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Sekvenovani genu ORMDL3

Abstrakt

Hlavnim tématem ptedkladané prace je analyza sekvenci genu ORMDL3, ktery je
identifikovan jako potencidlni rizikovy faktor fady onemocnéni, pficemz
nejdiskutovanéj$im z nich je détské astma. Tento gen je ¢lenem skupiny genit ORMDL,
kodujici transmembranové proteiny ukotvené v endoplazmatickém retikulu. ORMDLS3 je

u ¢loveka lokalizovan na chromozomu 17, v oblasti 17921.1.

V teoretické Casti prace jsou blize specifikovana autoimunitni onemocnéni, na jejichz
vzniku a rozvoji se mutace v genu ORMDLS3 do ur¢ité miry podili. Témito onemocnénimi
je jiz zminéné astma, dale Crohnova choroba, revmatoidni artritida, inzulin dependentni
diabetes mellitus a primarni biliarni cirh6za. Nasledné je zde popsana metoda Sangerova

sekvenovani, pomoci niz byly vzorky sekvenovany, a novodoba metoda NGS.

Praktickd cast prace je zaméfena na pfipravu vzorkil pro Sangerovo sekvenovéni
a hodnoceni sekvenacnich dat. K amplifikaci pozadovaného tuseku pro sekvenacni reakci
byla pouzita metoda PCR. Takto bylo pfipraveno 20 anonymizovanych vzorkii DNA.
K sekvenovani firmou Genseq S.r.0. bylo odeslano 15 vzorkt. Dale bylo hodnoceno 20
poskytnutych vzorkil, z nichz 10 bylo od déti z Ceskobudgjovicka a 10 od déti

z Karvinska. Také tyto vzorky byly anonymizovany.

Pro analyzu sekvenci jednotlivych vzorkt DNA byl vyuZit volné pfistupny program
BioEdit a databaze NCBI. Sekvence byly ptecteny z obou stran (forward a reverse),
nalezené mutace identifikovany a vysledna data zaznamenéana do grafi. Po pfecteni
vlastnich sekvenci byla u 5 z 15 vzorkl pfitomna heterozygotni mutace. Stejnd mutace
byla piitomna také v poskytnutych sekvencich, konkrétné u 8 z 10 Ceskobudg&jovickych

a 3 z 10 Karvinskych. Tato mutace neni v databdzi NCBI dosud popséna.
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Sequencing of the ORMDL3 gene

Abstract

The main topic of the presented bachelor thesis is a sequence analysis of the ORMDL3
gene, which is identified as a potential risk factor for many diseases, the most discussed
of which is childhood asthma. This gene is a member of the ORMDL gene family, which
encodes transmembrane proteins anchored in the endoplasmic reticulum. In humans,

ORMDL3 is located on chromosome 17, in region 17921.1.

In the theoretical part of the thesis the autoimmune diseases, on which origin and
development the mutations in the ORMDL3 gene participate to a certain extent, are
specified. These diseases include the aforementioned asthma, Crohn's disease,
rheumatoid arthritis, insulin-dependent diabetes mellitus and primary biliary cirrhosis.
Also, the Sanger sequencing method by which the samples were sequenced, and the
modern NGS method are described here.

The practical part of the thesis is focused on preparation of samples for Sanger
sequencing, and evaluation of sequencing data. To amplify the desired region for the
sequencing reaction, the PCR method was used. 20 anonymized DNA samples were
prepared this way. For sequencing by Genseq s.r.0. 15 samples were sent. Furthermore,
20 provided samples were evaluated, 10 of which were from children from the Ceské
Budéjovice region and 10 from children from the Karvina region. These samples were

also anonymized.

To analyze the sequences of individual DNA samples, freely available BioEdit program
and the NCBI database was used. The sequences were read from both sides (forward and
reverse), the found mutations were identified and the resulting data were plotted in
graphs. After the sequences were read, a heterozygous mutation was present in 5 of the
15 samples. The same mutation was also present in the provided sequences, specifically
in 8 out of 10 from Ceské Budg&jovice and 3 out of 10 from Karvina. This mutation has

not yet been described in the NCBI database.
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Uvod

Astma je jednim z nejCastéjSich chronickych onemocnéni a jeho prevalence neustale
nartstd. Toto onemocnéni je socioekonomickym problémem po celém svéte

(Kudo et al., 2013) a nejcastéji postihuje déti a mladistvé (Verlaan et al., 2009).

Ptitomnost mutace v genu ORMDL3 mitize zvysit riziko rozvoje astmatu, ale i fady dalSich
autoimunitnich onemocnéni (Bugajev et al., 2016). Mezi tato autoimunitni onemocnéni
patii Crohnova choroba (zanétlivé onemocnéni stiev), inzulin dependentni diabetes
mellitus (t€lo neni schopné dodavat nebo efektivné vyuzivat inzulin), revmatoidni
artritida  (postihuje klouby) a primarni biliarni cirhéza (onemocnéni jater)
(Verlaan et al., 2009).

Cilem prace je osvojeni zakladnich metod molekularni biologie a dale srovnani
nalezenych mutaci vgenu ORMDL3 mezi populacemi déti z Karvinska
a Ceskobud&jovicka. Souéasti prace bude popis laboratornich metod od izolace DNA, jeji
kvantifikace, PCR amplifikace, az po piipravu vzorkli pro Sangerovo sekvenovani.
Sekvence jednotlivych vzorkli budou analyzovany a vysledky analyzy nésledné
porovnany v ohledu na jiz zminéné oblasti, ze kterych déti pochazi. Sledovana bude

cetnost vyskytu mutaci a nalezené mutace budou blize specifikovany.

Bude ovéteno, Ze metodiku sekvenovani z primarniho vzorku bukalniho stéru lze pouzit
v klinické praxi. Vysledek této prace by mél ptispet ke vztahu vyskytu mutaci v zavislosti

na prostiedi.



1 Gen ORMDL3

Gen ORMDL3 (Orosomucoid like-3 protein) je ¢lenem genové rodiny ORMDL, ktera
kéduje transmembranové proteiny ukotvené v endoplazmatickém retikulu. Do této
skupiny geni patii také gen ORMDL1 a ORMDL2. ORMDLS3 je u ¢lovéka lokalizovan na
chromozomu 17, v oblasti 17g21.1. Obsahuje celkem 7 exonu (NCBI, 2021), z toho
3 kédujici. Kodujici oblast ¢ita celkem pies 2 tisice bazi (Hjelmqvist et al., 2002).
Polymorfismy v lokusu na chromozomu 17g21.1. jsou spojovany se zvySenou expresi

genu ORMDLS3 a piispivaji tak k patogenezi nékolika onemocnéni (Zhang et al. 2019).
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Obrazek 1 Lokace genu ORMDL3 (zdroj: GeneCards, © 2021)

Gen ORMDLS3 je tizce spojen s Castym vyskytem astmatu u kojenci a déti predskolniho
véku (Bugajev et al., 2016). Astma ovSem neni jedinym onemocnénim, u kterého je
pozorovana piitomnost tohoto genu. Dal§imi zanétlivymi onemocnénimi jsou Crohnova

choroba, revmatoidni artritida, inzulin dependentni diabetes mellitus a primarni biliarni

cirh6za (Verlaan et al., 2009).

1.1 Sfingolipidy

Sfingolipidy jsou podstatné v celé fadé¢ d&ji. Hraji dulezitou roli pfi udrzovani funkce
a integrity membrany, zachovani struktury a funkce lipoproteind a pfi prevenci mnoha
nemoci. Tvofi velmi odolnou lipidovou dvojvrstvu plazmatické membrany, a tim chrani
povrch bunék pted Skodlivymi faktory prostiedi. Jednoduché metabolity sfingolipidd,
majici funkci mediatort v signalizacnich kaskadach, se ucastni zanétu, nekrozy,
apoptézy, diferenciace, stresovych faktord a dalSich specifickych procest

(Worgall, 2017).

Gen ORMDL3 ptisobi jako mediator sfingolipidové homeostazy a miize mit vliv na funkci
eozinofill. Nadmérnd exprese ORMDL3 snizuje syntézu sfingolipidd, zvysuji se tak
zanétlivé markery, a dochazi k remodelaci a hyperreaktivité dychacich cest v reakci na
alergické podnéty. Ve tedy naznaCuje tomu, ze nespravna regulace sfingolipidii pfispiva

k rozvoji détského astmatu (Worgall, 2017)
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1.2 Hladina Ca%*

Gen ORMDLa3 je siroce exprimovan V riznych tkanich. Jeho exprese je vysoka zejména
v burikach ucastnicich se zanétlivé odpovédi. ORMDL3 méni homeostdzu Ca?* v ER,
které je dilezité pro signalizaci, vyrobu, fungovani a ukladani vnitrobunééného Ca?*.
Zmény hladiny Ca®* vER vedou KrozloZzeni proteinové odpovédi, coZ je proces
povazovany za endogenni induktor zdnétu. Nasledkem dysregulace Ca?* je né&kolik
patologickych stavii, mezi kter¢é se fadi nespravnd funkce pumpy SERCA

(sarco/endoplasmic reticulum Ca?* ATPase) (Bugajev et al., 2016).

Pumpa SERCA je zprosttedkovatelem transportu vapenatych iontd z cytosolu do ER.
Produkt genu ORMDL3 inhibuje pumpu SERCA, coz ma za nasledek snizenou
koncentraci ER vapniku a zvySenou reakci rozvinuté proteinové odpoveédi (UPR)

(Cantero-Recasens et al., 2010).

UPR se podili na remodelaci dychacich cest a je obzvlast¢ relevantni v buiikach
imunitniho systému, kde ma vliv na vyvoj lymfocyti a funkci plazmatickych bunék.
Je aktivovana Vv piipadé rozlozenych nebo nespravné slozenych proteint v lumenu ER.
Cilem UPR je obnoveni spravné funkce buniky zastavenim translace proteinu, degradaci
nespravne slozenych proteinti a ndslednou aktivaci signalnich drah. Tyto drdhy vedou ke
zvySeni produkce chaperont a podileji se na skladani proteinti. Pokud se tento proces

nepovede, nasleduje apoptoza (Cantero-Recasens et al., 2010).

1.3 ATF6

Dale je gen ORMDL3 spojen s aktivaénim transkripénim faktorem 6 (ATF6). ATF6 je
stresem regulovany transkrip¢ni faktor, ktery aktivuje transkripci molekul ER. V ptipadé
vyskytu Spatné poskladanych proteinii v ER dochazi k proteolytickému $tépeni ATF6,
chaperonti (Das a Broide, 2016). ATF6 spole¢né s dal$imi transmembranovymi proteiny
lokalizovanymi v endoplazmatickém retikulu detekuji mnoZstvi rozloZzené¢ho proteinu
v lumenu organely a slouzi jako stresové receptory. Transdukuji signal do jadra, ktery
vede k regulaci transkripce a syntézy proteinti. Souhrnné signalizuji rozvinutou
proteinovou odpoveéd’ (UPR) (Ron a Walter, 2007).
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2 Astma

Astma je chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest a je vaznym zdravotnim
a socioekonomickym problémem po celém svété. (Kudo et al., 2013). Nejcastéji postihuje
déti a mladistvé (Verlaan et al., 2009). Pfitomnost mutace v genu ORMDL3 zptisobuje u
déti o 60 az 70 % vys§i riziko vzniku astmatu (Gordon, 2011). V Ceské republice trpi
astmatem minimalné 800 tisic lidi (Brhel, 2008).

Toto onemocnéni vznika nejCastéji v détstvi, avSak ve vétsin€ pripadi pretrvava az do
dospélosti (Care Comm, © 2020). Lze tedy fict, Ze astmatem mohou trpét osoby vSech
veékovych kategorii. V soucasné dobé jej nelze zcela vylécit, a ani mu nijak Géinné
primarn¢ predchazet. Pokud neni toto onemocnéni pod kontrolou, zpiisobuje znacné
omezeni kazdodenniho Zivota a ve vazngjSich ptipadech i smrt (Kasak, 2018). Je také
uzce spojeno s alergiemi a miize byt doprovazeno alergickymi stavy, jako je naptiklad
senna ryma (Care Comm, © 2020). Zavedeni 1é¢by inhala¢nimi kortikosteroidy vyrazné
prispélo ke zlepSeni zivota nemocnych trpicich astmatem. V soucasnosti tak 1ze U vétSiny
pacientll pln€ kontrolovat symptomy astmatu. K t€Zkym exacerbacim nemoci s nutnosti

pé&e na JIP tak dochazi velmi vzacné (Sevéik a Matgjovig, 2014).

2.1 Rizikové faktory rozvoje onemocnéni

Na vzniku astmatu se podileji dédi¢né faktory spolu s negativnim vlivem vnéjsiho
prostiedi (KaSak, 2018). Mezi rizikove faktory zevniho prostfedi patii napt. alergeny,
kouteni, pasivni kouteni a rozto¢i. U dospélych astma za¢ina ¢asto po nachlazeni, viroze
nebo pii expozici drazdivému faktoru na pracovisti. Vyvoj astmatu u déti je dan zejména
expozici rozto¢t V domacnosti (prach - koberce, matrace, plysaci). Trus roztoct obsahuje
bilkovinu, ktera v pfipad¢ piecitlivélosti jedince vyvolava po vdechnuti reakci na vystelce

prudusek vedouci k zanétu dychacich cest (Ayres, 2001).

2.2 Patofyziologie a klinicky obraz

Toto chronické zanétlivé onemocnéni je doprovdzeno rozsahlymi zménami ve stavbé
dychacich cest. Tyto zmény jsou oznaCovany jako remodelace, jejiz podstatou je
proliferace fibroblastii, depozice kolagenu v subepitelové lamina reticularis a hyperplazie

a hypertrofie bun¢k hladkych svalti (Brhel, 2008). K remodelaci dochazi v dusledku
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dlouhodob¢ probihajiciho zanétu. Reaktivita dychacich cest je tak zvySena a projevuje
zhorSenym (omezenym) prutokem vzduchu plicemi. Dychaci cesty jsou zuzeny stahem
svaloviny prudusek a otokem sliznice, ptipadné ucpané hlenovou zatkou, ktera uzavira
periferni pradusky (Kasak a Koblizek, 2009). Kromé toho hladké svalstvo dychacich cest
vykazuje zvySenou proliferativni a migracni reakci a také zvySenou sekreci nescetného

mnozstvi protizanétlivych cytokind, chemokini a ristovych faktort (Mahn et al., 2009).

normalni priiduska priuduska zasazena astmatem

volnd prichodnost
hladkého svalstva

zuzend prichodnost
hladkého svalstva )

3 )" \ otok

plicnf sklipky & A hen
Obrazek 2 Zanét priudusSek zpiisobujici astma (zdroj: Designua, © 2021)

Astma se klinicky projevuje exacerbacemi s ptiznaky bronchidlni obstrukce a kaslem.
Pro bronchialni obstrukcei je charakteristickd duSnost, tiha na hrudi a piskani. Prvotnim
podnétem ke vzplanuti nemoci je negativni ptisobeni spoustécd, kterymi mohou byt
alergeny (napf. srst, plisné, pyly), respiracni infekce (napt. rhinoviry, viry parainfluenzy),
hyperventilace (napf. pii t€lesné namaze, smichu), zmény pocasi, nékteré potraviny, léky

(napf. aspirin) a drogy (Kasak a Koblizek, 2009).

2.3 Prevence

Zakladnim krokem pfi prevenci je vyhybani se alergenlim. Za nezbytnou je povaZovana
likvidace prachu v domacnosti (Ziji v ném roztoci). Domaci zvifata jsou dal§im
ze spoustécu alergické reakce (kocky, psi, kralici) a déletrvajici kontakt s nimi muze vést
ke chronickému zhorSovéani astmatu. Pacienti by se méli vyhybat potravindm, na které
jsou alergicti, ovSem ne vzdy je dieta k udrzeni astmatickych ptiznakli pod kontrolou

dostate¢na. Kufaci by méli prestat koufit a vyvarovat se pasivnimu kouieni. Pokud matka
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béhem tchotenstvi koufi, zvySuje se tim riziko, ze se ji narodi dit¢ s astmatem

(Ayres, 2001).

2.4 Diagnostika

Stanoveni diagnozy astmatu byva obtizné, protoze méa podobné piiznaky jako fada dalSich
onemocnéni dychaci soustavy (Ayres, 2001). Klinicky jej 1ze stanovit podle ¢tyt hlavnich
ptiznakl mezi néz patii dusnost, hvizdavy dech, kasel a pocit tihy na hrudi. Pro potvrzeni
diagnozy je nezbytné vysetieni funkce plic (Brhel, 2008). Zakladem pro ur¢eni astmatu
jsou funk¢ni dechové testy (métfeni vrcholové rychlosti vydechu a spirometrie), které méii
miru zGzeni dychacich cest (Ayres, 2001). Alergologické vySetfeni neni pro stanoveni
diagnozy rozhodujici, mtze ale pomoci k rozpoznani rizikovych faktorii vyvolavajicich

u pacienta piiznaky (Brhel, 2008).

