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VySetieni lakt6zové intolerance metodou sekvenovani
Abstrakt

Lakt6zova intolerance patifi mezi nejcastéjSi potravinové intolerance. Je zplsobena
ubytkem enzymu laktazy v epitelu tenkého stfeva, coz vede k nedostate¢nému zpracovani
laktozy pfijaté potravou a jejimu hromadéni. Ubytek laktazy miize byt bud’ vrozeny,
primarni nebo sekundarni. Prvni dva zminéné typy jsou podminény geneticky. Velky
zajem o tuto problematiku v poslednich letech vedl k identifikaci polymorfismt, které

jsou za laktézovou intoleranci zodpovédné.

V evropské populaci se vyskytuji dva nejvyznamnéj$i polymorfismy asociované
s laktézovou intoleranci: C/T-13910 a G/A-22018. Patii tedy k prakticky jedinym
vySetfovanym polymorfismim V nasi populaci. Kazdy znamy SNP je oznacen dle NCBI
identifika¢nim ¢islem (ID), podle kterého miize byt identifikovan a dohledan v genovych
databazich, odbornych publikacich apod. Polymorfismus C/T-13910 je dle NCBI
oznacovan kodem rs4988235 a G/A-22018 kodem rs182549. Zatimco ale o dopadu
homozygotniho i heterozygotniho genotypu na jedince v obou polymorfismech vime,

v odborné literatuie se t¢émet nelze docist 0 kombinovaném genotypu.

V praktické ¢asti této bakalarské prace jsem se proto zaméfila mimo jiné na jedince, ktefi
jsou homozygotni pouze vjednom z polymorfismi. VSichni pacienti byli vybrani
na zakladé piedbéznych vysledku ziskanych pomoci metody PCR-RFLP a byli znovu
vySetieni druhou nezavislou metodou, sekvenovanim. Soubor tvofilo celkem 20 vzorku

S riiznym genotypy, z nichz polovi¢ni zastoupeni m¢l pravé genotyp kombinovany.

Na zaklad¢ porovnani vysledkt ziskanych metodou sekvenovani a metodou PCR-RFLP

byly zjistény neshody u 20 % vzorkii. PO porovnani obou vyse zminénych diagnostickych

vvr
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nez metoda PCR-RFLP. Také z tohoto diivodu se sekvenovani pro rutinni diagnostiku

laktozové intolerance nepouZziva.

Kli¢ova slova

Lakt6zova intolerance; LCT; MCM®6; polymorfismus C/T-13910; polymorfismus G/A-
22018; Sangerovo sekvenovani; PCR-RFLP



Examination of lactose intolerance by DNA sequencing
Abstract

Lactose intolerance is one of the most common food intolerances. It is caused by decrease
of lactase enzyme in the small intestine epithelium, which leads to insufficient lactose
metabolism and its accumulation. Lactase loss may be congenital, primary or secondary.
The first two types are genetically conditioned. Large interest of this issue in the last few
years has led to identification of single nucleotide polymorphisms (SNPs) which are

associated with lactose intolerance.

Within European population, two most significant polymorphisms keep occurring: C/T-
13910 and G/A-22018. Owing to the fact, these are practically the only ones that are
examined in European population. Each SNP is identified by NCBI and has its own
identification number (ID), by which it can be identified and traced in gene databases,
professional publications, etc. Polymorphism C/T-13910 is coded as rs4988235 and G/A-
22018 as rs182549. While the impact of homozygous and heterozygous genotypes in both
polymorphisms on individuals is widely known, there is very little information about the

combined genotype in the professional literature.

In the practical part of the bachelor thesis I focused beside other analysis on individuals
who are homozygous only in one of the polymorphisms. All patients were firstly selected
based on preliminary results obtained by PCR-RFLP method and then re-examined by
another independent method, known as sequencing. The final compilation consisted of
20 samples with different genotypes, in half of which combined genotypes were

presented.

Based on comparison of sequencing results and PCR-RFLP results, some discrepancies
were found in 20 % of presented samples. After comparing both mentioned diagnostic
approaches in the discussion, | have evaluated the sequencing method more reliable. On
the other hand, sequencing method is more demanding in terms of laboratory equipment
and is also more expensive than the PCR-RFLP method. For this reason, sequencing is

not used for routine diagnosis of lactose intolerance.
Key words

Lactose intolerance; LCT; MCM®6; polymorphism C/T-13910; polymorphism G/A-
22018; Sanger sequencing; PCR-RFLP
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1 Uvod

Mezi nejvyznamnéjsi potravinovou intoleranci patii intolerance laktozy (LI), ktera je
zpusobena nedostatkem, ptipadné uplnym chybénim enzymu laktazy v tenkém stieve.
Podle toho, kdy v pribéhu zivota k ubytku laktazy dochazi, se LI rozdéluje na primarni,
sekundarni a vrozenou. Zatimco vrozeny nedostatek laktazy je pomérné raritni, nejcastéji
se lze setkat s intoleranci primarni. Oba tyto typy jsou geneticky podminéné. Sekundarni

intolerance vznika v dusledku jiného onemocnéni a po odstranéni primarni pfiiny je

mozné jeji vymizeni.

V soucasné dobé se k diagnostice vyuziva né€kolik rozmanitych metod. Kazda ma jiné
prednosti a samoziejmé témét u vSech lze nalézt okolnosti, které mohou vést
k diskrepancim. Invazivni metodou je napt. biopsie tenkého stieva, umoziujici odhaleni
sekundarni intolerance. Pro pfesné stanoveni hladiny enzymu v tenkém stievé vSak jiz
spolehliva neni. Dechovy vodikovy test je méné invazivni, nej€astéji pouzivany zejména
pro jeho jednoduchost, avSak vysledek muze byt ovlivnén napf. 1 koufenim
pred provedenim testu. Genetické testovani je sice draz$i, ale umoziuje potvrdit

¢i vyvratit, o jaky typ intolerance se jedna.

