeni jednotlivych genotypi G/A, G/G a A/A ve sledovaném souboru

20 jedinct kavkazské populace

Cislo Zjistény

jedince genotyp Atopické onemocnéni

1 G/A astma, alergie na kesu

2 G/A alergie na arasidy

3 G/IA zadné

4 G/A 7adné

5 G/A alergie na mandle

6 G/G alergie na arasidy

7 G/A 7adné

8 G/A alergie na vlaSské ofechy,

araSidy

9 A/A astma

10 G/A alergie na vlasské ofechy
astma, alergie na vlaSské

= GIA ofechy, arasidy, kesu

12 G/A atopicka dermatitida

13 G/A atopicka dermatitida,

alergie na arasidy

14 G/G alergie na arasidy

15 G/A atopicka dermatitida

16 G/A Zadné

17 G/A zadné
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18 G/IA zadné
19 G/A alergie na vlasské ofechy
20 G/A astma, alergie na arasidy

Zdroj: vlastni

Ze 20 vySetfovanych jedinct 17 mélo heterozygotni genotyp G/A.

Dva jedince vykazovaly homozygotni genotypy G/G a jeden A/A.

U lidi, ktefi netrpi zadné atopické onemocnéni, byl zjistén genotyp G/A ve stoprocentnim

vyskytu. Stejny genotyp G/A se stejnou frekvenci prokazali i jedince, kteti maji alergii

na ofechy a atopickd onemocnéni.

U 7 vysetfovanych osob, ktefi trpi alergii na ofechy, byli nalezeni 2 jedinci s genotypem
G/G s alergii na arasidy (28 %). Ze 3 lidi, ktefi maji atopicka onemocnéni a nemaji Zadnou

alergii na ofechy, byl u jednoho jedince trpici astmatem prokazan homozygotni genotyp

A/A (33 %) (viz graf 3, tab. 6, tab. 7, tab. 8).

Graf 3: Vyskyt jednotlivych genotypu u vySetfovanych osob kavkazské populace (N =

20).

OFRLrNWA~MOOIO N

Vyskyt jednotlivych genotypli u
vySetfovanych osob kavkazské populace

Zdravé jedinci

Zdroj: vlastni

Jedinci, ktefi maji alergii Jedinci, kteti maji alergii Jedinci, ktefi trpi jenom
na ofechy na ofechy a trpi atopické atopické onemocnéni
onemocnéni

EG/A BG/G mA/A
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Tabulka 6: Vyskyt jednotlivych alel ve sledovaném souboru kavkazskeé populace (N =

20)
Alela | Absolutni | Relativni
frekvence | frekvence
G 21 0,525
A 19 0,475

Zdroj: vlastni

Tabulka 7: Vyskyt jednotlivych genotyptu ve sledovaném souboru kavkazské populace

(N =20)
Genotyp | Absolutni | Relativni
frekvence | frekvence
G/A 17 0,85
G/G 2 0,1
A/A 1 0,05

Zdroj: vlastni

Tabulka 8: Frekvence genotypu a frekvence alel ve sledovaném souboru kavkazské

populace (N = 20)

J

Zdravi jed

Jedinci, ktefi maji alergii

na ofechy

Jedinci, ktefi maji alergii

edinci

inci

Frekvence genotypti (%)

Frekvence alel

G/A
100 %

72 %

100 %

na ofechy a trpi atopické
onemocnéni

Jedinci, ktefi trpi jenom

atopické onemocnéni

66 %

G/G A/A
0% 0%
28% 0%
0% 0%
0% 34 %
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6 Diskuze