2.5 Terapie

V soucasné dob¢ toto onemocnéni nelze vylécit, ale pti dlouhodobé a preventivni 1é¢bé
je mozné mit jej pod kontrolou. Lécba je provadéna za ucelem udrzeni oxygenace,
zmirnéni bronchialni obstrukce, snizeni otoku dychacich cest a tvorby hlenu a podporu
ventilace (Sevéik a Mat&jovi¢, 2014). Léky pro 16¢bu astmatu Ize rozdélit na preventivni
dlouhodobé (udrzeni kontroly nad astmatem), naopak Iéky ulevové jsou uzivany dle

potieby (rychle pisobi a odstranuji bronchokonstrikei) (Brhel, 2008).

Inhalaéni kortikosteroidy (IKS) jsou v soucasnosti povazovany za nejucinnéjsi
preventivni antiastmatika s protizanétlivymi uc¢inky, ktera jsou zaroven i Iékem
modifikujicim nemoc. Jejich uZivani je vhodné pro vSechny vékové kategorie.
Dlouhodoba terapie IKS efektivné potlacuje chronicky zéanétlivy proces v dychacich
cestach u vétsiny pacientl s bronchialnim astmatem. Casné nasazeni terapie IKS poméha

Vv prevenci vzniku ireverzibilnich zmén v dychacich cestach (Hutyrova, 2015).

Kombinovana farmakoterapie je nejic¢innéjsi v kombinaci IKS a LABA, pfedevsim ve
fixni kombinaci jednim inhaldtorem. Tato kombinace (IKS a LABA, piipadné IKS
a teofyliny) je prospésna hlavné u kurdkt (20-40 % astmatické populace), u kterych je

disledkem koufeni rozvoj sekundarni kortikorezistence. Koufeni sniZzuje uc¢innost
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enzymu HDAC2 nezbytného pro zastaveni acetylace histonli a néasledného zastaveni

w1

Teofyliny (napt. Afonilum, Euphyllin) jsou léky v tabletové formé, pilivodné uzivany
K uvolnéni prudusek (bronchodilata¢ni preparaty), nyni spiSe v prevenci. Dal§imi
uzivanymi léky jsou blokatory leukotrient (Singulair, Accolate), které jsou vhodné také

predevsim pro prevenci, ale maji i lehké bronchodilata¢ni ucinky (Ayres, 2001).
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3 Inzulin dependentni diabetes mellitus (IDDM)

Inzulin dependentni diabetes mellitus, znamy také jako diabetes mellitus 1. typu, je
onemocnéni, pti kterém nase télo neni schopné dodavat nebo efektivné vyuzivat inzulin
(Nussbaum et. al, 2004). IDDM se fadi mezi autoimunni endokrinopatie. U osob
nachylnych k tvorbé autoprotilatek proti vlastnim endokrinnim Zzldzdm je obvykle
pozorovana typickd konfigurace HLA gend, ovSem ne kazdy, u koho je pfitomna,
onemocni. Pocatkem vzniku onemocnéni IDDM je hyperglykemie a ketaciddza,

vyzadujici 1é¢bu inzulinem (Svacina, 2010).

Za sekreci inzulinu odpovidaji B-buniky Langerhansovych ostravkii. Pokud dojde
autoimunitnim procesem ke zniceni vice nez 90 % téchto bunék, dochazi k nedostate¢né

sekreci inzulinu a k rozvoji onemocnéni (Skrha, 2009).

3.1 Patogeneze

3.1.1 Genetika

Hlavni roli v rozvoji IDDM hraji genetické faktory. Onemocnéni jako takové se nedédi,
dédi se pouze nachylnost na ngj. Vyznamnym ukazatelem je HLA-systém
(SrSen a SrSnova, 1995). HLA lokus mize 30-60 % pftispivat k susceptibilit¢ na IDDM
(Nussbaum et. al, 2004). Bylo zjisténo, ze 95 % bélosské rasy ma haplotyp HLA-DR3
nebo HLA-DR4, popiipadé oba tyto haplotypy (SrSen a Sr$nova, 1995), ackoli u kontrol
jsou zjistovany jen u 50 % populace (Nussbaum et. al, 2004). Tyto haplotypy neumoziuji

identifikovat geny pro individualni susceptibilitu.

V asociaci S HLA-DR4 se vyskytuji podobné jako IDDM i dal$i autoimunitni
onemocnéni, proto nelze urcit specificky gen, ktery je zodpovédny za individualni
susceptibilitu. Mize se tedy jednat o jakykoli gen (poptipad€ geny) na dlouhém raménku

chromozdmu, na kterém jsou haplotypy DR4 (SrSeni a SrSiiova, 1995).

7Zda se, ze hlavnim aspektem pro vnimavost k IDDM je alela DQp1°0302
(segreguje s DR4) a DQP1°0201 alela (segreguje s DR3). Naopak tomu je u alely
DQPB1°602 (segregovana s DR2), kterd je jakousi ochrannou alelou potlacujici vliv

susceptibilni alely (v piipadé, Ze jsou pFitomny ob¢&) (Nussbaum et. al, 2004).
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3.1.2 Rizikové faktory prostiedi

Dalsim faktorem pro susceptibilitu na IDDM je vliv vnéjsiho prostiedi. Mezi rizikové
faktory patii virové infekce (napf. virus rubeoly, parotitidy, influenzy A), 1éky, vyziva
a n€které chemické latky (napf. nitrozaminy) (SrSefi a Sr$nova, 1995). Diskutovana je
také pred¢asna vyziva novorozencu produkty z kravského mléka (Folsch et al., 2003).
Pravé casny piijem kravského mléka a virové infekce se ziejmé podileji na vzniku

autoimunitni reakce proti B-buiikam (Skrha, 2009).

3.2 Patomechanismus IDDM

Zminéné exogenni faktory (virova infekce a ¢asna expozice bovinnimu albuminu) mohou
vyvolat autoimunitni reakci, pii které dochazi k destrukci B-bunék. K té dochazi na
zaklad¢ sdileni antigennich determinantti mezi B-buitkami a virovym nebo bovinnim
albuminem. OvSem skute¢nost, Ze pouze u 1 % z 10 % 0sob majicich tyto autoprotilatky
se vyvine IDDM ukazuje, Ze autoprotilatky nejsou jedinym faktorem, ktery se podili na

progresi tohoto onemocnéni (Nussbaum et. al, 2004).

3.3 Diagnostika a klinicky obraz

V soucasné dob¢ je diabetes mellitus diagnostikovan a klasifikovan podle kritérii Svétové
zdravotnické organizace nebo Americké diabetologické asociace (PeruSi¢ova, 2008).
IDDM ma obvykle rychly nastup, proto je nezbytné rychlé zahajeni 1écby, aby bylo

zabranéno ohrozeni Zivota ketacid6zou (Svacina, 210).
Diagnostickymi kritérii jsou v soucasné dobé:

1. glykemie > 11,1 mmol/l

a) nahodna + klasické symptomy

b) ve 120. minuté oGTT s podanim 75 g glukozy
2. glykemie > 7,0 mmol/l nala¢no zji§téna opakované

(Svacina, 2010)

Mezi abnormality vyvolané nedostatkem inzulinu patii hyperglykemie, zvySené
koncentrace volnych mastnych kyselin, ketolatek v séru a koncentrace triglycerida,

sniZzeni syntézy a zvySeny katabolismus bilkovin, dehydratace. Typickym ptiznakem
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ptipadech dochazi ke Kussmaulovu dychani a ke kdmatu (Svacina, 2010).

3.4 Terapie

Dieta a fyzicka aktivita jsou v Iécbé IDMM nezbytnym opatfenim. Dieta by m¢éla
zalozena na vyssi frekvenci jidel a omezeni potravin s vys$sim obsahem cukru. Sacharidy
by tedy mély byt pfijimany rovhomérné v priabéhu celého dne (Svacina, 2010). Cilem
regulované stravy je zabranit kolisani glykémii a rozvoji hypoglykémie. Fyzicka aktivita
snizuje glykémii a podil télesného tuku, zvySuje utilizaci glukdzy v organismu, upravuje
lipidové spektrum a ptiznive ovliviuje krevni tlak (Perusi¢ova, 2007). Soucasné s dietou
je diabetik obvykle léCen intenzifikovanym inzulinovym rezimem, ktery zahrnuje tfi
davky kratkodob¢ plisobiciho inzulinu a jednou ¢i dvakrat denné dlouhodobé ptlisobiciho

inzulinu (Svacina, 2010).

Po navozeni normoglykemie miize byt potfeba inzulinu velmi mala, pfesto jej
nevysazujeme. UdrZovani 1é€by inzulinem je dileZité jak z hlediska psychologického
(je jisté, Ze brzy k inzulinoterapii znovu dojde), tak objektivniho (vlivem 1é¢by inzulinem
dochazi k pomalejSimu zaniku exkrece vlastniho inzulinu). Analoga inzulinu jsou
syntetick¢é molekuly blizké inzulinu a jsou pfipravovany zdménou aminokyselin nebo
navazdnim dalS$iho fetézce. Jsou piedepisovdna jako ptedstupent 1é€by inzulinovou
pumpou, ktera je indikovana u pacientt, u kterych neni klasicka inzulinoterapie

dostate¢n¢ ucinna (Svacina, 2010).
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4 Crohnova choroba

Crohnova choroba je onemocnéni bézn¢ oznaCovano jako zanétlivé onemocnéni stiev
(Khatri, 2020). Toto onemocnéni je charakterizovano transmuralnim granulomatéznim
zanétem, ktery muze postihnout jakoukoli ¢ast gastrointestindlniho traktu
(Ha a Khalil, 2015). Nejcasté&ji postizenou ¢asti jsou jiz zminéna stieva. MiZe se jednat o
postizeni tenkého stfeva, tlustého stieva anebo obou dohromady (Ranasinghe a Hsu,
2020). Prevalence se za posledni desitky let neustale zvySuje (Cosnes et al. 2011).
Nejcast¢jsi obdobi nastupu onemocnéni je ve véku 15 az 30 let a 40 az 60 let. Crohnovu
chorobu dosud nelze vylécit, proto je 1écba zalozena predev§im na zmirnéni piiznak,

které pacientim brani v proziti aktivniho a kvalitniho zivota (Khatri, 2020).

4.1 Priznaky Crohnovy choroby

Nejcastej$im piiznakem onemocnéni je chronicky prijem s vyskytem krve, hlenu anebo
obojiho soucasné. Na to navazuji bolesti bficha a ztraita na vaze pacienta

(Ha a Khalil, 2015). Dale muize byt ptitomno rektalni krvaceni (Khatri, 2020).

Crohnova choroba zpiisobuje mistni (stfeva) a systémové (extraintestinalni) komplikace.
Mezi mistni komplikace patii abces, perianalni pistéle, malabsorpce Zivin v tenkém stievé
a fada dalSich problémi. Systémovymi komplikacemi jsou artritida a ankylozujici
spondylitida a kozni problémy erythema nodosum (Khatri, 2020), a méné obvykla
pyoderma gangrenosum (Ha a Khalil, 2015).

4.2 Rizikové faktory

O tom, zda onemocnime Crohnovou chorobou rozhoduje interakce mezi genetickou
predispozici a rizikovymi faktory prostfedi (Ha a Khalil, 2015). Crohnova choroba je
pomeérné ¢asto dédi¢na, a to az u 20 % postizenych (Khatri, 2020). Na rozvoji se podileji
1 dal$i zanétlivda onemocnéni, véetné astmatu, ankylozujici spondylitidy, atopické
dermatitidy, psoriazy (lupénky) a primarni sklerozujici cholangitidy (Ha a Khalil, 2015).
Hlavnim rizikovym faktorem je koufeni, které muze vést ke zhorSeni onemocnéni
ibuprofen a dalsi jemu podobné, nezptisobuji Crohnovu chorobu, ale mohou vést k zanétu

stiev a ke zhorSeni stavu. Také strava hraje vyznamnou roli. Negativni dopad ma vysoky
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pfijem tukll a primyslové zpracovanych potravin (Khatri, 2020). Naopak strava
s vysokym obsahem vlakniny a ovoce pusobi pozitivné (Ha a Khalil, 2015).

4.3 Patofyziologie

Pro Crohnovu chorobu je charakteristicky transmuralni zanét. Ten miZe zahrnovat cely
gastrointestinalni trakt od 0st az po perianalni oblast. Jak jiz bylo zminéno, nejcastéji
postizenou oblasti je tenké a tlusté stievo. Nejprve je poskozena oblast kolem
Lieberkithnovych krypt, poté dochazi ke tvorbé vieda (nejprve na povrchu sliznice, poté
prostup do hlubsich vrstev). Naslednd je tvorba granulomil ve vSech vrstvach stfevni
stény. Zanicené oblasti stfev jsou nahrazeny jizvami. Zanét a nasledné zjizveni vedou

k obstrukci stiev a tvorbé ziizeni (Ranasinghe a Hsu, 2020).

Tvorba granulomi je u Crohnovy choroby velmi castd, nicméné jejich absence
nevyluduje diagnozu. Casty je také vznik pistéli, které mohou propojit klicky stiev

(Ranasinghe a Hsu, 2020).

Normal Intestine Crohn’s Disease

10

Cobblestone like

intestinal surface

Normal

intestinal surface Fissure

. ‘\ :_t"f
¥
Normal wall \ - ‘ |

Fat wrapping

Thickened wall

Obrazek 3 Porovnani vzhledu zdravého streva a stieva postizeného Crohnovou
chorobou (zdroj: Sambav Health, 2019)
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4.4 Diagnostika

Ke stanoveni diagnézy Crohnovy choroby nestaci pouze jedno vysetieni. Divodem je
velky pocet ptiznakd, které mohou byt pfitomny i u jinych zdravotnich problémd. Proto
je zapotiebi mnoho vySetieni a jejich nasledné posouzeni (Khatri, 2020). V souc¢asnosti
je nejpouzivanéj$im diagnostickym vysetifenim ileokolonoskopie s biopsii (Ha a Khalil,
2015). Pomoci laboratornich testii jsou hledany znamky infekce, zanétu, vnitiniho
krvaceni a nizké hladiny nékterych latek (zZelezo, bilkoviny, minerdly). Krevni testy
zahrnuji n¢kolik riznych vySetieni. Testy na protilatky zjiSt'uji, zda se jedna o Crohnovu
chorobu nebo ulcerdzni kolitidu (ASCA, pANCA). Déle se vySetiuje krevni obraz,
C-reaktivni protein, elektrolyty, rychlost sedimentace erytrocytli, hladiny zeleza a B12
a funkce jater (Khatri, 2020). Vyuzivany jsou rovnéZ zobrazovaci metody jako je
vypocetni tomografie (CT) a magneticka rezonance (MRI) (Ha a Khalil, 2015).

45 Terapie

Neexistuje zadna univerzalni 1éba. Lékar se pokusi spole¢né s pacientem zjistit, jaka
1é¢ba je pro néj nejucinnéjsi (Pathak, 2020). Primarné by mél pacient ptestat koufit, praveé

kvuli negativnimu dopadu na prib&éh onemocnéni (Ha a Khalil, 2015).

Léky jsou obvykle prvni volbou 1é¢by (Pathak, 2020). Ty slouzi k potlaceni piiznaku
a zanétlivé reakce v téle (Ha a Khalil, 2015). Kortikosteroidy uklidiiuji imunitni systém
a zmiriiuji otoky. Jsou predepisovany pouze pro kratké uziti, protoze mohou zpisobit
vazné vedlejsi u€inky. DalSimi 1éky jsou aminosalicylaty a imunomodulatory. MiiZe byt
pouzivéan také paracetamol k potlaceni bolesti. Naopak ibuprofen, naproxen a aspirin
mohou pfiznaky zhorsit. Antibiotika jsou piedepisovana k zabranéni vzniku infekci

Vv zazivacim traktu, které by mohly vést k abscesum nebo pistélim (Pathak, 2020).