V populaci je povédomi 0 intolerancich a jejich pribéhu mensi, nez je tomu u alergii.
Zatimco u alergii dochazi k projeviim velmi brzy po setkani s alergenem, u intoleranci
tomu tak neni. Pfiznaky se projevuji az po dels§i dobé a jsou jiného charakteru nez ty
alergické. Nelze se pak divit, Ze vétsina mirnéjsich piiznaki je béhem Zivota pichlizena

a vlastni intolerance je diagnostikovana az pozd¢ji v Zivoté, zdali vubec.

wewr

V souvislosti se stale vice rozsifenym povédomim o této intoleranci jsou dostupné
bezlaktdézové produkty téméi ve vSech supermarketech, a to v mnoha riznych variantach.
Laktozova intolerance neni zZivot ohrozujici nemoc, a také neni za nemoc povazovana.
Kromé prvnich par tydni po stanoveni diagnoézy neni po zab&hnuti si vlastniho rezimu

pacienta a dodrzeni vyvazenosti stravy naruseni bézného zivota nutné.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Charakteristika laktézové intolerance
Laktézova intolerance, jinak také oznacovéna jako nesnaSenlivost mlécného cukru,
hypolaktazie ¢i laktazova malabsorbce, postihuje az 70 % svétové populace a fadi se tak

k nejcastéjSim potravinovym nesnasenlivostem (Fritzscheova, 2015; Fuchs, 2016).

Clovék, ktery trpi laktdzovou intoleranci, neni schopen stravit mléény cukr (laktozu) a to
vede K typickym =zazivacim obtizim. Poclet pacientt, ktefi piichazeji k lékaiim
s diagnozou laktézové intolerance v poslednich letech vzrostl. Jednim z diivodi mize byt
fakt, ze je laktézovou intoleranci postizeno stale vice lidi. Druhym, ze roste
informovanost jak Iékart, tak Siroké vefejnosti o laktdzové intoleranci, a proto ob¢ tyto

skupiny vénuji travicim obtizim vétsi pozornost (Fritzscheova, 2015).

2.1.1 Laktoza

Z chemického hlediska je laktoza (obr. 1) sacharid, ktery se pfirozené vyskytuje pouze
v savéim mléce, jeho mnozstvi je zanedbatelné v mléce nékterych moiskych savct
(Lomer et al., 2007). Ve své ptuvodni podobé disacharidu je laktéza pro organismus
bez uzitku, pro kvalitni zuzitkovani je nutné jeji rozstépeni na jednoduché sacharidy —
glukozu a galaktozu. To zajiStuje enzym laktdza, nachazejici se v tenkém stieve
(Fritzscheova, 2015). Po Stépeni nésleduje transport jednotlivych monosacharidii skrz
bunéfnou membranu. Glukédza je vyuzita jako zdroj energie, galaktoza tvoii zéklad

glykolipidt a glykoproteint. (Lomer et al., 2007).

CH,OH
| o OH
OH
CH,0H
OH 0 0
OH OH
OH

Obrazek 1: Struktura laktézy. Zdroj: vlastni
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Zdroje laktozy

Pfirozenym zdrojem laktdzy je savéi mléko a vyrobky z néj (Fojik et al., 2013). Vzhledem
k tomu, ze mléko v prvnich tydnech Zivota tvoii jediny zdroj potravy pro kojence, je
zivotné dulezitym zdrojem energie. Kombinace riiznych zivin je nastavena pro potieby
daného kojence (Fritzscheova, 2015). Slozeni vybranych sav¢ich mlék je uvedeno

v tabulce 1.

Tabulka 1: Druhy mlék a jejich slozeni (v %)

Druh mléka Voda | Bilkevina Tuk Milécény cukr | Mineralni latky
Matei'ské mléko 87,6 1,2 1,2 7,1 0,2
Kravské mléko 87,5 3,3 3,8 4,7 0,7
Kozi mléko 86,6 3,6 4,2 4.8 0,8
Ov¢i mléko 83,9 5,2 6,2 4,2 0,9
Kobyli mléko 90,0 2,0 1,1 7,0 0,4
Buvoli mléko 82,7 4,5 8,0 4,7 0,8

Prepracovano podle Kopacka (2014)

Podstatné rozdily v obsahu laktézy maji jednak vySe zminéné druhy mlék, ale také
mlécné vyrobky vyrobené znich (jogurt, maslo, kefir apod.). Velmi malo laktozy
obsahuji zejména fermentované mlécné vyrobky jako je kefir, podmasli, jogurty, protoze
mlécny cukr v nich obsazeny jiz zpracovaly bakterie mlécného kvaseni (Kramer-Priesch
a Kiefer, 2009).

Pfi dodrzovani dietnich opatieni je dtlezité zohlednit pfitomnost lakt6zy i jinde nez pouze
tam, kde se vyskytuje pfirozené. Mimo jiné mize byt obsazena i v n¢kterych lécich jako
plnidlo, pfipadné se uziva v potravinaiském pramyslu jako pfisada ve zpracovavanych

potravinach (Fojik et al., 2013).

2.1.2 Laktdza

Enzym laktaza, znamy také jako laktaza-phlorizin hydrolaza (LPH), patii mezi B-
galaktosidazy (Lomer et al., 2007). Jedna se o jedinecny enzym, protoze ma dv¢ aktivni
slozky v ramci jednoho polypeptidového fetézce. Jedna hydrolyzuje laktozu (obr. 2),
druha phlorizin. Zatimco phlorizin je kompetitivnim inhibitorem laktozy, naopak tomu

tak neni (Campbell et al., 2005).

Laktaza je pfimo aktivovana na sliznici tenkého stieva, kam se dostava procesem zrani

z hlubsich vrstev. Aktivaci zajistuje pankreaticky enzym trypsin (Zecca et al., 1998).

11



CH5OH
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Obrazek 2: Stépeni laktozy na glukézu a galaktozu. Zdroj: vlastni

Aktivita laktazy béhem Zivota

Organismus nenarozenych déti je pfipravovan na traveni laktdzy jiz béhem té€hotenstvi.
Aktivita laktazy se rozviji uz od 23. tydne t€hotenstvi a v této dob¢ tvoii asi 10 %
pozdéjsiho maxima (Fritzscheova, 2015). Toto maximum dle Fojika et al. (2013) nastava

ve 34. tydnu po narozeni.