G2964A polymorfismus patii mezi nejb&éznéjsimi polymorfismy v genu STAT6. Nékteré
studie poslednich tfech desetileti uk&zaly korelaci mezi vyskytem toho polymorfismu a
vyskytem astmatickych onemocnéni, v¢etné alergii na ofechy. Podle Amoli (2000, 2002)
je nejéastéjsim genotypem v britské populace genotyp G/A s frekvenci 0,47, pficemz
alela G se nejvice vyskytovala u lidi s atopickymi onemocnéni (87 % u lidi s alergii na
ofechy a u 76 % jedincu, ktefi netrpi alergii na ofechy, ale trpi jinym atopickym
onemocnénim). Jiné studie (Zhu, 2013; Gao, 2000) uvadéji, ze v ¢inské a japonské
populaci je vyskyt alely A spojen s moznosti rozvoje astmatu, a to odpovidalo celkovému
zvySeni IgE v krvi. U dalsiho polymorfismu genu STAT6, coz je polymorfismus GT
s opakovanim dinukleotidi, byla také objevena souvislost s rizikem rozvoje astmatu.
V britské populaci byla frekvence alely GTis vyznamné snizena v piipadech o0sob
s atopickymi onemocnéni Ve srovnani s kontrolnimi zdravymi jedinci (Gao, 2004). Bylo
také piredpokladano, ze geneticke varianty v genu STAT6 mohou souviset s predispozici
k détskému astmatu. U déti japonské populace byl zjistén vyznamny rozdil v genotypové
frekvenci opakovaného polymorfismu GT mezi kontrolnimi vzorky a détskymi astmatiky
(p = 0,015). Frekvence alely s 15 opakovanim dinukleotidti byla u détskych astmatiki
niz$i nez u kontrolnich vzorka (p = 0,0047), zatimco kratsi opakované alely (GT12, GT13
a GTu4) byly vyssiu détskych astmatikti nez u kontrolnich vzorku (p = 0,0064). Nicméné,
nebyl zjistén vyznamny rozdil v genotypové frekvenci polymorfismu GT u dospélych
(Suzuki, 2004).

V ramci této bakalarské praci byl vySetfovan polymorfismus G2964A genu STAT6
metodou sekvenovani a souvislost s vyskytem alergii na ofechy. Stanoveni polymorfismu
genu STATG6 bylo provedeno u 20 osob kavkazské populace. Byli vysetieni jedinci ve 4
skupinach: zdravi jedinci bez atopickych onemocnéni, jedinci S atopickymi onemocnéni
a s zadnou alergii na ofechy, jedinci salergii na ofechy a sZzadnym atopickym
onemocnénim a jedinci, Ktefi trpi alergii na ofechy spolu s né&jakym atopickym
onemocnénim. Pfed samotnym hodnocenim sekvenci u vySetfovanych jedinci, byla
provedena izolace DNA metodou bukéalniho steru z epitelu sliznic, stanoveni koncentrace
DNA na spektrofotometru, amplifikace DNA metodou PCR, elektroforéza produkti PCR

na agarozovem gelu pro hodnoceni vysledkd amplifikace, enzymatické piecisténi
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produktd PCR a jejich ptiprava k sekvenovani. Hodnoceni ziskanych sekvenogramu bylo

provedeno v programu BioEdit a za pomoci systému NCBI Blast.

Heterozygotni genotypy byly uréeny u 17 lidi (85 %), ze kterych 9 ma alergii na ofechy

(1 na mandle, 2 na kesu, 3 na vlaSské ofechy a 3 na arasidy).

Homozygotni varianta genu STAT6 byla detekovana u tiech lidi (15 %) ve dvou
genotypech. U dvou osob, ktefi maji alergii na ofechy, byl prokazan genotyp G/G. U
jednoho ¢lovéka, ktery je astmatikem, byl nalezen genotyp A/A.

Celkové byly zjistény alely s frekvencemi 0,525 pro G a 0,475 pro A, coz docela
neodpovida vysledkim studia Amoli (2000), u nichz byly Vvramci vySetfeni
polymorfismu G2964A genu STAT6 u britské populace dosazené frekvence 0,67 pro G a
0,33 pro A. Nicméné, vSechny homozygotni genotypy G/G byly prokazany pravé u
jedinct s alergii na arasidy, co odpovida piedpokladu ve studiu Amoli (2002) o tom, Ze

alela G by mohla souviset s rizikem vzniku alergii na ofechy.

Diagnostika atopickych onemocnéni, vcetné potravinovych alergii, stdle ptfedstavuje
potravinovym alergiim s vysokym rizikem vzniku anafylaxi, ktera mtize pak vest k amrti,
neni-li pomoc poskytnuta vcas. Proto je dulezité provadét piesnou diagnostiku pii
nejmensim podezieni na alergické onemocnéni, a kdyz je potteba, zahajit dalsi 1é¢bu co
nejdiiv. Za ,,zlaty standard* v diagnostice se stale pouzivaji imunochemické metody, a to
jsou kozni testy a stanoveni hladiny specifickych IgE protilatek v séru pacienta (Bidat,
2005; Krejsek, 2016).

V této bakalatské praci byly provadény jiné laboratorni postupy. Bylo zkouméano, jak
muze prispét Sangerova metoda ke stanoveni alergii na ofechy. Bohuzel, vzhledem
k soucasné epidemické situaci nebyl sledovany soubor moc velky, a proto nebyla zjisténa
urcitd korelace mezi vyskytem jednotlivych genotypu a alergii na ofechy. Z 11 lidi, které
mayji alergii na ofechy, byl prokazan homozygotni genotyp G/G jenom 2 lidi (18 %). Proto
v ramci dosazenych vysledkt nelze stoprocentni fict, jestli muze byt pouzivana geneticka
metoda vhodna ke stanoveni probihajiciho atopického onemocnéni (respektive alergii na

ofechy).