Dal8i mozZnosti 1écby je dieta. Pokud je onemocnéni v pokrocilém stadiu, dochazi
Kk vylouceni peroralniho ptijmu potravy. Pacient pije pouze ¢iré tekutiny (Pathak, 2020)
a je mu aplikovéna parentélni nebo enteralni vyziva. U¢inn4 je také bezezbytkova dieta
(vylouceni nerozpustné vlakniny a tu¢nych jidel) (Pacienti IBD z. s.). Strava by m¢la byt

rozdélena do malych porci konzumovanych v pribéhu dne (Pathak, 2020).
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| v ptipadé, Ze se 1écba po néjakou dobu jevi jako ucinnd, je po urcité dobé potieba provést
u veétSiny pacientll s diagnostikovanou Crohnovou chorobou chirurgicka resekce
(Pathak, 2020). Ta je nutna zejména pii netspésné 1é¢be 1éky, opakované nepriichodnosti
sttev, podvyzive a pii komplikacich jako je perforace a abcesy. Po operaci ovSem zakladni
patologie stale pretrvava, coz ma za nasledek vysokou recidivitu onemocnéni
(az 45 % po 5 letech a az 61 % po 10 letech) (Ha a Khalil, 2015). Nejcastéji je u pacientl
s Crohnovou chorobou provadéna ileocekalni resekce. Nutné je vyhnout se opakovanym

operacim, které vedou ke zkraceni tenkého stieva (Pacienti IBD z. S.).
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5 Revmatoidni artritida

Revmatoidni artritida (RA) je chronické zanétlivé onemocnéni postihujici synovialni
vystelky kloubi, Slach a tihovych vacku (Pavelka, 2010). Charakteristickym klinickym
projevem je chronicka symetricka polyartritida s naslednym vznikem kloubnich destrukci
a deformit. Mnoho nemocnych trpi soucasné také mimokloubnimi a systémovymi
ptiznaky (Pavelka, 2012). Nelécena RA snizuje kvalitu zivota a pfispiva k vyraznému
funkénimu omezeni nemocnych. Kardiovaskularni komplikace nelécené RA maji za

nasledek vys$si mortalitu postizenych touto nemoci (Seifert et al., 2013).

5.1 Priznaky RA

Prvni ptfiznaky onemocnéni se projevuji vétSinou pomalu a nendpadng, a zacinaji
symetrickym postizenim rukou. Oteklé bazalni a stfedni klouby na rukou byvaji bolestivé
a po ranu zatuhlé. Postupem nemoci jsou prsty deformovany a ziskavaji vietenovity tvar
(Fucikova, 1995). Vlivem zénétu mize dojit k odbouravani chrupavky v postizeném
kloubu, difuzni periartikuldrni dekalcinaci a lokadlnimu odbourdvani kosti se vznikem
destrukci a naslednych deformit. Na rentgenovém snimku je pak ziZeni chrupavky

a pritomnost erozi. Pokud se jedna o t¢zsi ptipad, mohou se objevit znamky vaskulitidy

(Pavelka, 2012).

Obrdazek 4 Klouby prstii téZce postizeny RA (zdroj: Parker, 2007)
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5.2 Etiopatogeneze

Piivod onemocnéni neni zndmy. Predpoklada se, ze hlavnim podnétem pro rozvoj nemoci
je vliv dédi¢nych a vngjsich faktort (Pavelka, 2010). Chronicky zanét je udrzovan
zanétlivymi bunikami infiltrujicimi synovialni membranu a dutinu kloubu. Aktivace
téchto bunék je nejpravdépodobnéji vyvolana kloubnim antigenem uvniti kloubu
(Pavelka, 2012). Predispozici pro rozvoj RA je nosicstvi alel HLA-DR4 ¢i HLA-DRL.
Casta je také ptitomnost sérovych autoprotilatek proti IgG (revmatoidni faktory) a proti

ACPA (citrulinovym peptidiim) (Pavelka, 2010).

Patologickym projevem RA je obvykle rast zanétlivé tkdn€ uvnitt kloubu. Tato tkan ma
destruktivni Gc¢inek zpusobujici poskozeni chrupavky a naslednou aktivaci osteoklasti,
¢imz dochazi k odbouravani kosti a vzniku erozi typickych pro RA (Pavelka, 2012).
Vyznamnym faktorem v udrzovani zanétu je vysoka tvorba prozanétlivych cytokind,
predev§im tumor nekrotizujictho faktoru (TNF-a), a interleukinu 1 a 6 (IL-1, IL-6)
(Pavelka, 2010).

5.3 Klinicky obraz

Revmatiodni artritida postihuje 2-3krat Castéji zeny nez muze a jeji ndstup je pozvolny
v prubéhu nekolika tydnt az mésici (Seifert et al., 2013). Zprvu zaéina velmi nenapadné,
pfi¢emz typickymi pfiznaky jsou zvySend teplota, inava, nechutenstvi, ubytek hmotnosti
a celkova slabost. Nejprve byvaji postizeny predev§Sim drobné klouby zapésti,
metakarpofalangealni (MCP), proximalni interfalangealni (PIP) a radiokarpalni (RC)
klouby (Pavelka, 2012). Velké nosné klouby koncetin jsou artritidou postizeny obvykle

az po delsim pribéhu onemocnéni (Seifert et al., 2013).

Klouby postizené RA jsou obvykle nateklé, teplé a velmi citlivé. Nemocni mivaji slaby
stisk ruky netimérny intenzité bolesti. Rano po probuzeni jsou klouby nejbolestivejsi
a Casto zatuhlé. Tato ranni zatuhlost trva nékolik desitek minut az hodin. Mimokloubni
projevy onemocnéni, mezi né€z patii napi. revmatické uzle, postiZeni plic €1 vaskulitida,

se vét§inou objevi az po delsim trvani onemocnéni (Seifert et al., 2013).
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5.4 Diagnostika a diferencialni diagnostika

Diagnostika RA je urCovéana na zakladé klinickych projevii, pfitomnosti revmatoidniho

faktoru a RTG zmén. Kritéria pro diagnézu RA jsou uvedena v tabulce ¢. 1. RozliSujeme

Ctyfi stadia RA, a to na zaklad¢ anatomického postizeni a rentgenového obrazu (tab. 2).

Stadium RA nemocného je ur€ovano podle nejvice postizené¢ho kloubu.

Tabulka 1 Revidovanda kritéria Americké revmatologické asociace pro diagnozu RA

Kritérium

1. Ranni ztuhlost

2. Artritida tfi nebo vice

kloubnich oblasti

3. Artritida ru¢nich kloubu

4. Symetricka artritida

5. Revmatoidni uzly

6. Revmatoidni faktory

7. Rentgenové zmény

Zdroj: Pavelka, 2010

Definice

ranni ztuhlost v kloubu a kolem kloubu trvajici alespon 1 hodinu pted
maximalnim zlepSenim

soucasna piitomnost otoku meékkych tkani kolem kloubl nebo
piitomnost tekutiny v kloubu (ne vSak kosténych vyristki)
pozorovana lékafem; tyka se 14 kloubnich oblasti (vlevo nebo vpravo)
— PIP, MCP, zapésti, lokte, kolena, kotniky a MTP

alespon jedna kloubni oblast na rukou postizena (zapésti, MCP, PIP)
soucasné postizeni stejnych kloubnich oblasti (viz bod 2.) na obou
stranach téla (u bilateralniho postizeni PIP, MCP nebo MTP se
nevyzaduje absolutni symetrie)

podkozni uzly nad kostnimi vybézky nebo nad extenzory nebo
V juxtaartikularni oblasti pozorované lékarem

prikaz abnormalnich koncentraci RF v séru jakoukoliv metodou, ktera
je pozitivni u méné nez 5 % kontrol

RTG zmény typické pro RA na pfedozadnim snimku rukou a zapésti,
které museji zahrnovat eroze nebo nepochybnou kostni dekalcifikaci
lokalizovanou v kloubech nebo jejich bezprosttednim okoli) samotné

artrotické zmény nestaci)

Tabulka 2 Stadia RA (podle Steinbrockera)

Stadium |

Stadium 11

Stadium 111

Stadium 1V
Zdroj: Pavelka, 2010

zmény pouze v meékkych castech; zddné RTG destrukce, mtze byt
periartikularni por6za

osteopordza, mirné znamky destrukce, zadné deformity, mize byt
pohybové omezeni, svalova atrofie, uzly, tendovaginitidy

destrukce chrupavky a kosti, deformity, rozsahlé svalové atrofie,
mimokloubni zmény

vedle zmén ptedchazejicich stadii je fibrozni ¢i kosténa ankyléza
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Diferencidlni diagnostika je v poc€atcich onemocnéni revmatoidni artritidou pomérné
Siroka a maze byt velmi obtizna (tab. 3). Dilezité je odlisit RA a dalsi zanétlivé artropatie
od cCastéji vyskytujici se osteoartrozy. Jelikoz je prevalence osteoartrdézy velmi vysoka,

mohou se u nemocného vyskytovat zaroven (Seifert et al., 2013).

Tabulka 3 Diferencidlni diagnostika RA
Osteoartroza
Spondylartritidy ankylozujici spondylitida, artritida psoriaticka
Systémova onemocnéni pojiva  SLE, smiSené onemocnéni pojiva, myozitida, Sjogrendv syndrom
Vaskulitidy
Krystalové artropatie
Sarkoidéza
Revmatologicka polymyalgie
Infekce septickd artritida gonokokovd a negonokokova, borelioza,
bakterialni endokarditida, virové artritidy

Paraneoplasticka artritida

Zdroj: Seifert et al., 2013
5.5 Terapie

Lécba diagnostikované RA by meéla byt nasazena bez odkladu, aby nedochézelo
k vyrazné progresi onemocnéni. Cilem 1écby je dosaZeni remise nebo alespon nizké
aktivity onemocnéni. Aktivita je nejcastéji hodnocena kompozitnim indexem DAS28
(Disease Activity Score), ktery zohledinuje pocet oteklych a citlivych kloubt. Celkem je
vySetfovano 28 kloubli — ramena, lokty, zapésti, metakarpofalangealni klouby,
proximalni interfalangeélni klouby a kolena. Déle je hodnocena hodnota reaktantii akutni
faze (sedimentace erytrocytli, CRP) a celkova aktivita onemocnéni hodnocend nemocnym

(vizualni analogova Skala) (Seifert et al., 2013).

Tabulka 4 Kompozitni index DAS28

Hodnota DAS28 Aktivita onemocnéni
>51 vysoka

3,2-5,1 stfedni

2,6-3,2 nizka

<26 remise

Zdroj: Seifert et al., 2013
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Terapie RA je pfedevs§im komplexni a zahrnuje interdisciplinarni pfistup. Lécba by méla
pfispivat ke zmirnéni bolesti, redukci zanétu, zdbrané destruktivnich procest a udrzeni
funkce. Pokud se jedné o akutni stav, je vhodny klid a pobyt na lizku. V tomto ptipadé
jsou doporucovany izometrické svalové kontrakce a dlahy. Dlahy jsou vhodné k tlevé od
bolesti a stabilizaci kloubu. Ugelem fyzikalni terapie a rehabilitace je zmirnéni a potladeni
bolesti, odstranéni ztuhlosti, obnoveni pohybu, svalové sily a funkce kloubu

(Pavelka, 2012).

Zékladem farmakologické 1écby RA jsou takzvana chorobu modifikujici 1éciva
(DMARD). V prvni fazi byva léc¢ba ¢asto kombinovana s podavanim glukokortikoid.
Nesteroidni antirevmatika jsou uzivana pro symptomatickou tlevu nemocného. Terapie
biologickymi léky (anti-TNF) je indikovana u pacientti, u kterych selhala 1é¢ba DMARD
(Seifert et al., 2013).

5.6 Prognéza

Pribéh RA je pozvolny s epizodami remisi, ke kterym dochdzi nejcastéji v prvnim roce
onemocnéni. Ne&ktefi nemocni trpi trvale progresivnim typem s rychlym vyvojem
destrukci. Pfi dlouhodobém priitbéhu dochdzi ke vzniku kloubnich deformit a znacnému
funkénimu poskozeni (Pavelka, 2012). Pribéh RA se v téhotenstvi u vétsSiny nemocnych

viditelné zlepsi, avSak po porodu ¢asto dochazi k relapsu choroby (Pavelka, 2010).
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6 Primarni biliarni cirhoza

Primarni bilidrni cirhéza (PBC) je chronické cholestatické, granulomatdzni a destruktivni
onemocnéni (Soucek et al., 2011) charakterizované postupujici destrukei malych
intrahepatalnich zlu¢ovodi s portalnim zanétem vedoucim k fibroze a cirhdze jater

(Chapel et al., 2018).

6.1 Etiopatogeneze

Nazev této nemoci je spiSe historicky, protoze diky stale se zlepSujicim diagnostickym
moznostem lze tuto chorobu, ve vétsiné ptipadi, zachytit jiz ve fazi chronické hepatitidy
(Dite, 2007). Pric¢inou rozvoje je autoimunitni poSkozeni zluovych cest, pii kterém
cytotoxické lymfocyty napadaji a ni¢i biliarni epitel (Soucek et al., 2011). Dochazi
K uvoliiovani cytokinti a vzniku zanétlivé reakce. Ta vede K postupné destrukci
interlobulérnich zlu¢ovodu, cholestaze, fibroprodukei a cirh6ze. Protilatky jsou namifeny
ptedevsim proti pyruvat-dehydrogenazovému komplexu mitochondrii (Lata et al., 2010).
Dtvodem negativniho plsobeni aktivovanych T-lymfocyti (CD4+ A CDS8+) ve
zlu¢ovych cestidch je exprimace zvySeného mnozstvi adhezivnich molekul, antigent
MHC 1I. tfidy, receptori pro IL-2 a jiz zminéné pyruvat dehydrogenazy
(Chapel et al., 2018). Na rozvoji onemocnéni se podileji také genetické faktory
(Lata et al., 2010) a faktory prostiedi. Intrahepatalni zlu¢ové cesty mohou byt poskozeny
také néjakymi agens (jednd se nejspise o mikroorganismy typu chlamydii nebo retrovird),
a to muze u senzitivnich jedinci vést Krozvoji autoimunitni odpovédi

(Chapel et al., 2018).

6.2 Klinicky obraz

Ve vétsing piipadii jsou touto nemoci postiZzeny Zeny ve stfednim véku. NejtypictéjSim
pfiznakem je pruritus, ktery mulZe nastoupit v jakékoli fazi onemocnéni
(Lata et al., 2010). Soucasné se vyskytuji také symptomy jinych autoimunitnich
onemocnéni (Soucek et al., 2011). Velmi €asto se vyskytuji 1 kostni zmény (osteopordza)
v dtsledku chronické cholestazy (Dit¢, 2007). Bolesti kosti tak mohou byt v nékterych
pfipadech prvnim pfiznakem rozvoje PBC (Brodanova, 1997). V pokrocilejsich stadiich

choroby je Casty ikterus, sucha kuize a nalez xantelazmat (Lata et al., 2010).
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6.3 Diagnostika

V laboratornim vysetfeni je typicky nalez zvySené hladiny alkalické fosfatazy, a to az na
2-3nasobek, mnohdy 1 Qgamaglutamyltransferazy (GGT). ZvySené jsou také
aminotransferazy. Charakteristickym ukazatelem je nalez antimitochondridlnich
protilatek (AMA) (Dité, 2007). Diagndéza a stupenn progrese je stanovena biopsii
(Lata et al., 2010).

6.4 Terapie

Pro zpomaleni progrese choroby je podavana kyselina ursodeoxycholova
(Ursosan, Ursofalk), v davce 15 mg/kg/den, ktera snizuje koncentraci toxickych
zluCovych kyselin (Soucek et al., 2011). Obvykle je nezbytna substituce vitaminl
rozpustnych v tucich. V nékterych piipadech mize byt efektivni podavani imunosupresiv
(cyklosporin, azathioprin, prednison). Pruritus lze n€kdy ovlivnit cholestyraminem.
Pokud neni pruritus zvladnut, 1ze provést plazmaferézu. DileZitd a nutnd je prevence
¢1 lécba kostni nemoci (substituce kalcia, vitamin D, bisfosfonaty), kterd postihuje
zejména Zeny. ReSenim PBC je transplantace jater. V malém procentu piipadd oviem

mize dojit k recidivité nemoci i v transplantovanych jatrech (Lata et al., 2010).

6.5 Prognoza

U asymptomatickych nemocnych je klinicky pribéh velmi proménlivy a ¢asto obtizné
predvidatelny (Soucek et al., 2011). Choroba je zvolna progredujici a pro prognozu je
stézejni doba zachytu. U nelécenych asymptomatickych pacientli dochazi k selhani jater
a jejich primérné preziti je 15 let (Dité, 2007). Po nastupu symptomil miZe byt prognoza

stanovena podstatné ptesnéji (Soucek et al., 2011).
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7 Metody sekvenovani

Metody sekvenovani DNA jsou provadény za Ucelem stanoveni sekvence (poradi)
nukleotidii v molekule DNA. Tyto metody jsou modifikaci polymerazové fetézové reakce
(PCR), ktera je ukoncena na specifickém miste¢ (Kocarek, 2008). Zacatecnim bodem
sekvence je 5'- konec sekvena¢niho primeru a 3”- konec (obsahujici volnou -OH skupinu)
je mistem prodluzovani fetézce DNA-polymerazou. Nasledné jsou vzniklé fragmenty
separovany pomoci kapilarni elektroforézy ve specialnim genetickém analyzatoru

(Snustad et al., 2009).

Moderni sekvenac¢ni piistroje umoznuji automatizované sekvenovani probihajici pouze
V jedné reakcéni smési v jedné zkumavce. Pro detekei je pouzivana kapilarni elektroforéza
a Cteci laserové zafizeni, které dokaze zachytit signal znaceného ddNTP. Vystupnim
materidlem je elektroforetogram zndzoriiujici barevné vrcholky kiivek (pozice nukleotidii

v sekvenci) (Kuciel a Urban, 2016).