Nezralé déti nemaji absorpci laktozy kompletni, a proto, pokud viibec jejich nezralost
umoziuje enteralni vyzivu, musi byt dokrmovany piipravky, které obsahuji snizené

mnozstvi laktézy (Frithauf, 2010).

Aktivita laktazy zistava vysoka béhem kojeni, jeji produkce zacina klesat az po jeho
ukonceni (Fritzscheova, 2015). Béhem nékolika let po odstaveni dojde primérné ke ztraté
75-90 % enzymu. Uroven a Gasovy pribéh ztraty se viak zna¢né lisi podle etnické
skupiny. Citiané a Japonci ztraceji 80-90 % enzymu b&hem tii az Gtyt let, Asiaté a Zidé
pouze 20-30 % b&hem podstatné delsi doby. Evropaniim miiZe dosazeni nejnizsi hladiny

enzymu trvat v pruméru 18-20 let (Matthews et al., 2005).

2.1.3 Osud laktozy pii laktozové toleranci
Pii laktéozové toleranci dochazi k G€inné hydrolyze laktézy enzymem LPH jiz
pii prichodu tenkym stfevem V kartaCkovém lemu stfevniho epitelu. Pro hydrolyzu je

nejpiijatelnéjs$i prostfedi jejuna, kde je mald koncentrace bakterii a existuje mald

12



pravdépodobnost fermentace laktézy. Stépné produkty glukéza s galaktdézou jsou

efektivné odvadény do krevniho ob&éhu spole¢né s vodou (Lomer et al., 2007).

Jelikoz je laktdza piirozené téZko stravitelnd, je béZné, Ze pred vstiebanim mulZe jeji Cast
projit az do distalni ¢4sti tenkého stieva. Dokonce 1 u normélnich jedinc muize az 8 %

laktozy piejit az do ilea bez pfedchoziho straveni (Law et al., 2010).

Absorpci finalnich monosacharidii skrze bunéénou membranu ovlivituje nékolik faktort.
Zasadni ulohu hraje enzymova aktivita a doba prichodu laktozy skrze sliznici jejuna
(Swagerty et al., 2002). Jiz poloviéni hladina aktivity laktazy je dostacujici pro straveni
vyznamného mnozstvi laktozy, jako je 50 g, coz je ekvivalentni mnozstvi laktdzy

obsazené v litru mléka (Bayless et al., 2017).

Neméné dilezitym faktorem je mnozstvi Na® ve stievnim lumen. Zatimco vysoka
koncentrace Na* na povrchu sliznic vstup monosacharidi do epitelovych bunék
usnadiiuje, nizka koncentrace piestup tlumi. Za tento proces je zodpovédny vzéjemny
symport glukézy, galaktézy a Na*, kde jako spoleény kontransportér funguje
tzv. glukozovy transportér zavisly na sodikovém iontu (SGLT). Po spole¢ném pienosu
do mezibunéénych prostor jsou monosacharidy usnadnénou difuzi cestou GLUT 2

pfenasSeny do intersticia a poté do kapilar (Ganong, 2005).

2.1.4  Osud laktozy p¥i laktozové intoleranci

Pokud nésledkem nedostatku laktazy nedojde ke $tépeni laktozy, dostava se nestravena
z tenkého stfeva do hlubSich zahybi tlustého stfeva, které jsou osidleny bakteriemi
(Fritzscheova, 2015).

V prvnim kroku dochazi ke Stépeni laktozy B-galaktosiddzou ptitomnou v bateriich
mlécéného kvaSeni na jeji monosacharidové podjednotky (Lomer et al., 2007). Bakterie
mlécného kvaSeni jsou heterogenni skupinou grampozitivnim bakterii, mezi néz patii
napi. rod streptococcus, lactobacillus a bifidobacterium. Vyznamné se také podileji

na regulaci dysbalanci stievni flory (Hove et al., 1999).

Stépné produkty jsou dale k dispozici dal§im bakteriim stievni flory, které je fermentuji
na laktat a mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA) za vzniku vedlej$ich produkti —
oxidu uhli¢it¢tho a vodiku. Oxid uhli¢ity mize byt dale urCitymi kmeny bakterii

redukovan na metan (Lomer et al., 2007). Tyto metabolické produkty a rychlost jejich
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produkce se mohou vyznamné podilet na ptiznacich laktézové intolerance (Szilagyi

a Ishayek, 2018).

Doba vyprazdinovani zaludku nebo priichod potravy stfevem (zpomaleny i zvySeny)
mohou ménit rychlost fermentace neabsorbované laktozy. Tyto faktory mohou byt
ovlivnény dalsimi fyziologickymi podminkami, jako jsou napt. téhotenstvi, uzivani 1€kt

nebo nékteré choroby (diabetes, poruchy stitné zlazy atd.) (Szilagyi a Ishayek, 2018).

Nékteré studie poukazuji na to, Ze riziko vzniku symptomil po pozieni laktdzy zavisi
najeji davce, expresi laktazy, stfevni flofe a citlivosti gastrointestinadlniho traktu
(Misselwitz et al., 2013). Rizna mira tolerance liSici se u jednotlivych pacienti je
vysvétlovana variabilni schopnosti mikroflory tlustého stieva fermentovat laktozu.
Zatimco v tenkém stievé je optimalni prostiedi pro aktivitu laktazy pH 6-8, v tlustém
sttevé pH klesa az na hodnoty kolem 4,6. Prave proto mize byt aktivita bakteridlni laktazy
sniZena, laktoza zistava nefermentovana a ptiznaky poté vznikaji spise kvili zvySenému

osmotickému zatizeni, nez vlivem metabolickych produktt (Lomer et al., 2007).

Priznaky

Hypolaktazie sama o sob& nezpuisobuje nepiijemnosti ani nevolnost. Ty se dostavi
az tehdy, pokud je v pozité potravé pritomna laktéoza (Mattar et al., 2012). Potize se
dostavi 30 minut az 2 hodiny po konzumaci potraviny obsahujici laktézu (Kramer-Priesch
a Kiefer, 2009). Puvod symptomu neni zatim dobie pochopeny, ale osmotické zatizeni
zpusobené nestravenou laktézou nemize byt povazovano za jediny mechanismus

vyvolavaji symptomy LI (He et al., 2006).