Pro hlubsi pochopeni problematiky byly porovnany vlastni ziskand data s vysledky

vyzkumu bakalaiské prace roku 2020; autorstvi Markéta Vadlejchovd. Autorka
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vySetfovala polymorfismus G2964A genu STAT6 jinou metodu. Ve svoje praci provadéla
podobné postupy, avSak misto sekvenace useku pouzivala metodu PCR-RFLP: béhem
praktické ¢asti provadéla izolaci DNA z bukalniho stéru, stanoveni koncentrace DNA v
izolatu, amplifikaci DNA metodou PCR s naslednym restrikénim $tépenim, kontrolu
produkti restrikéniho Sté€peni na gelu. Sekvenovala pouze pro kontrolu tfi vzorky (od
kazdého mozného genotypu). Autorka vysetiila 25 vzorkd, z nichz 16 prochazelo od osob
alergickych na ofechy. Béhem hodnoceni dosazenych vysledkt prokazala vSechny tii
mozné genotypi: heterozygotni genotyp G/A u 14 lidi (56 %), homozygotni genotypy
G/G u 10 lidi (40 %) a A/A u 1 jedince (4 %). Frekvence jednotlivych alel byla tedy 0,68
pro G a 0,32 pro A. Vysledky se shodovaly s vyzkumem Amoli (2002), kde pfitomnost
alel v britské populaci byla uréena s frekvenci 0,67 pro G a 0,33 pro A a genotyp G/G byl

spojen s vétsim vyskytem u lidi s alergii na ofechy.

Spojenim vlastnich vysledkt s vysledky Markéty Vadlejchové se trochu pozménila
statisticka data, ktera jsou uvedena v tabulce 9. Celkovy sledovany soubor obsahuje 45
0sob, 27 z nich maji alergii na ofechy. Nejcastéjsi genotyp je heterozygotni genotyp G/A
(69 %), pticemz u lidi s alergii na ofechy se objevil ¢astéji nez u osob bez alergie na
ofechy (f= 0,72 a 0,67). Homozygotni varianty genu STAT6 byly prokazany u 30 % G/G
a 3 % AJ/A jedincu s alergii na ofechy. U osob, které nemaji alergii na ofechy, se
vyskytovaly homozygotni varianty G/G u 72 % jedinci a A/A u 5 %. Frekvence
pritomnosti jednotlivych alel v populaci u osob trpicich alergii na ofechy je 0,63 pro alelu
G a 0,37 pro alelu A. Pomér frekvenci u osob bez alergie na ofechy ve srovnani
s pomérem frekvence alel u lidi s alergii na ofechy se trochu lisi: je tedy 0,58 pro alelu G
a 0,42 pro alelu A.

Dosazené frekvence se prakticky shoduji s vysledky studia Amoli (2002) - 0,61 pro G a
0,39 pro A oproti 0,67 pro G a 0,33 pro A (smerodatnd odchylka se rovna 0,03 pro G a
A). Nicméné, nelze fict, Ze frekvence vyskytu jednotlivé alely G a homozygotniho
genotypu G/G byly spojeny s vyssim rizikem vzniku alergii na ofechy. U osob, které
netrpi zadnou alergii na ofechy, frekvence vyskytu alely G jenom o trochu nizsi (0,05).
U homozygotnich genotypit G/G jedinct je rozdil také maly: 0,3 u osob s alergii oproti

0,22 u osob nealergickych na ofechy.

Co se tyka pouzivani metody sekvenovani v ramci vySetieni alergii na ofechy, souhlasim

s nazorem, ktery byl vyjadien na konci prace Markéty Vadlejchové. Tato metoda se
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nemuze hodit k rutinnimu testovani pacientti alergickych na ofechy kvili spotiebé
vysokého mnozstvi chemikalii, ne vzdy bezpecnych a cenové dostupnych, potiebného

vybaveni, které nejsou v kazdé laboratofi.

K diagnostice alergii na ofechy by nejlip mohly pfispét jina laboratorni a ptistrojova
vySetieni, napiiklad kozni prick testy, stanoveni koncentrace specifickych IgE proti
ofechiim. V nékterych pripadech mize byt proveden dvojité slepy oralni provokacni test

s placebem, ktery je povazovan za ,,zlaty standard (Zak, 2011).