7.1 Sangerovo sekvenovani

Sagerovo sekvenovani je metodou, kterd umoznila sekvenovani celého lidského genomu
(McMurry, 2015). Jde o enzymatickou metodu zalozenou na prodluzovani kratkych
primerd  DNA polymerdzou, kterd je zakoncena znaCenymi dideoxynukleotidy
(Murray, 2012) Nejprve je DNA zvySenim teploty denaturovana a vznikaji tak jednotné
tetézce ssDNA. Aby byl sekvenovan jen jeden fetézec z dvoutetézcové DNA dochazi
K navazani kratkého oligonukleotidového primeru. Na 3’-konci zadind syntéza
(ve sméru 3’ 5") nového fetézce, ktery je komplementarni s templatovym fetézcem

DNA (Kuciel a Urban, 2016).

Sekvenace byla dfive provadéna ve Ctyfech zkumavkéch. V kazdé z téchto zkumavek
byla sekvena¢ni smés, ktera byla slozena z jednofetézcové DNA, primeru,
deoxynukleotidii (dATP, dTTP, dGTP a dCTP), DNA polymerazy a modifikovanych
dideoxynukleotidii (ddATP, ddTTP, ddGTP a ddCTP). Narozdil od deoxynukleotidii
(dNTP), na jejichz 3"-konci je navazana -OH skupina, maji dideoxynukleotidy (ddNTP)
na 3’-konci navazan pouze -H. Fragmenty jsou tvofeny ve Ctyfech paralelnich reakcich

(Kuciel a Urban, 2016).
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V dan¢é reakci je udrzovan pomér dNTP:ddNTP pfiblizné 100:1, pfi¢emz ukonceni
fetézce na daném nukleotidu je dano pravdépodobnosti 1/100. Vznikajici fragmenty tak
kon¢i na vSech moznych mistech nukleotida, které jsou vzdaleny stovky nukleotida

od ptvodniho konce primeru (Snustad et al., 2009).

Po uvolnéni fragmenti DNA (z templatovych fetézcii) je provadéna separace
polyakrylamidovou gelovou elektroforézou, za i¢elem rozdéleni fragmenta po jedné bazi
(Kuciel a Urban, 2016). Pruhy, vzniklé na gelu, charakterizuji nukleotidovou sekvenci
nejdelsiho syntetizovaného fetézce. Tyto fragmenty jsou na gelu fazeny dle své délky.
Cim kratsi fragment je, tim delsi vzdalenost urazi (nejkratsi fragment dava vznik pruhu
nejblize anod€). Kompletni nukleotidovd sekvence fetézce DNA je stanovovéana
postupnym ¢tenim pruhtt na gelu vzavislosti na jejich pozici od anody

(Snustad et al., 2009).

V soucasnosti jsou pouzivany automatické sekvenatory, které umoznuji prubéh
sekvenace Vjedné zkumavce (Kuciel a Urban, 2016). V téchto automatickych
sekvenatorech jsou pouzivana fluorescenéni barviva. Klasicka gelova elektoforéza je
nahrazena kapilarni, jejiz rychlost separace je nékolikanasobn¢ vyssi (Karger a Guttman,
2009). Kazdy nukleotid je znaCen jinou barvou. Signal zachyceny laserovym zafizenim
je ptevadén do podoby elektroforetogramu, v némz jsou zobrazeny barevné lisici se piky
(dle ptitomnosti daného nukleotidu). Piky jsou automaticky ptfevedeny do potadi
bazi, a davaji tak vznik sekvence komplementarni k templatovému fetézci

(Kuciel a Urban, 2016).

7.2  NGS (Next Generation Sequencing)

Jednou z nejrychleji rozvijejicich se metod soucasnosti je NGS, které umoziuje
sekvenovani celého genomu a diagnostiku cel¢ fady onemocnéni. Hlavni vyhodou této
metody je jednoduchost zpracovéani vzorkli pomoci komeréné dodavanych NGS kitt. Ty
umoziuji sekvenaci nejen usekd nukleovych kyselin, ale i celych genomut rychleji
a levngji, nez je tomu u ostatnich sekvena¢nich metod. Béhem jednoho béchu je
zpracovano velké mnozstvi (tisice az miliony) sekvenci. NejCastéji pouzivanymi

metodami je enrichment a amplifikované sekvenovani (Kuciel a Urban, 2016).
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8 Cile prace
Cilem bakalaiské prace bylo:

1. Seznameni s literaturou pojednavajici o0 genu ORMDLS.

2. Osvojeni si zakladnich metod molekularni biologie — izolace DNA, PCR,
sekvenovani, hodnoceni sekvenci.

3. Srovnani vyskytu nalezenych mutaci v genu ORMDL3 mezi populacemi déti

z Karvinska a Ceskobudé&jovicka.
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9 Metodika vySetieni genu ORMDL3

Prakticka ¢ast bakalatské prace byla provedena v laboratofi Zdravotné socidlni fakulty
Jihodeské univerzity v Ceskych Budgjovicich pod vedenim Ing. Tomase Nixe, Ph.D.
Bylo analyzovéano 20 anonymizovanych vzorki od ndhodné vybranych jedinct. U téchto
jedinca byl proveden bukalni stér a nasledné izolovana DNA. U vyizolované DNA byl
metodou PCR amplifikovan dany tsek genu a poté pomoci elektroforézy ovéiena
pritomnost produktu genu ORMDL3. Nasledn¢ byl produkt PCR piecistén a odeslan

k sekvenaci. Sekvenace byla provedena firmou GenSeq s.r.o.

9.1 Odbér vzorku DNA

V prvnim kroku praktické ¢asti byly odebrany vzorky DNA. Tyto vzorky byly ziskany
z bukalniho stéru a nasledné byla provedena izolace DNA. Pfed provedenim odbéru byli
probandi fadné pouceni, jak pifed odbérem postupovat. Bylo jim feceno, aby alespon
hodinu pted provedenim odbéru nejedli, a pokud mozno pili pouze ¢istou vodu. Bukalni
stér byl proveden pomoci sterilniho vytérového tamponu, kterym byla bukalni sliznice
dikladné vytiena po obou stranach dutiny tstni. Aby byla vyuzita celd plocha vytérového
tamponu bylo jim jemné otaceno. Po dokonceni vytéru byl sterilni tampdn umistén do
zkumavky a vzorek fadnym zplisobem oznacen. VSechny odebrané vzorky byly

anonymizovany.

9.2 lzolace DNA

Aby mohla byt DNA studovana musi byt nejdiive extrahovana z bunék. DNA lze
extrahovat z riznych typu tkani, riznymi zpisoby. Nejprve dochazi k lyze bunék za
pouziti lyzacniho roztoku obsahujicitho pufrovaci slouceniny a nasledné vyuzitim
enzymatickych reakci ke zniceni v§ech nezadoucich makromolekul (proteinti a RNA).

Vysledkem izolace DNA je zisk ¢isté genomové DNA. (Fowler et al., 2013).

Kizolaci DNA byl pouzit komeréné¢ dodavany kit od firmy Generi biotech
(Kit for isolation of DNA from body fluids), zaloZzen na specialnich mikrokolonkach.

Izolace byla provedena dle pfisluSného izola¢niho protokolu.
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9.2.1 Reagencie, spoti‘ebni material a laboratorni vybaveni
Reagencie:

e PBS (Phosphate Buffered Saline)
e Buffer BL1

e Proteinasa K

e 96-100% Ethanol

e Wash Buffer BL2

e Wash Buffer BL3

e Elution Buffer BL4

Spotiebni material:

e 1,5 ml zkumavky

e 2 ml sbérné zkumavky
e promyvaci kolonka

e Spicky

e rukavice

Laboratorni vybaveni:

e pipety
e vodni lazen
e vortex

e centrifuga

9.2.2 Pracovni postup

Pted zahajenim samotné izolace byla zapnuta vodni lazen a Elution Buffer BL4 piedehiat

na teplotu 70°C. Proteinaza K byla ponechana k rozpusténi.

V dalsim kroku byly nadepsany Stitky a dle nich oznaceny 1,5 ml mikrozkumavky.
Do oznafenych mikrozkumavek byly steriln€ odstfizeny ptislusné vytérové tampony.
Nasledné k nim bylo napipetovano 200 pl PBS, 200 ul Buffer BL1 a 25 ul Proteinasy K.
Mikrozkumavky byly uzavieny a zvortexovany. Poté byly vlozeny do vodni lazné

a ponechany k inkubaci po dobu 25 minut pfi teploté 70°C.
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V mezicase byla ptipravena pro kazdy vzorek kolonka a dvé sbérné zkumavky. Kolonky
a sbérné zkumavky byly opét fadné oznacCeny. Do sbérné zkumavky byla vlozena
kolonka. Zkumavka, o objemu 1,5 pl, pro kone¢nou DNA byla polepena piipravenym
Stitkem. Takto byly piipraveny kolonky a zkumavky pro kazdy vzorek. Po inkubaci byly

vzorky opét zvortexovany a kratce stoceny.

Vatové tampony byly sterilné odstranény a k lyzatu bylo ptipipetovano 210 pl ethanolu.

Nasledné byly vzorky zvortexovany a kratce stoceny.

Pro navazédni DNA byly pouzity pfedem piipravené promyvaci kolonky umisténé ve
2 ml sbérnych zkumavkach, na které byly pfepipetovany jednotlivé vzorky. Poté probéhla
centrifugace pii 11 000 x g po dobu 1 minuty.

Po centrifugaci byly kolonky vyjmuty ze sbérnych zkumavek a umistény do novych,
oznacenim odpovidajicich, zkumavek. Piedeslé sbérné zkumavky byly véetné filtratu
vyhozeny do nadoby urcené na biologicky odpad. Poté bylo na kolonky napipetovano
500 pl Wash Buffer BL2 a vzorek byl centrifugovan pfi 11000 x g po dobu jedné minuty.
Filtrat ze sbérnych zkumavek byl vylit a bylo pfidino 600 ul Wash Buffer BL3.
Nasledovala opét centrifugace vzorka pii 11000 X g po dobu 2 minut. Zkoumana DNA

zUstala navazana na silikagel v kolonce a filtrat spole¢né se sbérnou zkumavkou vyhozen.

Kolonky s DNA byly piendany do Stitkem polepenych 1,5 ml zkumavek pro kone¢nou
DNA a k nim pfipipetovano 25 ul predehiatého Buffer BL4 (70°C). Probéhla inkubace
vzorki pii laboratorni teploté po dobu 5 minut. Po inkubaci byly centrifugovany pii
11000 x g po dobu 1 minuty. Poté byla kolonka ze zkumavek vyjmuta a vyhozena.
Po dokonceni izolace byla ziskana ¢ista DNA v fadné znacené 1,5 ml mikrozkumavce.

Takto vyizolovana DNA byla skladovéna pfi teploté -20°C.

9.3 Méreni koncentrace DNA v izolatu

K méfeni koncentrace vyizolované DNA byl pouzit spektrofotometr Colibri
Microvolume, na kterém bylo nastaveno méfeni nucleid acid. Koncentrace DNA byla

meéfena proti Buffer BL4 (blank).

Do kapilary bylo pipetovano nejprve 1,5 pl blanku a poté byly méfeny koncentrace
vzorki DNA. Mezi jednotlivymi meéfenimi byla kapildra ociStovana. Koncentrace

jednotlivych vzorkl byly méfeny dvakrat a poté zprimérovany. V piipadé, Ze se hodnoty
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prvniho a druhého méfeni vyrazn€ liSily, bylo méfeni opakovano. Koncentrace

jednotlivych vzorkt byly zaznamenany do tabulky (tab. 8).

Po dokonceni méfeni byly vzorky DNA umistény do mraziciho boxu o teploté -20 °C.

9.4 PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR-Polymerase Chain Reaction) je metodou pro
ptipravu potiebného mnozstvi vybranych sekvenci DNA pro dalsi analyzu (amplifikace
useku DNA) (Nussbaum et al., 2004). Tato technika je zalozena na principu fizené
replikace DNA, béhem které se Vv polymeracni reakci v pribéhu nékolika hodin
amplifikuje ¢ast sekvence DNA a vytvoii se tak miliony kopii vychoziho useku DNA
(Kuciel a Urban, 2016). Kromé vybrané DNA jsou soucasti reakce dva primery, sekvence
DNA o délce 20-30 bazi. Témito primery jsou F (forward) a R (reverse), které¢ slouzi
k ohrani¢eni vybraného tseku DNA. Dale je zapotiebi termostabilni DNA polymeraza,
kli¢ovy enzym pro syntézu PCR produktu (Garibyan a Avashia, 2013), diky némuz jsou
primery prodluzovany podle sekvence mezi nimi (Nussbaum et al., 2004). Je také potieba
dodat nukleotidy. Prtistroj umoznujici namnozeni DNA se nazyva termalni cykler.
Jeho hlavni ¢asti je termalni blok, do kterého jsou v PCR mikrozkumavkach vkladany
vzorky DNA. Termalni cykler dokaze velmi rychle ménit teplotu v mikrozkumavkach
(Kuciel a Urban, 2016). Teplota je ménéna v n¢kolika cyklech, pii kterych dochazi
k denaturaci, annealingu a extenzi, coz vede k exponencialnimu zmnozovani dané

sekvence DNA (Nussbaum et al., 2004).

9.4.1 Prabéh PCR

PCR reakce probiha ve 30 az 50 po sob¢ jdoucich cyklech, pticemz kazdy z téchto cyklt
zahrnuje ti1 reakce probihajici pifi rlznych teplotdich (amplifikaéni cyklus)
(Passarge, 2018). Nejprve dochazi k denaturaci dvouvlaknové DNA, ktera je zpusobena
kratkym zahtatim vzorku na 90-95°C. Prvni denaturace probiha déle (8-9 minut), aby
doSlo krozpleteni vSech dvojvldken DNA. Nasledujici cykly probihaji pouze
15-30 sekund (Kuciel a Urban, 2016). Dalsi reakci je annealig, béhem kterého dochazi ke
snizeni teploty na 50-65°C, coz umozni primeram pfipojit se pomoci vodikové vazby na
konkrétni misto na templatové jednotetézcové DNA. Pfipojeni primera probiha béhem

15-60 sekund (Your Genome, 2016). Posledni fazi je extenze, béhem niz dochazi
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k zahtati na 70-72°C po dobu 30-60 sekund a prodlouzeni ptipojenych primerd pomoci
termostabilni Taq polymerazy (Kuciel a Urban, 2016). Nové fragmenty DNA, které
vznikaji béhem PCR, slouzi také jako templaty, ke kterym se mtize DNA polymerazovy
enzym pripojit a zaCit s tvorbou DNA. Vysledkem je obrovské mnozstvi kopii
specifického  segmentu DNA  vytvofenych za relativné  kratkou  dobu

(Your Genome, 2016).
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Obrdazek 6 PCR - 1. Denaturace, 2. Annealing, 3. Extenze (zdroj: Bdrtovd, 2011)

9.4.2 Reagencie, spoti‘ebni materidl a laboratorni vybaveni
Reagencie:

e yyizolovand DNA

e Master Mix (One Tag™ Quick-Load 2X Master Mix with Standard Buffer,
New England BioLabs)

e primer forward

e primer reverse

e PCR voda
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Spotiebni material:

e Spicky
e 0,2 ml mikrozkumavky

e rukavice
Laboratorni vybaveni:

e termalni cykler
e pipety
e vortex

e centrifuga

9.4.3 PouZité primery

V PCR reakci byly pouzity primery ORMDL3_F (forward) a ORMDL3_R (reverse),
které byly navrzeny v laboratofi za pomoci programu Primer BLAST. Tento program je
volné dostupny na strankach NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

Vychozi koncentrace primerti byla 100 pmol/ul. Primery byly nafedény na koncentraci
10 pmol/ul. Aby doslo k tomuto natfedéni, bylo do oznacenych mikrozkumavek
pipetovano 5 ul zasobniho roztoku primeru spoleéné s 45 ul PCR vody. Primery byly

syntetizovany na zakazku firmou Generi Biotech.

Tabulka 5 Sekvence pouzitych primeri

Primery Sekvence Délka
ORMDL3 exon 1 F 5-GTTTGCTGTTGTGAGGGCTG - 3' 20 bp
ORMDL3 exon 1 R 3'- CAGGAAACCACCAGAGACCC -5 20 bp

Zdroj: vlastni

9.4.4 Pracovni postup

Reagencie pro PCR byly vyndany z mraziciho boxu a ponechany k rozmrznuti. Mezitim
byly fadné€ oznaceny PCR mikrozkumavky o objemu 0,2 ml, do nichZ bylo napipetovano
1,5 ul primeru F a R, 7,5 ul Master Mixu a 2 ul DNA (mnozstvi lze lehce upravit
v zavislosti na koncentaci DNA). Obsah jednotlivych mikrozkumavek byl doplnén PCR

vodou na objem 15 pl. Poté byly mikrozkumavky zvortexovany, sto¢eny a vlozeny do
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termalniho bloku cykleru. Program byl nastaven podle teplotniho profilu uvedeného
v tabulce 6. Jelikoz byl jiz diive tento teplotni profil pro amplifikaci genu ORMDL3

Vv laboratofi pouzit, nebylo potieba jej optimalizovat.