Béznymi ptiznaky jsou bolesti biicha a nadymani, zptisobené produkci mastnych kyselin
a dalSich organickych latek v tlustém stievé, které prodluzuji Cas priichodu laktozy
sttevem a zvysuji tlak ve stfevé. Okyseleni stievniho obsahu a zvySeny osmoticky tlak
vedou k lepsi sekreci elektrolytil, a naopak pruchod stievem urychluji a maji za nasledek
prijmy. V ojedinélych ptipadech mize dochazet vlivem snizené peristaltiky stfev

zpusobené produkci metanu k zacpé (Lomer et al., 2007).

Pii pfisunu velkého mnoZzstvi laktézy do odlehlejsSich oddild stfeva mohou vznikat
toxické metabolické bakteridlni produkty. Ty mohou zapfiCinit vzacnéjsi projevy
laktézové intolerance, které svoji intenzitou piekryvaji intestinalni obtiZe. Patfi mezi né

bolest hlavy, bolesti svalti, celkova ochablost a tachykardie (Kasper, 2015).
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2.1.5 Laktozova intolerance vs. alergie na bilkovinu kravského mléka

Alergie na laktozu nebyla dosud popsana, existuje vSak alergie na bilkovinu kravského
mléka (dale jako ,,ABKM®), se kterou mize byt laktozova intolerance ¢asto zaménovana
(Fuchs, 2016). Pti podezieni na jeden z téchto stavi je tfeba dbat na disledné popsani
ptiznakd pacientem. Zatimco nékteré z nich mohou byt ndhodné, jiné mohou byt indikaci
pro ABKM, kterd postihuje kolem 20 % pacientd, jejichZ symptomy zprvu naznacuji
intoleranci laktozy (Lomer et al., 2007). Neni vsak také vylouceno, ze zvlasté v piipadé
nedtsledného dodrzovani 1écby u alergii, tedy Uplné eliminace zdroji bilkoviny
kravského mléka, mize dochazet k prekryti pfiznakli ABKM a sekundarni laktézové

intolerance, ktera se pravé na zakladé nedodrZeni 1é¢by miuize vyvinout (Fuchs, 2016).

Na rozdil od laktézové intolerance, ktera se projevuje pti nedostatku ¢i uplném chybéni
enzymu laktazy ve stfeve, je ABKM zaloZena na imunologickych reakcich proti nékteré
velmi malého mnozstvi mlécnych vyrobkl a jedna se o kozni vyrazky, koptivku, astma

¢i bolest hlavy (Kramer-Priesch a Kiefer, 2009).

2.1.6 Syndrom draZdivého stieva

Syndrom drazdivého stteva (IBS) postihuje 9-12 % populace. Pacienti s IBS mivaji
alespon jeden z ptiznakd, které jsou shodné pro laktézovou intoleranci. Pfestoze se oba
stavy mohou ptekryvat a u 24-27 % pacientt s IBS byla ve studiich prokazana také LI,
bylo zjisténo, Ze laktézova intolerance sama o sobé nevede k syndromu drazdivého stieva

(Phillips, 1999).

2.2 Druhy laktézové intolerance

Asi dvé tretiny svétové populace podstupuji geneticky podminény ubytek laktazy
po odstaveni od matefského mléka (primarni laktazovy deficit). U nékterych jedinct,
ptestoze maji tvorbu laktazy zachovanou, muze béhem zivota dojit k projeviim laktdézové
intolerance, a to zejména z diivodu pfitomnosti jiného, Casto stfevniho, onemocnéni
(sekundarni laktazovy deficit). Oba stavy se zna¢né 1i8i od vrozeného deficitu, ktery je

extrémné vzacny (Deng et al., 2015).

2.2.1 Vrozeny deficit

Vrozeny deficit laktazy neboli také alaktazie je vzacny stav, ktery se vyznacuje uplnou
absenci laktazy (Fritzscheova, 2013). Jedna se o autozomalné recesivni poruchu s pouze
asi Ctyficeti ptipady popsanymi pievazné ve Finsku a zapadnim Rusku. K projevim
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dochdzi jiz po prvnim poziti matefského mléka, kdy dochdzi zejména k t€zkym prijmim

a k postupnému neprospivani novorozence (Lomer et al., 2007; Heine et al., 2017).

Projevy laktozové intolerance u novorozence mohou byt zplsobeny i piechodnym

stavem, a to pfi nedostateCném vyvinuti stteva v dobé narozeni (Fritzscheova, 2013).

2.2.2  Primarni deficit

Primarni nedostatek laktdzy lze povaZovat za genetickou chorobu s nejvétsi Cetnosti
vyskytu na svété, ackoli ve skutecnosti ztrata exprese laktdzy v dospélosti predstavuje
normalni, ,,wild type* a laktazova perzistence abnormalni, ,,mutantni stav (Deng et al.,
2015). Vzhledem k tomu, Ze je tento stav vlastné normou, neni vhodné uzivat termin

deficience, ani nazyvat tuto situaci nemoci (Fuchs, 2016).

Primérni deficit laktdzy, zptusobeny geneticky podminénym postupnym ubytkem tohoto
enzymu, postihuje zhruba 70 % svétové populace. VEk, ve kterém se dostavi prvni
ptiznaky primarni hypolaktazie se znacné 1isi napfi¢ etnickymi skupinami, obecn¢ se ale
primarni hypolaktazie neprojevuje diive nez v péti letech. Piipadi, kdy tomu tak nebylo,

je zaznamenano velmi malo (Mattar et al., 2012; Heine et al., 2017).

2.2.3 Sekundarni deficit

Sekundarni neboli ziskand hypolaktazie provazi jind, Casto gastrointestinalni
onemocnéni, které zpisobuji poskozeni kartdCkového lemu nebo podstatné zvySuji
transportni Cas pro vstfebavani v tenkém stieve. Mezi nejcastéjsi patii cysticka fibroza,
vazné gastroenteritidy, celiakie nebo také nadorovd onemocnéni s probihajici
chemoterapii. Pii 1écbé je dulezité zamétit se na identifikaci primarniho problému

(Swagerty et al., 2002).