Tabulka 9: Porovnavani statistickych dat dosazenych ve vlastni praci a v praci Markéty

Vadlejchovy
Genotyp/ | Vysledky Vlastni | Frekvence Frekvence Frekvence
el Markéty data vyskytu vyskytu vyskytu
alela
Vadlejchové genotypu/alely | genotypu/alely | genotypu/alely
v populaci v populaci u | vpopulaci u
celkem osob osob
alergickych na | nealergickych
ofechy na ofechy
G/A 14 17 0,69 0,67 0,72
G/G 10 2 0,27 0,3 0,22
A/A 1 1 0,04 0,03 0,05
G 34 21 0,61 0,63 0,58
A 16 19 0,39 0,37 0,42

Zdroj: vlastni
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V ramci této bakalarské prace doslo k osvojeni zdkladnich molekularné biologickych
metod a praktické zvladnuti téchto metod v laboratofi. Byl proveden postup izolace DNA
z bukdlniho stéru, stanoveni koncentrace DNA, amplifikace DNA metodou PCR,
kontrola produkta amplifikace pomoci gelové elektroforézy, enzymatické precisténi PCR
produktt a nasledna detekce polymorfismu genu G2964A STAT6 po sekvenovani.

Pro vysetfeni polymorfismu G2964A genu STAT6 bylo provedeno 20sekvenaci. U
vySetiovanych jedinct byly detekovano tii genotypy: 85 % G/A, 10 % G/G a 5 % A/A.
Z 11 lidi s alergii na ofechy bylo nejvic prokazano heterozygotnich genotypti G/A, jenom
u dvou lidi byli zjistény homozygotni genotypy G/G (18 %). Byl taky nalezen jeden

homozygotni genotyp A/A u €loveéka trpicim astmatem.

Ziskané vysledky byly probrany v diskuzi a porovnany s vyzkumy minulych let. Byly

dosazeny odpovédi na otazky, které byly stanovené na zacatku praci.

| kdyZ vySetiovany soubor nebyl pfili§ velky, mohly by ziskané vysledky ptispét k dalsi

piipadné préaci na tomto tématu, napiiklad v ramci dalsiho studia.
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9 Seznam zkratek

AAM alternativné aktivované makrofagy
ATP adenosintrifosfat

BCL2L1 Bcl-2-like protein 1

BCL-X B-cell lymphoma antiapoptotic protein
BE pufr Borate EDTA pufr

bp base pair

dATP deoxyadenosintrifosfat

dCTP deoxyadenosintrifosfat

ddATP dideoxycytidintrifosfat

ddCTP dideoxycytidintrifosfat

ddGTP dideoxyguanosintrifosfat

ddTTP dideoxythymidintrifosfat

dGTP deoxyguanosintrifosfat

DNA deoxyribonukleové kyselina

dNTP deoxyribonukleosid trifosfaty
dTTP dideoxyribunukleosidoveé trifosfaty
EGF epidermalni ristovy faktor

FGF fibroblastovy rustovy faktor

Gb gigabyte

HLA lidsky leukocytarni antigen

IgE imunoglobulin tfidy E

19G imunoglobulin tfidy G

lgM imunoglobulin tfidy M

IL interleukin

JAK Janus-kinaza

Kbp Kilo-base pair

lysU lysine-tRNA ligase

MAPK mitogen-activated protein kinases
MHC hlavni histokompatibilni komplex
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N/A not available (nedostupné)

NCBI National Center for Biotechnology Information
NGS next generation sequencing

p frekvence

PBS phosphate buffered saline (fosfatovy pufr)

PCR polymerazova fetézova reakce

PDGF platelet derived growth factor

pH vodikovy exponent

PPAR-y peroxisome proliferator-activated receptor gamma
PPi pyrofosfat

PYMT the polyomavirus middle T antigen

RFLP polymorfismus délky restrikénich fragmenth
RNA ribonukleové kyselina

rSAP shrimp alkaline phosphatase

SMRT sekvenovani jedné molekuly DNA v redlnem ¢ase
SOLID sequencing by oligonucleotide ligation and detection
sSDNA jednovladknova DNA

STAT signal transducer and activator of transcription

Tb terabaze

TE pufr Tris / EDTA pufr

Th pomocny T lymfocyt

tRNA transferovd RNA

uv ultrafialové

v-Abl oncogene transduced by Abelson murine leukemia virus
v-Fps tyrosine-protein kinase transforming protein Fps
v-Sis PDGF-related-transforming protein sis

V-Src tyrosine-protein kinase transforming protein Src
ZMWs zero-mode waveguides
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