Tabulka 6 Teplotni profil PCR

Proces Teplota  Cas Pocet cykli
1. Poc¢atecni denaturace  95°C 10min 1

2. Denaturace 95°C 30s 35

3. Annealing 60°C 30s 35

4. Extenze 72°C 1 min 35

5. Konecna extenze 72°C 10min 1

6. Chlazeni 12°C 12hod 1

Zdroj: vlastni

9.45 Sekvenovany usek

Cast exonu 1 genu ORMDL3 je na znazornén hnédou barvou a primery barvou Zlutou.
Sekvenovany usek ORMDL3 genu ma délku 497 bazi.

gctgegetgatgggteccaggagcatctcttcaatcagaatgcgecccaggetggegeacgggtgtttgettgttgggatggegtgttgty

el [ es 8| [ee 10 ggcectcagggatetggggacagecaaactcetggataaggggceagatcattccaccecttecttetcetacttee

ctctgetcactgtgggttgeggecacctectggtte

(NCBI - https://ww.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NM_001320801.2)

40



9.5 Elektroforéza

Elektroforéza na gelu je provadéna piedevsim za Gcelem kontroly probéhlé PCR reakce.
Gelova elektroforéza je zakladni metodou pro separaci molekul ¢i fragmentli DNA na
zaklad¢ jejich velikosti a naboje. Jednim z nejpouzivanéjSich zplsobli separace

fragmenttt DNA je elektroforéza na agarozovém gelu (Kuciel a Urban, 2016).

Gel je vyroben z polysacharidu zvaného agar6za, ktery je izolovan z moiskych fas
(Gelidium, Gracilaria) a obsahuje opakujici se podjednotky agarobiozy
(L- a D-galaktozy) (Kuciel a Urban, 2016). Touto slozitou siti polymernich molekul
s pory se molekuly DNA pohybuji rtiznou rychlosti v zavislosti na velikosti (molekuly
DNA maji stejné mnozstvi naboje na hmotnost, proto jsou fragmenty DNA oddélovany
pouze na zakladé jejich velikosti) (Khan Academy, © 2021).

Na gelu jsou takzvané startovaci jamky (sloty), do kterych je pipetovana DNA a poté
nasleduje zapojeni elektroforézy. Fosfatova kostra molekuly DNA mé zaporny naboj.
Z tohoto duvodu se tedy molekuly DNA pohybuji v elektrickém poli od katody
(negativné nabita elektroda) k anodé (kladné nabita elektroda) (Kuciel a Urban, 2016).

Molekuly DNA jsou na gelu separovany podle velikosti. Nejkratsi fragmenty DNA budou
blizko pozitivniho konce gelu, naopak dlouhé zlstanou v blizkosti jamek (Khan
Academy, © 2021). Stupefi migrace molekuly DNA gelem zavisi na nékolika
faktorech — velikost molekuly DNA, koncentrace agardzy, typ agardzy, konformace
DNA, napéti, elektroforeticky pufr, pfitomnost etidium bromidu (EtBr). K vizualizaci
fragmentd DNA v elektroforetickych gelech je nejvice pouzivano barveni etidium
bromidem a nasledné osviceni UV svétlem. EtBr je schopen zaclefiovat se do vlakna

DNA, a dochazi tak ke zviditelnéni fragmentt (Kuciel a Urban, 2016).

9.5.1 Reagencie, spoti‘ebni materidl a laboratorni vybaveni

Reagencie:
e 1XxTBE
e agardza

e ethidium bromid (SERVA)
e 100bp DNA-Ladder (NEB, ROTH)

e (destilovana voda
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Spotiebni material:

e rukavice

e Spicky
Laboratorni vybaveni:

e odmérny valec

e pipety

e Erlenmeyerova baiika

e Elektroforeticka vana

e UV transiluminator a detek¢ni systém s kamerou (UVITEC)
o flash disk

9.5.2 Pracovni postup

Nejprve byl ptfipraven 3% agardézovy gel. Do banky byly navdzeny 3 g agardzy
a ptevedeno 100 ml 1x TBE. Poté byla barika zahfivana v mikrovlnné troubé a pribézné
kontrolovéana, aby nedosSlo ke vzkypéni gelu mimo baiikku. Po vymizeni bublin bylo
zahfivani ukonceno. Barka byla ochlazovana pod proudem tekouci vody na 70°C.
Nasledné bylo opatrné pridano 5 pl ethidium bromidu. Promichany obsah baiiky byl nalit
do formy a byl zasazen hiebinek, ktery slouzi pro vytvoreni jamek v gelu. Takto

ptipraveny gel byl ponechan ke ztuhnuti.

Ze ztuhlého gelu byl odstranén hiebinek a gel vloZen do elektroforetické vany.
Elektroforeticka vana byla nésledné zalita 1xTBE pufrem tak, aby v ném byl cely gel
ponoieny. Nasledovalo pipetovani. Do prvni jamky bylo napipetovano 5 pl 100bp
DNA-Ladderu a do nasledujicich jamek 5 pl produktd PCR. Po dokonéeni pipetovani
byla elektroforeticka vana zahrazena vikem a byly ptipojeny elektrody. Elektroforéza

byla spusténa pti 110 V po dobu 35 minut.

Po probéehlé elektroforéze byl gel vyjmut z vany a umistén na UV transiluminator.

Po prosviceni UV svétlem byl potizen snimek. Ten byl vytisknut a pfesunut na flash disk.
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9.6 Enzymatické precisténi PCR produkti

Aby byly sekvenacni grafy dobie Ccitelné, je doporuovano produkty PCR pied
sekvenovanim precistit. Nejcastéjsi pfi¢innou necitelnosti je pfitomnost riznych
inhibitorti v ptivodnich biologickych materialech (tkan, krev atd.), které bud'to nebyly
odstranény pii izolaci DNA nebo se do ni dostaly pii dalSich laboratornich tkonech
(zbytky pufrd — soli, alkoholy, detergenty), dale pak zbytky primerd a nukleotidy
(Kujanova, 2019).

DNA bylo piecisténo za pouziti kittu EXOSAP (New England Biolabs).

9.6.1 Reagencie, spoti‘ebni materidl a laboratorni vybaveni
Reagencie:

e EXOI(NEB)
e TISAP (NEB)
e produkt PCR

Spotiebni material:

e 0,2 ul zkumavky
e Spicky

e rukavice

Laboratorni vybaveni:

e pipety
e vortex
e centrifuga

e cycler

9.6.2 Pracovni postup

Pied zapocetim pieéisténi DNA byly nadepsany 0,2 pl zkumavky pro PCR produkty
vzorkl. PCR produkty byly zvortexovany, kratce stoCeny a po 5 ul pipetovany do téchto

zkumavek. PouZivané enzymy, umisténé v mrazici desti¢ce, byly vyndany z mrazaku
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a pfipipetovany do zkumavek k 5 ul PCR produktu. Enzym EXO I byl pipetovan po
0,5 pl aenzym rSAP po 1 pl. Poté byly zkumavky uzavieny, zvortexovany a stoceny.

Takto pfipravené¢ zkumavky byly vlozeny do cycleru a byl spustén pfislusny program
béhem kterého doslo puisobenim teploty k inkubaci (37°C) a aktivaci enzymi (80°C).
Nasledné probéhlo chlazeni (4°C) a DNA byla pfipravena k sekvenovani. Teplotni profil
je dan vyrobcem (New England Biolabs).

9.7 Piiprava na sekvenaci DNA

Piiprava vzorkt na sekvenovani byla provedena zvlast' pro primer forward a primer

reverse. Poté byly poslany na sekvenaci firmou GenSeq s.r.o.

9.7.1 Reagencie a spotiebni materidl
Reagencie:

e precistény PCR produkt
e primer forward

e primer reverse

e PCR voda

Spottebni material:
e 1,5ml zkumavky
e Spicky

e rukavice

9.7.2  Pracovni postup

Pro ptipravu kazdé DNA na sekvenovani byly polepeny barcody dvé 1,5 ml zkumavky
(jedna pro F a druhd pro R). Do zkumavek byl napipetovan 1-2 ul ptecisténého PCR
produktu (mnozstvi lze lehce upravit podle sily bandu na elektroforéze) a 5 ul daného
primeru. Poté byl obsah mikrozkumavek doplnén PCR vodou na objem 10 pl. Vzorky

byly odeslany k Sangerovu sekvenovani.
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10 Vysledky

V praktické ¢asti byly odebrany vzorky DNA, které byly anonymizovany. Z odebranych
vzorki byla izolovana DNA, méfena jeji koncentrace, provedena amplifikace
pozadovaného useku pomoci PCR a provedena elektroforéza za ucelem zjisténi
uspésnosti amplifikace. Nasledovalo pie¢isténi PCR produktt a ptiprava vzorkd na

sekvenovani. Poté byly vzorky odeslany k sekvenaci firmou GenSeq s.r.o.

Vysetfovan byl soubor 20 osobné izolovanych vzorkiti nahodnych jedinct. Dale byl
vySetfovan soubor 10 vzorki déti z Ceskobudgjovicka a 10 vzorka déti z Karvinska,
poskytnutych pouze k hodnoceni. Tyto vzorky DNA byly analyzovany a byla u nich
hledana pfitomnost mutace genu ORMDL3 v ¢asti exonu 1. Sekvence byly hodnoceny

v programu BioEdit (editor pro prohlizeni sekvenci), a poté vyhledavany v databazi

NCBI.

10.1 Osobné izolované vzorky DNA

V prvni fazi laboratorni prace bylo izolovano 5 vzorkli poskytnutych dobrovolniky.
Tyto vzorky, stejné jako dal$i nasledné odebrané, byly anonymizovany. U téchto vzorkl
byla naméfena velmi nizka koncentrace DNA v izolatu (viz tabulka 8). Z tohoto diivodu
nebyly vzorky jiz dale vySetfovany. Nizkd koncentrace DNA mohla byt zpisobena
nedtkladnym vytérem bukalni sliznice, piipadné chybou v laboratorni praci. Laboratof
nedisponuje zadnym piistrojem pro zakoncentrovani vzorku. Precipitace by vzhledem

Kk velmi nizké koncentraci a mnozstvi neméla smysl.

U nasledujicich vzorkll byl stér z bukalni sliznice proveden dikladnéji a koncentrace
DNA byla jiz dostacujici k dal$imu laboratornimu vySetfovani. K sekvenovani tedy bylo

celkem 15 sekvenci forward a 15 sekvenci reverse.

Po naneseni produktu PCR vzorki 7, 8 a 10 na gel a prob&hlé elektroforéze byly pruhy
velmi slabé. To mohlo byt zplGsobeno nizkou koncentraci DNA, nebo v disledku
neptesného pipetovani, ¢i vyplaveni produktu PCR z jamek. Z tohoto diivodu byla PCR
u téchto vzorkl opakovana. Vzorky 16 a 17 mély nizsi koncentraci DNA v izolatu, a ani
pruhy na gelu nebyly pfili§ vyrazné. Proto u téchto vzorkd bylo do sekvenaéni reakce
ptidano vice produktu PCR, aby bylo dosazeno co nejlepsiho osekvenovani. Po

dokongeni pfipravy na sekvenaci byly vzorky odeslany k sekvenaci firmou GenSeq s.r.o.
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10.1.1 Koncentrace DNA v izoldatu

Tabulka 7 Koncentrace DNA v izolatu

Cislo vzorku  Koncentrace (ng/ul) | Cislo vzorku Koncentrace (ng/ul)
1 0,02 11 28,65
2 0,02 12 37,91
3 1,18 13 30,68
4 2,37 14 42,26
5 0,39 15 39,84
6 20,21 16 13,41
7 21,53 17 12,63
8 18,43 18 32,81
9 32,39 19 35,21
10 20,11 20 42,32

Zdroj: viastni

10.1.2 Elekroforéza

Pred sekvenovanim byla kontrolovana tuspéSnost amplifikace za wvyuziti gelové
elektroforézy. Velikost produktd byla hodnocena v porovnani s DNA-Ladderem
(obrazek 10) a odpovidala zhruba 500 bp (obrazek 11). Dle sily bandu na gelu po probéhlé
elektroforéze bylo pfi pfipravé na sekvenovani pipetovano do zkumavek piisluSné

mnozstvi produktu.

DNA-MARKER 100Bp-Leiter
"equalized"

T T START  Aktuell eingestellte
H (Bp) Konzentration

& : Y, VSRt 11
i g Fragmentmasse bei

: 250 ng /Spur
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& 900 (20 ng)
— 800 (19 ng)
— 700 (20 ng)
— 600 (22 ng)
(500 3x (58 ng)
f—. 400 (18 ng)
L1 300 (20 ng)
— 200 (22 ng)
—-‘ 150 (15 ng)
| 100 (14 ng)

Trennmedium

; : | 2.2 %iges Agarose Ge/

Obrazek 7 Pouzity DNA Ladder (zdroj: viastni)
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Ladder vz.¢.18 vz. & 19 vz. & 20

500 bp_

Obrazek 8 Elektroforéza na gelu (zdroj: viastni)

10.2 Hodnocena sekvenci

Sekvence byly nejprve prohlizeny v programu BioEdit a poté vyhledavany v databazi
NCBI. Byly hodnoceny dle reference: Homo sapiens ORMDL sphingolipid biosynthesis
regulator 3 (ORMDL3), transcript variant 1, mRNA,; Sequence ID: NM_001320801.2

Osobn¢ izolované vzorky byly oznaceny Ccisly 1-20 a vzorky poskytnuté pouze

k hodnoceni byly znaceny ¢islem s ¢arkou (1'-20"), aby byly odliseny.

10.2.1 Hodnoceni sekvenci vzorkit DNA déti 7 Ceskobudéjovicka

K vyhodnoceni bylo poskytnuto 20 sekvenci (10 F a 10 R). Tyto vzorky byly oznaceny
Cisly 1'-10". Po prohlédnuti vSech sekvenci v programu BioEdit byla ve vzorcich 2', 5', 7',
8 a 10" nalezena heterozygotni mutace. VSechna tato vlakna byla velmi hezky
osekvenovana a dobfe Citelnd. Pouze na zacatku sekvenci byl pfitomen Sum, ktery kolem
30 bp vymizel. Sekvence byly dlouhé 460-476 bp, tedy o néco kratsi (délka ¢asti exonu
1 genu ORMDL3 je 497 bp). Tyto malé rozdily v délce a lehky Sum jsou zanedbatelné
a nemaji na celkové hodnoceni vyrazny vliv. Na zikladé dobrého osekvenovani
a ¢itelnosti byla mutace u téchto vzorkl ovéfena v obou vldknech (pfitomna ve forward i

V reverse).

V sekvencich forward byla mutace u vzorkl 2' a 5' lokalizovana na 237 bp, u vzorkl

8" a 10' na 238 bp a u vzorku 7' na 235 bp (stejna heterozygotni mutace). V sekvenci
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reverse byla u vzorku 2' mutace lokalizovana na 209 bp, u vzorku 5' na 204 bp, u vzorku
7' na 207 bp a u vzorku 8'a 10' na 208 bp.

Jedna se o mutaci: NM_001320801.2:9.425A>G (HGVS). V databazi NCBI nebyla tato

mutace dosud popsana.

U sekvenci s primerem forward byla na stejném misté lokalizovana baze adeninu
a guaninu. Po zadani sekvence do internetové databaze NCBI blast bylo zjisténo, ze by

na této pozici mél lezet pik adeninu.

Obrdazek 9 Sekvence 8' F BioEdit, heterozygotni mutace na 238 bp (zdroj: viastni)

Query 1 AGCLGACTGCCAGCTATGGCAGCAGAAGTTTTCGGCTCAACTCCTGTAGACCTAGTCGAC 60
|
Sbjct 421 AGCEAGCTGCCAGCTATGGCAGCAGAAGTTTTCGGCTCAACTCCTGTAGACCTAGTCGAC 480

Obrdzek 10 Cast sekvence 8' F zobrazené v NCBI Blast, A>G (zdroj: viastni)

Jak bylo jiz zminéno, u téchto péti vzorkli byla mutace potvrzena z obou vlaken.

V sekvencich s primerem reverse se piekryval pik cytosinu a thyminu. Spravné by zde

meéla byt baze thyminu.