Pii onemocnénich, ktera zasahuji tenké stfevo S naslednym poskozenim enterocytd, je
laktaza ze vSech stievnich disachariddz zasazena jako prvni. Spolu s vylécenim

primarniho onemocnéni odezniva také lakt6zova intolerance (Fojik et al., 2013).

2.3 Geneticka podstata

Externi vlivy, jako jsou hormony nebo cukry, maji vliv na ptitomnost laktozové
intolerance pouze minimalni. Dlouhodobd zatéz laktdézou ani jeji uplna eliminace
neovliviiuje u ¢lovéka laktazovou aktivitu a toto zjisténi je povazovano za jasny dikaz

genetického vlivu na aktivitu enzymu (Friithauf, 2010).
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Ze je LPH geneticky kontrolovan védci potvrdili ve druhé poloving dvacatého stoleti.
Zaroven takeé zjistili, ze perzistence laktazy v dospélosti je dominantnim znakem, jelikoz
jiz polovi¢ni hladina laktazy je dostacujici k prokdzani vyznamného traveni laktozy.

(Swallow, 2003; Szilagyi a Ishayek, 2018).

Gen LCT (lactase) se nachazi na dlouhém raménku druhého chromozomu (2g21.3), je
49,3 kb dlouhy a je kontrolovan oblasti promotoru piiblizné¢ 14,000 bp proti proudu

.....

Szilagyi a Ishayek, 2018).

V blizkosti promotoru LCT genu se vyskytuje gen MCM6 (minichromosome
maintenance complex component 6) pusobici jako cis-element ovliviwujici jeho piepis
(Lomer et al., 2007).

2.3.1 Mutace v evropské populaci
Prvnimi objevenymi mutacemi byly jednonukleotidové polymorfismy (SNPs)
nachazejici se v intronech genu MCM6, ato C/T-13910 ve 13. intronu na pozici 13,910 bp

mutace jsou asociovany s laktazovou perzistenci v evropské populaci (Mattar et al., 2012;

Deng et al., 2015).

Piesné mechanismy regulace a kooperace MCM6 genu s LCT nejsou zatim dobie znamy,
ale jisté je, ze zahrnuji epigeneticky faktor metylace DNA. Dosavadni vyzkumy vétSinou
varianty DNA vede K utlumeni transkripce, in vitro bylo prokazano, ze dominantni alela
T putisobi jako silny enhancer. Pti up-regulaci T varianty DNA dochazi k vazb¢é n€kolika
transkripénich faktori na tento enhancer, které se nasledné spoji s dalsimi faktory

TATA boxu v oblasti promotoru (Lomer et al., 2007; Szilagyi a Ishayek, 2018).

U homozygotnich jedincii TT/AA se hladina laktazy v dospélosti prakticky neméni
a muze dosahovat az 10x vysSich hodnot nez u intolerantnich a heterozygoti. Naopak
jedinci CC/GG maji hladinu tohoto enzymu témét nedetekovatelnou. Heterozygoti
vobou SNPs — CT/GA se vétSinou projevuji jako perzistentni, ale maji vyssi
pravdépodobnost laktdézové intolerance v dobé stresu nebo pii gastrointestindlnich

infekcich (Lomer et al., 2007; Deng et al., 2015).
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2.3.2  Dalsi varianty polymorfismii

Varianta C/T-13910 je povazovana za hlavni mutantni formu zodpovédnou za laktézovou
intoleranci pravé v evropské populaci, ale zaroven se také v malém procentu vyskytuje
I v populacich jinych. Prevalence G/A-22018 je vyssi pouze v evropskych rodinach
(Enattah et al., 2002).

V dalsich populacich bylo objeveno né&kolik dalsich SNPs, které by mohly byt
zodpovédné za snizenou expresi laktazy. Mezi alely, u kterych byla prokazéana spojitost
s laktozovou intoleranci, patii G-13915 v Saudské Arabii a G-14010, G-13915 a G-13907
u africkych kmena (obr. 3). U téchto alelickych variant byl popsan stejny mechanismus
jejich pusobeni jako enhancert in vitro, jako u vyse zminéné alely T-13910 (Mattar et al.,
2012; Deng et al., 2015).
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Obrazek 3: Alely, u kterych byla prokdzana spojitost s laktdozovou intoleranci a jejich

lokace na 2. chromozomu. Zdroj: Deng et al. (2015)

Rozlisnost genetickych polymorfismti napfi¢ raznymi etnickymi skupinami vysvétluje
fakt, Ze perzistence laktazy se vyvinula vicekrat v riznych ¢astech svéta nezévisle na sobé

(Misselwitz et al., 2013).
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2.4 Historie

Prvni zminka o laktézové intoleranci se objevila jiz 400 let pied nasim letopoctem, kdy
ji jako prvni popsal Hippokrates. Jako na klinickou jednotku je na ni vSak pohlizeno
az 0od jejiho objasnéni na pocatku 60. let 20. stoleti. Do té doby nebyla geneticka
podminénost u laktézové intolerance zndma a vysoké hladiny laktazy v dospélosti
u Evropant byly povazovany za normalni stav. Za poslednich 50 let se vyzkum laktézové
intolerance zna¢né¢ posunul, a to jak voblasti genetickych mechanismu, tak

I v diagnostickych ptistupech (Vesa et al., 2000; Ingram et al., 2009; Fojik et al., 2013).

S laktozovou intoleranci je spojovan i Charles Darwin (1809-1882), ktery byl v letech
1831-1836 soucasti expedice kolem svéta na lodi Beagle. Po dvou az tfech hodinach
po konzumaci mlécnych vyrobka vykazoval typické pfiznaky LI jako bfisni problémy,
zvraceni, 1 méné Casté ptiznaky jako bolest hlavy a zvySenou tinavu. V té dobé byl ovSem
jeho stav podhodnocen a Darwinova choroba byla oznacovana za psychosomatickou,
piipadné mu byly pfisuzovany diagnézy jako otrava, alergie ¢i hypochondrie. Prestoze
jako puvod jeho zdravotnich problémul byla zvazovana i cesta kolem svéta, spojena
s moznosti nakazeni nékterymi neznamymi chorobami, byla v rodinné anamnéze zjisténa

predispozice pro hypolaktazii (Campbell a Matthews, 2005).