Obrazek 11 Sekvence 8' R BioEdit, heterozygotni mutace na 208 bp (zdroj: viastni)

Query 1 CAGHCGGCTGCTTAGTGCTGGGCCCTGATGTGGTTTCATAACCTGCCTCAAACCAGAGCC 60
Sbjct 429 CAGETGGCTGCTTAGTGCTGGGCCCTGATGTGGTTTCATAACCTGCCTCAAACCAGAG 370

Obrdzek 12 Cast sekvence 8' R zobrazené v NCBI Blast, T>C (zdroj: viastni)
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Sekvence 4' a 9' byly také hezky osekvenovany. Nebyl zde zadny vyrazny Sum, a mohly
tak byt hodnoceny z obou vlaken. Po precteni v BioEdit nebyla ani u jedné z nich

pfitomna zadna viditelna mutace. S databazi NCBI se shodovaly ze 100 %.

Obrdazek 14 Sekvence 9' R BioEdit, bez mutace (zdroj: viastni)

Sekvence vzorku ¢islo 1' byla hodnocena pouze z vlakna forward. Na tomto vlaknu byla
také ptitomna heterozygotni mutace (237 bp). V sekvenci s primerem reverse byl velky
Sum, ktery byl pfitomen po celé délce vlakna. Z tohoto diivodu nebylo mozné sekvenci
Cist a potvrdit tak mutaci i z druhého vlakna.

200 200 0 20 ]
GCCATAGCTG GC AGG GG GC TGEGCTTAGTIGCTGEGCCCTGEATGTGGTTTC

I \
A A ‘ I q
: | I\I‘I Al ‘ ‘I‘ Nl “ ” " | AL "\ " A
A ” Mo ‘II\I”' II‘ b ’I‘ l‘. L -kdb n—J&- Dol AM‘P "AA

Obrazek 15 Sekvence 1' R BioEdit, sum (zdroj: viastni)

Sekvence vzorku ¢islo 3" byla naopak hodnocena pouze z vlakna reverse. I na tomto
vlaknu byla pfitomna heterozygotni mutace (209 bp). Sekvence s primerem forward byla
velmi Spatné Citelnd a nelze ji tak hodnotit. Mutace tedy nebyla potvrzena z obou vldken,

a proto i zde mtizeme uvazovat pouze o suspektni na mutaci.
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Velmi zajimava byla sekvence vzorku 6' u kterého byla mutace nalezena pouze
v sekvenci forward (238 bp). V sekvenci reverse nebyla pfitomna. Ob¢ vlakna byla velmi

dobie citelna, a i jejich délka byla odpovidajici.

10.2.2 Hodnoceni sekvenci vzorkit DNA déti 7 Karvinska

Stejné jako u vzorktl z Ceskobud&jovicka bylo k vyhodnoceni poskytnuto 20 sekvenci
(10 F a 10 R). Tyto vzorky byly oznaceny cisly 11-20. Po vyhodnoceni v programu
BioEdit byla u vzorkt 11', 13' a 19' pfitomna stejnd heterozygotni mutace
(NM_001320801.2:9.425A>G). Na zacatku téchto sekvenci byl Sum piitomny na del$im
tiseku, nez tomu bylo u vzorktl z Ceskobudg&jovicka. Vymizel okolo 100 bp a sekvence
tak mohly byt dobie hodnoceny. Délka sekvenci byla téméf stejnd. Jelikoz byla Citelnost
obou vlaken téchto vzorki velmi dobra, byla mutace potvrzena z vlakna forward

i reverse.

U vzorku 11' byla v sekvenci s primerem forward pfitomna mutace na 231 bp. Vzorky
13' a 19" mély tuto mutaci lokalizovanou na 236 bp. V sekvencich reverse byla u vzorku

11" mutace na 216 bp, u vzorku 13" na 208 bp a u vzorku 19' na 211 bp.

Opét stejné jako u sekvenci z Ceskobudgjovicka, tak i u sekvenci z Karvinska byla
v sekvencich s primerem forward na stejném misté lokalizovana baze adeninu a guaninu.
Spravné by zde mél byt adenin. V sekvencich s primerem reverse se piekryval pik

cytosinu a thyminu. Dle NCBI by spravné v tomto misté méla byt ptitomna baze thyminu.

Sekvence vzorku 12', 14', 15', 16', 17", 18" a 20' byly také Citelné az od 100 bp a jejich
délka odpovidala piredchozim. U zadné z téchto sekvenci nebyla nalezena Zadna mutace

a s NCBI se shodovaly ze 100 %.

10.2.3 Srovndni sekvenci 7 Ceskobudéjovicka a Karvinska

Sekvence z Ceskobud&jovicka vysly lépe nez sekvence z Karvinska. S nejvétsi
pravdépodobnosti to bylo dano tim, Ze DNA se stéri byla vyizolovana do tydne od
odbéru. Naopak vzorky DNA déti z Karvinska byly sbirdny po dobu 8 mésicti a az poté

vyizolovany a odeslany na sekvenaci.

U vzorki z Ceskobud&jovicka byla mutace nalezena v 8 z 10 (80 %), 2 (20 %) vzorky

tedy byly bez pfitomnosti mutace. Ve vzorcich z Karvinska byla mutace pfitomna ve
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3210 (30 %). Ve zbylych sekvencich z Karvinska, konkrétn¢ v 7 vzorcich (70 %), nebyla
mutace  pritomna. Pokud tedy porovname celkova  procenta  mutaci
(vEetné suspektnich), v Ceskobudg&jovickych vzorcich byla mutace piitomna v 80 % z
nich, kdezto v Karvinskych pouze ve 30 %. Tyto rozdily mohou byt dany jak geneticky,

tak vlivem vnéjsich faktorti (napf. znecisténé ovzdusi, hygiena v domacnosti).

Zastoupeni mutaci ve vzorcich DNA déti 7 Ceskobudéjovicka

s Sutaci = Bez mutdace

Graf 1 Zastoupeni mutaci ve vzorcich DNA déti z Ceskobudéjovicka (zdroj: viastni)

Zastoupeni mutaci ve vzorcich DNA déti 7 Karvinska

» Smutaci = Bez mutace

Graf 2 Zastoupeni mutaci ve vzorcich DNA déti z Karvinska (zdroj: viastni)
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Vyskyt nalezenych mutaciv genu ORMDL3 v populaci deriz
Karvinska a Ceskobudéjovicka

* Mutace u déti z Ceskobudéjovicka = Mutace u déti z Karvinska

Graf 3 Vyskyt nalezenych mutaci v genu ORMDL3 mezi populacemi deéti z Karvinska
a Ceskobudéjovicka (zdroj: viastni)
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10.2.4 Hodnoceni vlastnich sekvenci

Po osekvenovani firmou GenSeq s.r.0. byly sekvence pfistupné pod heslem na strankach
eurofins Genomics. Jak jiz bylo zminéno, prvnich 5 vzorkt nebylo odeslano k sekvenaci

a jejich analyza koncila izolaci DNA.

Vzorky 6, 8, 13, 14, 15 a 19 byly velmi dobie ¢itelné. Stejné jako u vzorkd z Karvinska
a Ceskobudgjovicka byl na za¢atku sekvenci Sum, ktery ale kolem 40 bp vymizel. Délka
sekvenci se pohybovala okolo 460 bp. Byly tedy o kousek kratsi, nez by mély byt. Tyto
drobné¢ odchylky nemaji na hodnoceni vyznamny vliv. U zadné z téchto sekvenci nebyla

mutace nalezena, s NCBI se shodovaly ze 100 %.

Mutace byla nalezena ve vzorcich 7, 11, 17 a 18. Citelnost téchto sekvenci byla podobna
tém, ve kterych mutace pfitomna nebyla. Tato mutace byla pfitomna v sekvencich
forward a potvrzena i ze sekvenci reverse. U vzorku 7 byla mutace v sekvenci forward
lokalizovana na 238 bp. Vzorky 11, 17 a 18 mély tuto mutaci pfitomnou na 236 bp.
Dochéazelo zde k prekryti adeninu a guaninu. Jak jiz bylo zminéno, dle NCBI by zde méla
byt baze adeninu. V sekvenci reverse vzorku 7 byla mutace na 208 bp, vzorku 11 na 210
bp avzorkii 17 a 18 na211 bp. Jedna se o stejnou mutaci, ktera byla nalezena v piedeslych
vzorcich (Karvinsko, Ceskobudg&jovickou): NM_001320801.2:9.425A>G. (HGVS)

Mutace byla ptitomna také v sekvenci forward vzorku 16. Sekvence reverse obsahovala
silny Sum a nebyla tak k hodnoceni. Z tohoto diivodu nebylo moZné mutaci potvrdit
I Z druhého vlakna. Pouze z vlakna forward byly hodnoceny také vzorky 9 a 20, u kterych

ale nebyla mutace pfitomna.

Vzorky 10 a 12 byly velmi §patné osekvenovany a nebyly viibec hodnoceny. Sum zde
byl od zacatku az do konce a nebylo tak mozné je ¢ist. K chyb& mohlo nejspise dojit pti

laboratorni praci béhem ptipravy na sekvenaci.

Celkové tedy byla mutace pifitomna v péti vzorcich, ztoho ve &tyfech z nich byla
potvrzena z obou vldken a v jednom ptipad¢€ pouze z vlakna forward. Bez vyskytu mutace
bylo osm vzorkt, dva byly hodnoceny pouze z vlakna forward. Dva vzorky nebyly

hodnoceny.
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Zastoupeni mutaci ve viastnich vzorcich

= Smutaci = Bez mutace = Necitelné

Graf 4 Zastoupeni mutaci ve vlastnich vzorcich (zdroj: viastni)
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11 Diskuse

Nejprve bych se rada zaméftila na vzorky, u kterych se nepodatilo dosdhnout vysledk.
U prvnich péti vzorki pravdépodobné doslo k chybé pifi odbéru bukélniho stéru,
v preanalytické fazi nebo béhem izolace. Koncentrace DNA v izolatu téchto vzorki byla

velmi nizka, a proto nebyly dale laboratorné zpracovavany.

oy, e

si provedli sami. Bukalni sliznice tedy nemusela byt setfena dikladné. Vliv také mohlo
mit nedodrzeni vSech instrukci, se kterymi byli probandi dostate¢né dlouhou dobu pied
odbérem seznameni. Abych pfedesla Spatnému vytéru bukdlni sliznice u ostatnich
dobrovolniki, provedla jsem odbéry naslednych vzorkl (se souhlasem) sama. VSechny

odebrané vzorky byly ihned anonymizovéany.

Nizka koncentrace DNA v izolatu nemusela byt zapfic¢inéna pouze samotnym odbérem.
Nelze vyloucit kontaminaci reagencii pouzitého izola¢niho kitu. Tento kit byl jiz pouzit

jinymi studenty a 0 stavu reagencii tedy lze pouze spekulovat.

V planu byla izolace a nasledna analyza 20 vlastnich vzorkl. Jak jiz bylo zminéno,
izolace prvnich péti vzorkd nebyla uspé$na. Z tohoto divodu bylo laboratorné

vySetrovano vzorkt pouze 15.

Elektroforéza neni pti ptipraveé vzorkil nezbytnym krokem, je provadéna pouze za icelem
zjisténi uspésnosti amplifikace. U vzorkil 7, 8 a 10 bylo odecitani vysledkt po probehlé
elektroforéze nejasné, pruhy na gelu nebyly pfili§ vyrazné a na prvni pohled zfejmé.
Koncentrace DNA v izolatu se u téchto vzorkli pohybovala v rozmezi 18,43 — 21,53
(byla dostacujici). S nejvétsi pravdépodobnosti bylo pii¢innou nejasnych vysledki
castecné vyplaveni produktu PCR ze sloti. Aby nedoslo ke zbyte¢nym nakladim na
sekvenovani a ztraté ¢asu pii dalsi laboratorni praci na téchto vzorcich, byla elektroforéza
opakovéana. Vysledek opakované elektroforézy byl znatelné lepsi, problém byl tedy

pravdépodobné opravdu ve Spatném pipetovani do slott.

Vysledky elektroforézy vzorku ¢islo 16 a 17 také nebyly pfilis zietelné. V tomto ptipadé
uz ale elektroforéza opakovana nebyla (koncentrace vzorkii nebyla pfili§ vysoka).

Namisto toho bylo do sekvenacéni reakce ptidano vice produktu PCR, aby bylo dosazeno
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co nejlepsiho osekvenovéni. Sekvenace téchto vzorkii dopadla velmi dobfe a jejich

kvalita se téméf neliSila od zbylych hezky osekvenovanych sekvenci.

Vzorky byly odeslany k sekvenaci firmou GenSeq s.r.0. Se sluzbami této firmy jsem byla
spokojena, sekvenace byla provedena bez prodlevy. Vyuziti sluzeb komer¢ni laboratote
ma nevyhodu v tom, Ze nelze individualné upravit nastaveni parametri sekvenatoru

(napf. pfi nizké koncentraci DNA).

Ptiprava na sekvenaci a ¢teni sekvenci pro mne bylo novou zkusenosti. Z tohoto divodu
byly nejprve hodnoceny sekvence, které mi byly poskytnuty. Bylo u nich pfedpoklddano

lepsi osekvenovani (Ieh¢i ¢teni a hodnocenti).

K hodnoceni sekvenci byl pouzivan program BioEdit, ktery je zdarma dostupny na
internetu. Tento program neni pro ¢teni sekvenci tim nejlepsim, ale vzhledem k jeho
dobré dostupnosti je pro zakladni zhodnoceni dostacujici. Nerozpoznd napiiklad
heterozygotni mutace (za spravny ur¢i vy$si pik). Tyto mutace byly urCeny ¢tenim

sekvenci pik po piku a naslednym dohledanim v databazi NCBI.

Sekvence z Ceskobudgjovicka byly velmi p&kné. Jejich &itelnost byla bezproblémova.
Jedinou sekvenci, kterou nelze hodnotit byla sekvence reverse vzorku 1'. Sekvence byly
tedy idealni pro seznameni se s programem BioEdit a databazi NCBI. Program BioEdit
ma nekolik funkci, vyuzivana vSak byla pouze funkce zékladni, ktera slouzi k zobrazeni
pikti bazi. Prace stimto programem nebyla nijak zvlast obtizna. Databaze NCBI

vvvvvv

prace Ing. TomaSem Nixem, Ph.D., jsem se rychle zorientovala.

Ve vzorcich DNA déti z Ceskobudgjovicka byla mutace p¥itomna v 8 vzorcich (80 %).
Vyskyt mutace u déti z Karvinska byl o poznani nizsi. Byla nalezena pouze ve 3 vzorcich
(30 %). Bez rozdili na lokalité (Ceskobud&jovicko/Karvinsko) byly vsechny nalezené
mutace totozné — heterozygotni mutace (NM_001320801.2:9.425A>G).

Zajimavou byla sekvence vzorku 6' z Ceskobudgjovicka, u kterého byla mutace pfitomna
pouze v sekvenci forward. Stejné jako forward bylo i vlakno reverse velmi dobie
osekvenovano, ale nebyl zde Zadny ndznak mutace. Lze tedy vyloucit zdménu Sumu za
mutaci a naopak. Mutace by méla byt pfitomna v obou vlaknech. Jelikoz jsem tyto vzorky
neizolovala, ale byly mi pouze poskytnuty sekvence k hodnoceni, nemohu se k tomu blize

vyjadfit. Pokud by se jednalo o klinicky vzorek, analyza by byla opakovana.
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Kvalita sekvenci z Karvinska byla o néco horsi. Sum vymizel az okolo 100bp a jejich
a naslednou laboratorni praci. VIiv na kvalitu sekvenci mohla mit doba sbéru vzorkt
a jejich skladovani. Odebrané vzorky déti z Ceskobud&jovicka byly vyizolovany do tydne
od odbéru, na rozdil od vzorkl z Karvinska, které byly sbirany po dobu 8 mésicii a teprve
poté vyizolovany. Ne¢&které byly skladovany pii pokojové teploté, jiné v lednici

¢1 mrazicich boxech.

Dle laboratorni piirucky genetické laboratofe, vypracované¢ Lonskym (2017),
Ize nezpracovany vzorek uchovavat pii pokojové teploté po dobu kratsi 8 hodin, po dobu
delsi pak v lednici pfi 2 az 8°C maximaln¢ 14 dni. Pfi nutnosti del§iho uchovani vzorku
je nutno jej skladovat pii -18 az -25°C. Doba, po kterou jsou vzorky skladovany,
by ovsem dle van Wieren-de Wijer et al. (2009) neméla mit Zadny vliv na vytézek DNA.

Poté byly hodnoceny vlastni sekvence. Vétsina z nich byla dobfe osekvenovana i Citelna,
az na dvé sekvence, které obsahovaly velky Sum a nebyly tak viibec hodnoceny. Mutace

byla nalezena v 5 (34 %) z nich.

Celkové byly vysledky analyzy vSech vzorkid velmi p&kné a Cetnost zastoupeni mutace
pomérné vysoka. U vsSech vzorkl, u kterych byla mutace nalezena, byla prokazana

ptitomnost totozné heterozygotni mutace (NM_001320801.2:9.425A>G).