2.5 Prevalence

Zhodnoceni celosvétového vyskytu laktozové intolerance na zakladé sledovani frekvenci
fenotypli v mnoha populacich trvalo roky, avSak nyni je tato situace jiz pomé&rné dobie
objasnéna. Béhem dlouholetych prizkumi vyslo najevo, ze lakt6zova intolerance patii

mezi nejcastéjsi fenotyp u ¢loveka, a to v zastoupeni zhruba 70 % celosvétové populace

(Ingram et al., 2009; Storhaug et al., 2017).

Hypolaktazie je rozSifena ve vétSin€ svéta s velmi rlznorodym rozloZenim napiic
svétadily, zemémi, ale také v ramci jednotlivych zemi. Vyskyt v Severni i Jizni Americe
je pomérné jednotvarny, pohybuje se zde v rozmezi 3642 %. Vyjimku tvoii Kolumbie
s vyskytem 80 %. V ramci Evropy a Asie je zastoupeni pestiejsi, severni staty Evropy
maji vyskyt spise nizsi, kolem 4-20 %, Vv jizni a vychodni Evropé vyskyt nartsta az
k47 %. V Asii postihuje laktozova intolerance kromé severni Asie 58-100 %
obyvatelstva. V Africe je zastoupeni laktozove intolerantnich lidi nejvétsi, a to zejména
Vv oblasti Subsaharské Afriky (77-100 %) s vyjimkou Nigérie (13 %) (Storhaug et al.,
2017).
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Na obrazku 4 je ptehledné znazornéno geografické rozlozeni populaci s riznou mirou
laktozové intolerance, vychazejici ze studie Storhauga et al. (2017). Pro tak nesourodé
rozlozeni bylo hledano vysvétleni, pticemz existuje vice hypotéz, které zvazuji riiznorodé
faktory. Da se fict, Ze vV dnesni dob¢ prevazuje genové-kulturni hypotéza, ktera bude spolu

s dal§imi popsana v nasledujici kapitole (Szilagyi a Ishayek, 2018).

4% 99:9%

Obrazek 4: Celosvétova prevalence laktézové intolerance. Zdroj: Storhaug et al. (2017)

Povédomi o vyskytu laktézové intolerance v riznych geografickych oblastech mlze byt
piinosné nejen z 1ékai'ského hlediska pii zhodnoceni stavu pacienta, ale také pro politické

Cinitele, napf. pii volbé potravinové pomoci v reakci na hladomor (Storhaug et al., 2017).

2.6 Hypotézy vzniku lakt6zové tolerance

Rozlozeni lakt6zové intolerance, resp. tolerance po celém svété je velmi rozmanité a Casto
tento jev nelze spojovat pouze se selekénim tlakem jako reakci na piijem mlécnych
produktd. V souvislosti s tim vzniklo n€kolik riznych hypotéz, snazicich se o vysvétleni
geografického rozlozeni laktazové perzistence. Za soucasné nejpiinosnéjsi je povazovana

hypotéza kulturné-historicka a hypotéza asimilace vapniku. Hypotézy nevylucuji jedna

druhou, ale zaroven lze mezi nimi najit ur¢ité neshody (Gerbault et al., 2009).

2.6.1 Kulturné-historicka hypotéza
Kulturné historicka hypotéza vznikla pred vice jak tficeti lety poté, co Simoons (1970) a
McCracken (1971) nezavisle na sob&é formulovali mySlenku, Zze zavislost na mléce tvofi

silny selekéni tlak na perzistenci laktazy (Ingram et al., 2009).
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Statistické vypocty odhadly, Ze selekce pro perzistenci laktazy zapocala pomérné
nedavno, a to béhem poslednich 10 000 let. Pro nase predky laktozova tolerance zajistila
dalsi zdroj tekutin a bohaty zdroj bilkovin, tukii a sacharidi. Perzistence laktazy tedy
znamenala selektivni vyhodu a to 1,5-19 % v kazdé generaci. Tento silny selekéni tlak je
srovnatelny napf. s rezistenci proti malarii Vv riiznych ¢astech svéta (Misselwitz et al.,

2013).

Tato hypotéza tedy tikd, Ze vzrlst perzistence laktazy se vyvijel spolecné s kulturni
adaptaci na piti mléka a s rozSifujicim se pastoralismes (chovem dobytka). Pastoralismus
byl piinosny zejména diky nutricnim benefitim, které mléko pro naSe predky
piedstavovalo (Ingram et al., 2009). Pravdivost této hypotézy je zifejma z obr. 4, kde jsou
Vv Africe patrné oblasti, pro néz je typicky chov dobytka, a tudiz nizsi vyskyt laktézové

intolerance.

Dalsi, avsak ne tak Casto diskutovanou, je hypotéza opirajici se o kulturné historickou
hypotézu. Ta tik4, Ze laktazova perzistence je sice adaptaci na pastoralismus, ale zaroven
je upfednostiiovdna ve vysoce suchém prostiedi, kde mistni lidé pili mléko jako prevenci
proti dehydrataci. Tato hypotéza neni podpoiena zadnymi dalSimi dukazy (Gerbault et al.,
2009).

2.6.2 Koevoluce genové kulturni

Dalsi hypotéza je taktéz zalozena na myslence, ze perzistence laktdzy se rozsitila
v dasledku selekéniho tlaku u populaci konzumujicich ve velké mife mlééné vyrobky,
zaroven se vSak zabyva tim, pro¢ v ramci ur¢itého tizemi mtze dochézet k vyskytu

rozmanitych genotypa.

Tato teorie naznacuje, ze populace s historii chovu dobytka, u kterych se zacala rozsifovat
perzistence laktdzy, migrovali do riznych ¢ésti svéta, kde se usadili a zacali vytvaret
novou komunitu. Migrace zapocala jiz pted objevenim Nového svéta a pokracuje dodnes,
proto lze napiiklad odvodit soucasny stav v Americe a Australii, kdy do téchto oblasti
migrovali hlavné Evropsti predci (Storhaug et al., 2017; Szilagyi a Ishayek, 2018).

2.6.3 Asimilace vapniku
Vépnik, jakozto biogenni prvek, je pro ¢loveéka zivotné dualezity. Na jeho absorpci se ve
stievé vyznamné podili laktdza, ktera tedy slouzi jako ¢initel v prevenci osteomalacie.

Zeny trpici osteomalacii mély ¢asto deformovanou panev a rodily poté poskozené plody.
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Jak je tedy patrné, dispozice pietrvavani laktazy je ztohoto divodu velmi vyhodna
(Frithauf, 2010).

Kromé¢ laktozy se na metabolismu vapniku podili také vitamin D, ktery je syntetizovan
vlivem denniho svétla. Myslenka hypotézy asimilace (neboli pfizptisobeni se jedné
situace jiné situaci) je takova, Ze v oblastech s niz§im slune¢nim svitem, kde dochazi
k nedostatku vzniku vitaminu D, jsou zvyhodnéni jedinci S laktazovou perzistenci, aby
laktoza mohla nahradit funkci vitaminu D v souvislosti se vstfebavanim vapniku
(Gerbault et al., 2009).

Pravdivost této hypotézy podporuje studie Storhauga et al. (2017) viz obr. 4, ze kterého
je patrné, ze severozapadni Evropu jednoznaéné€ pokryva pouze malé procento laktéozove

intolerantnich jedinct.

2.7 Metody vySetieni LI

Diagnostika laktézové intolerance je pomérné jednoducha a nabizi mnoho moznosti, od
zékladniho expozi¢niho testu az po genetické vySetieni (Fojik et al., 2013). V roce 1978
Lacassie et al. ve své studii prokazal, Ze diagnostika pouze na zakladé klinickych piiznakt
je velmi nepiesna (Lacassie et al., 1978). Nepiimé testy (napf. dechovy vodikovy test a
test lakt6zové tolerance) poskytuji informaci o tom, zda dochézi ke vstiebani laktozy ve
stfeve ¢i nikoli, ale jejich pozitivita nerozliSuje primarni ¢i sekundarni pri¢inu. Geneticky
test patfi mezi testy pfimé a jeho vysledek jednoznacné ukazuje genetickou podminénost

(Fritzscheova, 2015).

2.7.1 Expozicni test

Expozi¢ni test je nejjednodussim ze vSech testd. Pacient jej muze pii podezieni na
laktozovou intoleranci provést sam doma. Spociva v podani 1 litru mléka obsahujiciho
50 g laktozy. Sleduje se rozvoj gastrointestinalnich pfiznakti do 4 hodin po poziti (Fojik
etal., 2013).

2.7.2 Biopsie

Pritomnost laktazy lze vysetfit histochemicky ze vzorku stfeva, ale toto vysetfeni vSak
nepiindsi uspokojivé vysledky. Vzorkem ziskanym pii endoskopii je nejcastéji vzorek
postpapilarniho duodena, avSak maximum laktdzy se nachazi v duodenojejunalnim
piechodu. Bézny endoskopicky vzorek tedy proto neposkytuje pfilis pfesné informace

0 mnozstvi enzymu (Frithauf, 2010). Nespornou vyhodou ovSem zlstdva mozZnost
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vyloucit jiné okolnosti zplisobujici sekundéarni intoleranci (napf. celiakii nebo jina stfevni

onemocnéni) (Misselwitz et al., 2013).

V pediatrické gastroenterologii se dava prednost bioptickému vySetfeni kapsli pied
endoskopickym odbérem, ktery musi byt zvlast¢ u mensich déti doprovazen celkovou
anestezii. Kapsle je zavedena pod rentgenovou kontrolou az do duodenojejunélniho
prechodu a umoziuje tak presnéjsi vysledky, pficemz se jedna o mén¢ invazivni postup

(Friihauf, 2010).

2.7.3 Laktozovy tolerancni test

Je lepsi metodou nez biopsie a pro tento ucel byl i vyvinut. Umoziuje piimo potvrdit
schopnost laktazy hydrolyzovat a absorbovat laktozu. Hladina glukézy je méfena ve
stanovenych Casovych intervalech v krvi pfed a po peroralnim podani laktdzy. Pro lepsi
vyhodnoceni aktivity enzymu se miize hodnotit nejenom koncentrace glukdzy, ale také
galaktdzy. Tento zpisob musi byt podminén podanim etanolu pfed zahdjenim testovani
pro potlaceni metabolismu galaktozy (Mattar et al., 2012). Nevyhodou tohoto testu je, ze
vrchol hladiny glukézy v krvi mtize byt ovlivnén jinymi faktory nez je vstiebani ve stieve,

a to rychlosti vyprazdiovani zaludku nebo hormonalné (Law et al., 2010).

2.7.4  Dechovy vodikovy test

Dechovy vodikovy test je neinvazivni a nejpouzivanéjs$i metodou testovani pro stanoveni
laktozové intolerance (Law et al., 2010). Je nejcastéji provadén pomoci ru¢niho piistroje,
do kterého se po hlubokém nadechu vydechne trubi¢kou cely obsah plic (Fritzscheova,
2015). Metoda je zaloZena na principu plynové chromatografie a vysledek se uvadi v ppm
(parts per million). Pacientovi je zméfena hladina vodiku pied zacatkem testovani a
nasledné kazdych 15-20 minut po oralnim podani davky lakt6zy, ktera obvykle ¢ini 25 g.
U pacientl s laktézovou intoleranci dochdzi v tlustém stfevé ke vzniku vodiku, ktery
prochazi stfevni sliznici a systémovou cirkulaci se dostava az do plic, odkud je
vydechovan. O pozitivnim vysledku mluvime tehdy, je-li narust vyssi o 20 ppm oproti

pocate¢ni hodnoté (Law et al., 2010).