Rozdily v procentualnim zastoupeni mutaci v jednotlivych oblastech Ceské republiky,
mohou byt dany né€kolika faktory. Vliv mize mit predevS§im kvalita vnéjSiho prostiedi,

ale také Zivotosprava rodin, ve kterych déti Ziji.

Dle vyzkumu genetika Radima Srama (2017) je v &etnosti onemocnéni dychacich cest,
mezi détmi z Karviné a Ceskych Bud&jovic, znaény rozdil. U déti z Karvinska jsou
zaznamenany vyssi poCty prodélanych virdz, ale také i Cast&jsi vyskyt zdnétu dolnich cest
dychacich a zanéti kuze. Nejpravdépodobnéjsi pricinou je zfejmé poskozeni imunity
zpiisobené znecisténym ovzdusim. Vzduch v Ceskych Budg&jovicich je relativng &isty,

kvalita ovzdusi v Karviné je o néco horsi (Sram a Motlova, 2017).

Kvalita ovzdus$i neni jedinym faktorem, ktery zapficinuje problémy s dychanim.
Krieger (2010) poukazuje také na negativni vliv expozice vnitinim alergenim

(rozto€i, plisn€, domaci zvifata).
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Vzhledem ke kvalit¢ ovzdusi, byl ve vzorcich z Karvinska ocekavan cetnéjsi nalez
mutaci, nez ve vzorcich z Ceskobudgjovicka. JelikoZ byl vySetiovany soubor pomémé
maly (10 déti z kazdé oblasti) a Zivotosprava rodin, ve kterych déti ziji neni znama, nelze
rozdil ve vyskytu mutaci zcela objektivné hodnotit. V budoucnu by bylo dobré analyzovat
vetsi soubor vzorkd, piipadné védét v jaké domacnosti déti ziji (napf. pfitomnost

domaciho zvifete).
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12 Zavér

V ramci bakalarské prace byla vypracovana odborna reserSe, ve které byla nastinéna
problematika genu ORMDL3 jako potencionalniho rizikového faktoru pro rozvoj fady
onemocnéni, z nichz nejdiskutovanéj$im je détské astma. Dal§imi onemocnénimi, ktera
byla v praci popsana, jsou Crohnova choroba, revmatoidni artritida, inzulin dependentni
diabetes mellitus a primarni biliarni cirh6za. Nastinény byly také metody sekvenovani,
jimiz jsou Sangerovo sekvenovani, které bylo pouzito pti sekvenaci vzorkl firmou

GenSeq s.r.0, a novejsi metoda NGS.

V praktické casti byla popsdna laboratorni prace, kterd zahrnovala odbér vzorkl
z bukalniho stéru, izolaci DNA, mé&feni koncentrace DNA, PCR, elektroforézu, ptipravu
na sekvenaci a zavérecné hodnoceni sekvenci. Sekvence byly hodnoceny v programu

BioEdit a nalezené mutace klasifikovany v genetické databazi NCBI.

Celkové bylo odizolovano 20 vzorkit DNA, z nichz 15 bylo odeslano k sekvenaci.
Dalsich 20 vzorki bylo poskytnuto pouze k hodnoceni. Celkové bylo tedy provedeno
vyhodnoceni 70 sekvenci (pro kazdy vzorek 2 sekvence — vlakno forward a reverse).
V souboru vSech vySetfovanych vzorkli byla u 16 znich pfitomna mutace. U vSech

vzorki se jednalo o stejnou heterozygotni mutaci (NM_001320801.2:9.425A>G).

Ve srovnani vyskytu nalezenych mutaci, byla mutace pfitomna u 3 z 10 karvinskych déti
a u 8z 10 ceskobudéjovickych déti. Tento vysledek miliZze byt ovlivnén kvalitou vnéjsiho

prostiedi, ptipadné Zivotospravou rodin, ve kterych déti ziji.

Cilem prace bylo seznameni se s odbornou literaturou pojednavajici o genu ORMDLS3,
osvojeni zdkladnich metod molekularni biologie a srovnani vyskytu nalezenych mutaci v
genu ORMDL3 mezi populacemi déti z Karvinska a Ceskobudgjovicka. Viechny tyto cile
byly naplnény.

59



13 Literatura

1. AYRES, J. G,, 2001. Astma. Praha: Grada. Informace a rady Iékaie. 96s. ISBN
80-247-0091-3.

2. BARTOVA, E., 2011. Sekvenovani DNA. Enzymovd Sangerova metoda. [online]
[cit. 2021-02-05]. Dostupné z: https://cit.vfu.cz/opvk2011/?title=popis_metod-

sekvenovani&lang=cz

3. BRHEL, P., 2008. Diagnostika, lécha a prevence priiduskového astmatu v Ceské
republice: uvedeni globalni strategie do praxe. Praha: Ceska iniciativa pro astma.
120s. ISBN 978-80-86396-32-3.

4. BRODANOVA, M., 1997. Hepatologie v praxi: onemocnéni jater a zlucovych
cest. Praha: Galén. 389. ISBN 80-85824-47-7.

5. BUGAJEV, V., HALOVA, I., DRABEROVA, L. etal, 2016. Negative regulatory
roles of ORMDL3 in the FceRI-triggered expression of proinflammatory
mediators and chemotactic response in murine mast cells. Cell. Mol. Life Sci.
[online]. 73, 1265-1285 [cit. 2021-02-15]. doi: 10.1007/s00018-015-2047-3.
Dostupné z: https://link.springer.com/article/10.1007/s00018-015-2047-3

6. CANTERO-RECASENS, G., FANDOS, C., RUBIO-MOSCARDO, F,
VALVERDE, M. A., VICENTE, R., 2010. The asthma-associated ORMDL3 gene
product regulates endoplasmic reticulum-mediated calcium signaling and cellular
stress. Human Molecular Genetics. [online]. 19(1):111-121.
[cit. 2021-02-15]. doi: _ 10.1093/hmg/ddp471. Dostupné zZ:
https://academic.oup.com/hmg/article/19/1/111/599403

7. Care Comm, © 2020. O astmatu, [online]. [cit. 2021-04-14].
Dostupné z: https://www.astma-zero.cz/cs/o-
astmatu?gclid=Cj0KCQIAWMPIBRCzARISAPWTJ_EcYDJ-
iXw7NiA02inWaz9A_jfpBklzVy8EGDNuSCUvpvNfbwixc3YaAocCEALwW_wc
B

60


https://link.springer.com/article/10.1007/s00018-015-2047-3
https://doi.org/10.1093/hmg/ddp471
https://academic.oup.com/hmg/article/19/1/111/599403
https://www.astma-zero.cz/cs/o-astmatu?gclid=Cj0KCQiAwMP9BRCzARIsAPWTJ_EcYDJ-ixw7NiA02inWaz9A_jfpBklzVy8EGDNuSCUvpvNfbwixc3YaAocCEALw_wcB
https://www.astma-zero.cz/cs/o-astmatu?gclid=Cj0KCQiAwMP9BRCzARIsAPWTJ_EcYDJ-ixw7NiA02inWaz9A_jfpBklzVy8EGDNuSCUvpvNfbwixc3YaAocCEALw_wcB
https://www.astma-zero.cz/cs/o-astmatu?gclid=Cj0KCQiAwMP9BRCzARIsAPWTJ_EcYDJ-ixw7NiA02inWaz9A_jfpBklzVy8EGDNuSCUvpvNfbwixc3YaAocCEALw_wcB
https://www.astma-zero.cz/cs/o-astmatu?gclid=Cj0KCQiAwMP9BRCzARIsAPWTJ_EcYDJ-ixw7NiA02inWaz9A_jfpBklzVy8EGDNuSCUvpvNfbwixc3YaAocCEALw_wcB

10.

11.

12.

13.

14.

15.

DAS, S., BROIDE, D. H., 2016. Why is Chromosome 1721 linked to Asthma?
Insights Allergy Asthma Bronchitis. Journal of Clinical Immunology and Allergy.
[online]. [cit. 2020-08-17]. Dostupné z: https://asthma-and-
bronchitis.imedpub.com/why-is-chromosome-17qg21-linked-to-
asthma.php?aid=13668

DESIGNUA, Shutterstock © 2021. Inflamation of the bronchus causing asthma.
[online]. [cit. 2021-02-14]. Dostupné z: https://www.shutterstock.com/cs/image-
illustration/inflamation-bronchus-causing-asthma-
166033781?src=hpKPGaPwpltcyNolH-AU5Q-3-62

DITE, P., c2007. Vnitini lékaistvi: ucebnice pro lékarské fakulty. 2., doplnéné a
ptepracované vydani. Praha: Galén. 586s. ISBN 978-80-7262-496-6.

FOLSCH, U. R, SCHMIDT, R. F., KOCHSIEK, K., 2003. Patologickd
fyziologie. 1. ¢eské vydani. Praha: Grada. 588s. ISBN 80-247-0319-x.

FOWLER, S., ROUSH, R., WISE, J., 2013. Cloning and Genetic Engineering.
Concepts of Biology. [online]. [cit. 2021-02-01]. Dostupné z:
https://openstax.org/books/concepts-biology/pages/10-1-cloning-and-genetic-

engineering

FUCIKOVA, T., 1995. Klinickd imunologie v praxi. Praha: Galén. 319s ISBN 80-
85824-24-8.

GARIBYAN, L.a AVASHIA, N., 2013. Polymerase Chain Reaction. The Journal
of investigative dermatology [online]. 133(3), 1-4 [cit. 2020-01-03]. doi:
10.1038/51d.2013.1. Dostupné z
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC4102308/

Gene Cards, The Human Gen Database, © 2021. Genomics for ORMDL3 Gene.

[online]. [cit. 2021-03-17]. Dostupné z: https://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=ORMDL3

61


https://asthma-and-bronchitis.imedpub.com/why-is-chromosome-17q21-linked-to-asthma.php?aid=13668
https://asthma-and-bronchitis.imedpub.com/why-is-chromosome-17q21-linked-to-asthma.php?aid=13668
https://asthma-and-bronchitis.imedpub.com/why-is-chromosome-17q21-linked-to-asthma.php?aid=13668
https://www.shutterstock.com/cs/image-illustration/inflamation-bronchus-causing-asthma-166033781?src=hpKPGaPwpItcyNoIH-AU5Q-3-62
https://www.shutterstock.com/cs/image-illustration/inflamation-bronchus-causing-asthma-166033781?src=hpKPGaPwpItcyNoIH-AU5Q-3-62
https://www.shutterstock.com/cs/image-illustration/inflamation-bronchus-causing-asthma-166033781?src=hpKPGaPwpItcyNoIH-AU5Q-3-62
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4102308/
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ORMDL3
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ORMDL3

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

GORDON, D. L., 2011. Zivot bez nemoci: zarucené zpiisoby, jak se vyhnout vice
nez 90 nemocem, od téch nejbéznéjsich po ty zdavazné. Praha: Reader's Digest
Vybér. 416s. ISBN 9788074061363.

HA, F., KHALIL, H., 2015. Crohn's disease: a clinical update. Therapeutic
advances in gastroenterology. [online]. 8(6), 352-359. [cit. 2021-03-17].
doi: 10.1177/1756283X15592585 Dostupné zZ:
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC4622286/

HIJELMQVIST, L., TUSON, M., MARFANY, G. et al, 2002. ORMDL proteins
are a conserved new family of endoplasmic reticulum membrane
proteins. Genome  Biol.  [online]. 3, research0027.1.  [cit.  2020-12-19].
doi: 10.1186/gb-2002-3-6-research0027. Dostupné z
https://genomebiology.biomedcentral.com/articles/10.1186/gb-2002-3-6-
research0027

HUTYROVA, B., 2015. Inhalacni kortikosteroidy v lécbe bronchialniho
astmatu — mame se jich bat, nebo byt radi za jejich efekt? [online]. 29(3): 105—
107 [cit. 2020-10-11]. Dostupné Z:
https://www.klinickafarmakologie.cz/pdfs/far/2015/03/05.pdf

CHAPEL, H., HAENEY M., MISBAH, S. A., SNOWDEN, N., 2018. Zdklady
klinické imunologie: 6. vydani. Ptelozil THON, V. Praha: Stanislav Juhanak —
Triton. 360s. ISBN 978-80-7553-396-8.

KARGER, B. L., GUTTMAN, A. 2009. DNA sequencing by CE.
Electrophoresis, 30 Suppl 1(Suppl 1). [online]. S196-S202. [cit. 2021-04-12] doi:
10.1002/elps.200900218. Dostupné Z
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC2782523/

KASAK, V., 2018. Asthma bronchiale: priivodce oSetiujiciho Iékare. 3.,

aktualizované a doplnéné vydani. Praha: Maxdorf. Farmakoterapie pro praxi.

308s. ISBN 978-80-7345-585-9.

62


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4622286/
https://genomebiology.biomedcentral.com/articles/10.1186/gb-2002-3-6-research0027#citeas
https://genomebiology.biomedcentral.com/articles/10.1186/gb-2002-3-6-research0027#citeas
https://www.klinickafarmakologie.cz/pdfs/far/2015/03/05.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2782523/

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

KASAK, V., KOBLIZEK, V., ¢c2009. Naléhavé stavy v pneumologii. 2., rozsifené
vydani. Praha: Maxdorf. 535s. ISBN 978-80-7345-185-1.

Khan Academy, © 2021. Gel electrophoresis. [online]. [cit. 2020-12-12].
Dostupné z: https://www.khanacademy.org/science/ap-biology/gene-expression-
and regulation/biotechnology/a/gel-electrophoresis

KHATRI, M., 2020. Diagnosing Crohn's Disease. WebMD. Crohn’s Disease.
[online]. [cit. 2020-11-17]. Dostupné z: https://www.webmd.com/ibd-crohns-
disease/crohns-disease/crohns-disease-diagnosis

KHATRI, M., 2020. What Is Crohn's Disease? WebMD. Crohn’s Disease.
[online]. [cit. 2020-11-15]. Dostupné z: https://www.webmd.com/ibd-crohns-
disease/crohns-disease/digestive-diseases-crohns-disease#1

KOCAREK, E., 2008. Genetika: obecnd genetika a cytogenetika, molekuldrni
biologie, biotechnologie, genomika. 2. vydani. Praha: Scientia. Biologie pro
gymnazia. 211s. ISBN 9788086960364

KRIEGER, J., 2010. Home is Where the Triggers Are: Increasing Asthma Control
by Improving the Home Environment. Pediatric allergy, immunology, and
pulmonology. [online]. 23(2), 139-145. [cit. 2021-04-17].
doi: 10.1089/ped.2010.0022. Dostupné zZ:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3281289/

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

KUDO, M., ISHIGATSUBO, Y., AOKI, 1., 2013. Pathology of asthma. Frontiers
in mikrobiology. [online]. 4, 263. [cit. 2020-10-12].
doi: 10.3389/fmicb.2013.00263. Dostupné zZ:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articlessPMC3768124/

63


https://www.khanacademy.org/science/ap-biology/gene-expression-and%20regulation/biotechnology/a/gel-electrophoresis
https://www.khanacademy.org/science/ap-biology/gene-expression-and%20regulation/biotechnology/a/gel-electrophoresis
https://www.webmd.com/ibd-crohns-disease/crohns-disease/crohns-disease-diagnosis
https://www.webmd.com/ibd-crohns-disease/crohns-disease/crohns-disease-diagnosis
https://www.webmd.com/ibd-crohns-disease/crohns-disease/digestive-diseases-crohns-disease#1
https://www.webmd.com/ibd-crohns-disease/crohns-disease/digestive-diseases-crohns-disease#1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3281289/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3768124/

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

KUJANOVA, M., 2019. Pregisténi PCR produkti — srovnani kolonkovych
souprav ruznych vyrobcti a nase tipy. SEQme. [online]. [cit. 2020-02-12].

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

LATA, J., BURES J., VANASEK, T., c2010. Gastroenterologie. Praha: Galén.
256s. ISBN 978-80-7262-692-2.

LONSKY, P., 2017. Laboratorni pfiruéka genetické laboratofe.
PRONATAL  s.r.o. [online]. [cit. 2021-04-17].  Dostupné  z:
https://pronatal.cz/upload/redactor/1566833977-
c2e3a871b0358b69a5e6acdd21ebe99e.pdf

MAHN, K., HIRST, S. J., YING S., HOLT M. R., LAVENDER, P., OJO, 0. O,,
SIEW, L., SIMCOCK, D. E., MCVICKER, C. G., KANABAR, V., SNETKOV,
V. A., OCONNOR, B. J,CHARLOTTA KARNER, COUSINS, D. J,
MACEDO, P., FAN CHUNG, K., CORRIGAN, C. J.,, WARD, J. P. T., LEE, T.
H., 2009. Diminished sarco/endoplasmic reticulum Ca®* ATPase (SERCA)
expression contributes to airway remodelling in bronchial asthma. Proceedings of
the National Academy of Sciences. [online]. 106 (26) 10775-10780.
[cit. 2021-03-17]. doi: 10.1073/pnas.0902295106. Dostupné zZ:
https://www.pnas.org/content/106/26/10775

MCMURRY, J., 2015. Organickad chemie. Brno: VUTIUM. 1200s. ISBN 978-80-
7080-930-3.

MURRAY, R. K., 2012. Harperova ilustrovana biochemie. 5. ¢eské vydani, 1. v
nakladatelstvi Galén. Pielozil MATOUS, B. Praha: Galén. 800s. ISBN 978-80-
7262-907-7.

NCBI, 2021. ORMDL3 - ORMDL sphingolipid biosynthesis regulator 3
[Homo sapiens (human)]. [online]. [cit. 2021-04-05]. Dostupné z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?Db=gene&Cmd=DetailsSearch&Term=941
03

64


https://www.seqme.eu/cs/magazine/precisteni-pcr-produktu
https://pronatal.cz/upload/redactor/1566833977-c2e3a871b0358b69a5e6acdd21ebe99e.pdf
https://pronatal.cz/upload/redactor/1566833977-c2e3a871b0358b69a5e6acdd21ebe99e.pdf
https://www.pnas.org/content/106/26/10775
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?Db=gene&Cmd=DetailsSearch&Term=94103
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?Db=gene&Cmd=DetailsSearch&Term=94103

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

NUSSBAUM, R. L., MCINNES, R. R., WILLARD, H. F., 2004. Klinicka
genetika. 6. vydani. Praha: Triton. 426s. ISBN 8072544756.

PACIENTI IBD z. s. Crohnova choroba. [online]. [cit. 2021-04-14] Dostupné z:
https://www.crohn.cz/crohnova-choroba

PACIENTI IBD z. s. Dieta pro pacienty s crohnovou chorobou. Dieta ve stadiu
relapsu. [online]. [cit. 2021-04-14]. Dostupné z
https://www.crohn.cz/souvisejici-informace/ibd-a-vyziva/dieta-pacienty-

crohnovou-chorobou

PARKER, S., 2007. Lidské telo. Praha: Euromedia Group - Knizni klub. 256s.
ISBN 978-80-242-2211-0.

PASSARGE, E., 2018. Color atlas of genetics. Fifth edition, revised and updated.
llustroval WIRTH, J. Stuttgart: Thieme. 474s. ISBN 9783132414402.

PATHAK, N., 2020. Crohn’s Disease Treatment: Common Medications for
Treating Crohn’s. WebMD. Crohn’s Disease. [online]. [cit. 2020-11-17].
Dostupné z: https://www.webmd.com/ibd-crohns-disease/crohns-disease/crohns-

disease-treatment-common-medications-for-treating-crohns

PAVELKA, K., 2010. Revmatologie. 2., ptepracované vydani. Praha: Galén.
177s. ISBN 978-80-7262-688-5.

PAVELKA, K., 2012. Revmatologie. Praha: Maxdorf. 740s. ISBN 978-80-7345-
295-7.

PERUSICOVA, J., 2007. Diabetes mellitus 1. typu. Semily: Geum. 615s. ISBN
978-80-86256-49-8.

PERUSICOVA, J., 2008. Diabetes mellitus 1. typu. 2. vydani. Semily: Geum.
615s. ISBN 978-80-86256-62-7.

65


https://www.crohn.cz/crohnova-choroba
https://www.crohn.cz/souvisejici-informace/ibd-a-vyziva/dieta-pacienty-crohnovou-chorobou
https://www.crohn.cz/souvisejici-informace/ibd-a-vyziva/dieta-pacienty-crohnovou-chorobou
https://www.webmd.com/ibd-crohns-disease/crohns-disease/crohns-disease-treatment-common-medications-for-treating-crohns
https://www.webmd.com/ibd-crohns-disease/crohns-disease/crohns-disease-treatment-common-medications-for-treating-crohns

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

PRICE, K. S., STEVENSON, A., KING, E., READY, K., LAZARIN, G. A,
2018. Biological Research for Nursing. Inherited Cancer in the Age of Next-
Generation Sequencing. [online]. 20(2) 192-204. [cit. 2021-03-01].
doi: 10.1177/1099800417750746. Dostupné Z:
https://www.researchgate.net/publication/322475464 Inherited_Cancer_in_the
Age_of_Next-Generation_Sequencing

RANASINGHE, I. R., HSU, R., 2021. Crohn Disease. StatPearls. [online]. [cit.
2021-03-17]. Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK436021/

RON, D., WALTER, P., 2007. Signal integration in the endoplasmic reticulum
unfolded protein response. Nat Rev Mol Cell Biol. [online]. 8, 519-529. [cit.
2020-08-19]. doi: 10.1038/nrm2199. Dostupné zZ:
https://www.nature.com/articles/nrm2199%#citeas

Sambav Health, 2019. Crohn’s Disease- A Common Life Threatening IlIness.
[online]. [cit. 2020-09-14]. Dostupné z: http://blog.sambav.com/health-
fitness/crohns-disease-common-life-threatening-illness/

SEIFERT, B., BENES, V., BYMA, S., 2013. Vieobecné praktické lékarstvi. 2.,
doplnéné a prepracované vydani. Praha: Galén. 673s. ISBN 978-80-7262-934-3.

SNUSTAD, D., SIMMONS, P., SIMMONS, M. J., RELICHOVA, J., ed.
2009. Genetika. Brno: Masarykova univerzita. 894s. ISBN 978-80-210-4852-2.

SOUCEK, M., SPINAR, J., VORLICEK, J., 2011. Vnitini lékarstvi. Praha:
Grada. 1788s. ISBN 978-80-210-5418-9.

SRSEN, S., SRSNOVA K., 1995. Zdklady klinickej genetiky. 2. prepracované a
rozsirené vydanie. Martin: Osveta. 259s. ISBN 80-217-0477-2.

SVACINA, S., 2010. Diabetologie. Praha: Triton. Lékatské repetitorium. 188s.
ISBN 978-80-7387-3486.

66


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK436021/
https://www.nature.com/articles/nrm2199#citeas
http://blog.sambav.com/health-fitness/crohns-disease-common-life-threatening-illness/
http://blog.sambav.com/health-fitness/crohns-disease-common-life-threatening-illness/

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

SEVCIK, P., MATEJOVIC, M., 2014. Intenzivni medicina. 3., piepracované a
roz§ifené vydani. Praha: Galén. 1195s. ISBN 978-80-7492-066-0.

SKRHA, J., 2009. Diabetologie. Praha: Galén. 417s. ISBN 978-80-7262-607-6.

SRAM, R., MOTLOVA, Z., 2017. Podle vyzkumu $kodi $patny vzduch nejen
dychani, ale i kazi. IDNES.cz, MAFRA, a. s. [online]. [cit. 2021-03-12]. Dostupné
z. https://www.idnes.cz/ostrava/zpravy/vysledku-vyzkumu-v-karvine-a-v-

ceskych-budejovicich.A170613 2332429 ostrava-zpravy Woj

VAN WIEREN-DE WHER, D. B. M. A., MAITLAND-VAN DER ZEE, A. H.,
DE BOER, A, BELITSER, S. V., KROON, A. A, DE LEEUW, P. W.,
SCHIFFERS, P., JANSSEN, R. G. J. H., VAN DUIN, C. M., STRICKER, B. H.
C. H., KLUNGEL, O. H., 2009. Determinants of DNA Yield and Purity Collected
with Buccal Cell Samples. European Journal of Epidemiology. [online]. 24:677—
682. [cit. 2021-04-02]. doi: 10.1007/s10654-009-9388-x. Dostupné z:
https://link.springer.com/content/pdf/10.1007/s10654-009-9388-x.pdf

VERLAAN, D. J., BERLIVET, S., HUNNINGHAKE, G. M., MADORE, A. M.,
LARIVIERE, M., MOUSSETTE, S., GRUNDBERG, E., KWAN, T., OUIMET,
M., GE, B., HOBERMAN, R., SWIATEK, M., DIAS, J., LAM, K. C. L., KOKA,
V., HARMSEN, E., SOTO-QUIROS, M., AVILA, L., CELEDON, J. C., WEISS,
S. T., DEWAR, K., SINNETT, D., LAPRISE, C., RABY, B. A., PASTINEN, T.,
NAUMOVA, A. K., 2009. Allele-Specific Chromatin Remodeling in the
ZPBP2/GSDMB/ORMDL3 Locus Associated with the Risk of Asthma and
Autoimmune Disease [online]. [cit. 2020-08-17]. doi:
10.1016/j.ajhg.2009.08.007. Dostupné Z:
https://www.cell.com/ajhg/fulltext/S0002-9297(09)00350-4

WORGALL, T.S., 2017. Sphingolipids, ORMDL3 and asthma: what is the
evidence? Curr Opin Clin Nutr Metab Care. [online]. 20(2):99-103. [cit. 2021-
03-17] doi: 10.1097/MC0O.0000000000000349. Dostupné Z:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/28030368/

67


https://link.springer.com/content/pdf/10.1007/s10654-009-9388-x.pdf
https://www.cell.com/ajhg/fulltext/S0002-9297(09)00350-4
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28030368/

63. Your Genome, 2016. What is PCR (polymerase chain reaction)? [online]. [cit.
2021-01-07]. Dostupné z: https://www.yourgenome.org/facts/what-is-pcr-

polymerase-chain-reaction

64. ZHANG, Y., WILLIS-OWEN, S. A. G., SPIEGEL, S., LLOYD, C. M,,
MOFFATT, M.F., COOKSON, W. O. C. M., 2019. The ORMDL3 Asthma Gene
Regulates ICAM1 and Has Multiple Effects on Cellular Inflammation. Am J
Respir Crit Care Med. [online]. 199(4):478-488. [cit. 2021-03-17].
doi: 10.1164/rccm.201803-04380C. Dostupné zZ:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30339462/

68


https://www.yourgenome.org/facts/what-is-pcr-polymerase-chain-reaction
https://www.yourgenome.org/facts/what-is-pcr-polymerase-chain-reaction
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30339462/

14 Seznam grafi, tabulek a obrazku

Graf 1 Zastoupeni mutaci ve vzorcich DNA déti z Ceskobudgjovicka (zdroj: vlastni)51
Graf 2 Zastoupeni mutaci ve vzorcich DNA déti z Karvinska (zdroj: vlastni) ............ 51

Graf 3 Vyskyt nalezenych mutaci v genu ORMDL3 mezi populacemi déti z Karvinska

a Ceskobudgjovicka (droj: VIastng) ........ccceevveevirsesiieessieiseseiesssese st 52
Graf 4 Zastoupeni mutaci ve vlastnich vzorcich (zdroj: vlastni)........ccceeerverrieennnnn o4

Tabulka 1 Revidovana kritéria Americké revmatologické asociace pro diagnézu RA. 25

Tabulka 2 Stadia RA (podle SteinbroCkera)..........ccouvevieeiieiiieiiie e 25
Tabulka 3 Diferencialni diagnostika RA ..........cccooiiiiiiiiiiiiiecc e 26
Tabulka 4 Kompozitni index DAS28 .......cccciiiiiiiiiiieieiesesesee e 26
Tabulka 5 Sekvence pouzityCh Primertil .......veveiereerienenisesiseeie e s 39
Tabulka 6 Teplotni profil PCR .........ccociiiiiiiiiie s 40
Tabulka 7 Koncentrace DNA v iZOIAtU .....cvviieiiiieiie e 46
Obrazek 1 Lokace genu ORMDLS3 (zdroj: GeneCards, © 2021).......ccccvrviiinirinnnnnn, 10
Obrazek 2 Zanét pridusek zptisobujici astma (zdroj: Designua, © 2021)........cc.c........ 13
Obrazek 3 Porovnani vzhledu zdravého stfeva a stfeva postizeného Crohnovou
chorobou (zdroj: Sambav Health, 2019).........ccccciiiiiiiieiee e 20
Obrazek 4 Klouby prstl téZce postizeny RA (zdroj: Parker, 2007) ......ccccevieiiinnnne 23
Obrazek 5 Tradi¢ni Sangerovo sekvenovani ve srovnani s NGS (zdroj: Price et. al,
2008) e bbb R bbbt bbbt bttt et nr s 32
Obrazek 6 PCR - 1. Denaturace, 2. Annealing, 3. Extenze (zdroj: Bartova, 2011) ...... 38
Obriazek 7 Pouzity DNA Ladder (zdroj: vIastni)........cccooiiiiiiiiiiiiiicee 46
Obrazek 8 Elektroforéza na gelu (zdroj: vlastni) ........cccoovviiiiiiiiiiiiiie, 47
Obrazek 9 Sekvence 8' F BioEdit, heterozygotni mutace na 238 bp (zdroj: vlastni).... 48
Obrazek 10 Cast sekvence 8' F zobrazené v NCBI Blast, A>G (zdroj: vlastni)............ 48
Obrazek 11 Sekvence 8' R BioEdit, heterozygotni mutace na 208 bp (zdroj: vlastni) . 48
Obrazek 12 Cast sekvence 8' R zobrazené v NCBI Blast, T>C (zdroj: vlastni) ........... 48
Obrazek 13 Sekvence 9' F BioEdit, bez mutace (zdroj: vIastni) ........c.ccocevvvrinvnieninnnnn, 49
Obrazek 14 Sekvence 9' R BioEdit, bez mutace (zdroj: v1astni)........c.cocevvvriiivniininnnn, 49
Obrazek 15 Sekvence 1' R BioEdit, Sum (zdroj: v1astni) ........cccccevvenenieiinnenieseennnn, 49

69



15 Seznam zkratek

ACPA

AMA
Anti-TNF

ASCA

ATF6
BL Buffer
bp
CD4+
CD8+
CRP
CT
DAS28
dATP
dCTP
ddATP
ddCTP
ddGTP
ddNTP
ddTTP
dGTP

DMARD

Protilatky proti citrulinovym proteinim (Anti—citrullinated protein

antibody)
Antimitchondrialni protilatky (Anti-mitochondrial antibody)
Anti-tumor nekrotizujici faktor (Anti-tumor necrosis factor)

Protilatky proti Saccharomyces cerevisiae (Anti—Saccharomyces

cerevisiae antibody)

Aktivacni transkripéni faktor 6 (Activating transcription factor 6)
Bass/Lead buffer

part bazi (base pair)

Helper T-cell

Cytotoxic T-cell

C-reaktivni protein

Vypocetni tomografie (Computed Tomography)
Disease Activity Score

Deoxyadenosintrifosfat

Dideoxycytidintrifosfat
Dideoxyadenosintrifosfat
Dideoxycytidintrifosfat
Dideoxyguanosintrifosfat
Dideoxynukleotidtrifosfat
Dideoxythymidintrifosfat
Deoxyguanosintrifosfat

Disease modifying antirevmatic drugs

70



DNA
dNTP
dTTP
ER
EtBr
EXO I

=

GGT
HDAC2
HGVS

HLA

complex)
HLA-DR
IDDM
[o[€]

IKS

IL-2

JIP
LABA
MCP

MHC

MRI
MTP

NCBI

Deoxyribonukleova kyselina
Deoxynukleotidtrifosfat
Deoxythymidintrifostat
Endoplazmatické retikulum
Ethidium bromid

Exonukleaza I

Forward primer
Gamaglutamyltransferaza

Histon deacetylaza2

Human Genome Variation Society

Hlavni histokompatibilitni komplex (Major histocompatibility

Rizikové alely MHC

Inzulin dependentni diabetes mellitus
Imunoglobulin G

Inhalac¢ni kortikosteroidy
Interleukin-2

Jednotka intenzivni péce

Long-acting beta agonists
Metakarpofalangeélni kloub

Hlavni histokompatibilitni komplex (Major Histocompatibility

Complex)
Magnetické rezonance (Magnetic resonance imaging)
Metatarzofalangeélni kloub

National Centre for Biotechnology Information

71



NEB
NGS
oGTT
OH
ORMDL
ORMDL1
ORMDL2
ORMDL3

PANCA

PBC
PBS
PCR

PIP

RA

RC

RF
rSAP
RTG
SERCA
SLE
sSDNA
TBE

TNF-a

New England BioLabs

Sekvenovani dal$i generace (next generation sequencing)
Oralni gluk6zovy toleran¢ni test

Hydroxylova skupina

Orosomucoid like protein

Orosomicoid like-1 protein

Orosomucoid like-2 protein

Orosoucoid like-3 protein

Protilatky proti cytoplazmé neutrofili se specifitou proti

myeloperoxidaze (Anti Neutrofil Cytoplasm Autoantibodies)
Primarni biliarni cirh6za

Phosphate Buffer Saline

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase chain reaction)
Proximalni interfalangealni kloub

Reverse primer

Revmatoidni artritida

Radiokarpalni kloub

Revmatoidni faktor

Shrimp alkaline phosphatase

Rentgenové zateni

sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase

Systémovy lupus erythematodes

jednovlaknova DNA (single-stranded DNA)

Tris Boritan Edta Buffer

Tumor necrosis factor-alfa

72



UPR Rozvinuta proteinova odpovéd’ (Unfolded protein response)

uv Ultrafialové zateni (ultraviolet)

73