Zvysené pH ve stfevé, které muze inhibovat aktivitu stievnich bakterii, nebo jejich
adaptace po dlouhodobé expozici laktozy, mize zplisobovat faleSné negativni vysledky
(Mattar et al., 2012). N¢ktera antibiotika mohou pozménovat stievni floru a jejich uzivani

v dobé pted testovanim mize taktéZ ovlivnit vysledek testu (Joseph a Rosenberg, 1986).
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Stfevni flora nékterych pacientli miZe obsahovat nevhodné bakterie vedouci k tvorbé
vodiku, a tedy k falesné pozitivité tohoto testu. Naopak existuje asi 10 % ,,negativnich
respondentti, tedy takovych, jejichz stievo je osidleno bakteriemi, které nejsou schopny

produkce Zadného vodiku, nebo které se vodikem zivi (Fritzscheova, 2015).

Dalsi z pticin diskrepanci muze byt kouieni béhem testovani nebo az 12 hodin pfed nim
a zvySuje mnozstvi vydechnutého vodiku. Stejné tomu tak je u spanku Vv priab&hu

testovani, kdy je pri¢ina pfipisovana hypoventilaci (Joseph a Rosenberg, 1986).

2.8 Genetické testovani

Identifikace alel zodpoveédnych za laktézovou intoleranci umoznilo zah4jit pouzivani
genetickych testl k jeji diagnostice. Oproti dechovému vodikovému testu jsou genetické
testy jednodu$si a u pacientll neni nutné pro vyhodnoceni vyprovokovat piiznaky
podanim laktozy. Genetické testovani je vSak také nakladnéjsi, ve srovndni s pfedchozimi
metodami a v ptipadé mozné sekundarni intolerance neumoznuje urcit jeji pti¢inu (Mattar

etal., 2012).

Pro vySetieni lakt6zové intolerance je mozné vyuziti mnoha genetickych metod, jako jsou
metoda PCR a restrikéniho §tépeni (PCR-RFLP) nebo reverzni hybridizace na stripech.
Taktéz byly ve védeckych studiich popsany postupy vyuzivajici pyrosekvenovani
(Nilsson a Olsson, 2008) nebo real-time PCR (Bodlaj et al., 2006). Zatimco metoda
reverzni hybridizace byla shlediana jako spolehlivéjsi oproti real-time PCR, protoze
nedochazi k interferencim zptisobenym dal§imi polymorfnimi variantami, cenové

vyhodnéjsi bylo naopak pyrosekvenovani (Mattar et al., 2012).

2.8.1 PCR

Polymerazova fetézova reakce neboli PCR (z anglického ,,Polymerase Chain Reaction*)
patii mezi nejznaméjsi a nejvyuzivanéjsi molekularné biologickou metodu soucasnosti,
kterd umoziuje amplifikaci (zmnozeni) urcitych useku DNA in vitro (Kocarek, 2007;
Snustad a Simmons, 2015).

K jejimu provedeni jsou zapotiebi kratké oligonukleotidové sekvence neboli primery,
ohraniCujici vybrany tusek DNA, mnozstvi deoxyribonukleotidtrifosfati (dNTP),
termostabilni DNA polymeraza a templatova DNA. Nejcastéji vyuzivanou polymerazou,

avsak ne jedinou, je Tag DNA polymeraza izolovana z bakterie Thermophilus aquaticus,
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kterd odolava vysokym teplotdm pravé diky tomu, Ze tato bakterie Zije ve vyvérech

horkych mineralnich prament (Koc¢arek, 2007).

Reakce probiha ve tfech cyklicky se opakujicich fazich v zafizeni, které se nazyva
termocykler. Ten umoznuje v naprogramovanych casovych intervalech automatickou
zménu teploty (Smarda et al., 2005). Prvni fazi je denaturace DNA, probihajici pfi teploté
92-95 °C. Nasleduje hybridizace (annealing) primert na cilové sekvence za snizené
teploty 50-60 °C. Tato teplota se odviji od struktury primert, respektive od jejich
nukleotidové sekvence. Poté se teplota opét zvysi, zhruba na 70-72 °C, DNA polymeraza
naseda na pritomné primery a dochazi k syntéze novych vlaken DNA (faze prodluzovani
neboli elongace). V kazdém takto se opakujicim se cyklu dochazi ke zdvojnasobeni poctu
molekul DNA (Snusnad a Simmons, 2009; Brdicka a Didden, 2015).

Produkty PCR lze jednoduSe analyzovat napt. elektroforézou v agar6zovém nebo
polyakrylamidovém gelu, ptipadné elektroforézou kapilarni, kdy je vSak jiz nutné
fluorescencni znaceni. Elektroforéza je separacni metoda, kdy se na zaklad¢ pusobeni
elektrického proudu déli riizné velké fragmenty nukleovych kyselin praveé na zékladé své

velikosti (Brdi¢ka a Didden, 2015).

Metodu PCR lze aplikovat v siroké skale jejich modifikaci. Ty se navzajem lisi pouzitim
dalSich enzymatickych reakei, pouzitim specifickych sekvenci primert, pfisnosti
podminek reakce a zejména zpusoby detekce produktd PCR (Smarda et al., 2005).
Metody zalozené na PCR nasly v molekularni biologii uplatnéni napt. pti vyhledavani a
klonovani specifickych sekvenci, pro detekci mutaci nebo urceni typti nadord, a postupné

nahradily fadu jinych metod (Rosypal et al., 2002).

Jako priklady metod zaloZzenych na PCR uvadim varianty nejvice vyuZivané
k diagnostice laktézové intolerance a to PCR-RFLP a real-time PCR. Je nutné
neopomenout, ze i U dalsich zminovanych metod, které se nefadi mezi typické modifikace

PCR, je jednim z prvnich krokl analyzy amplifikacni reakce.

PCR-RFLP
Metoda PCR-RFLP se vyuziva pro typizaci cilové sekvence, ve které se s nejvetsi
pravdépodobnosti vyskytuje sledovany polymorfismus. Nejprve probihd amplifikace

pozadované casti DNA pomoci metody PCR popsané vySe. Po ukonceni reakce jsou
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amplifikované vzorky detekovany -elektroforézou a nasledné Sté€peny restrikéni

endonukleazou (Smarda et al., 2005).

Restrikéni endonukledzy jsou hydrolytické enzymy rozpoznavajici specifickou
dvouretézcovou sekvenci v molekule DNA, kterou $tépi v konkrétnim miste, nebo pobliz
n¢j. Sekvence mista Stépeni je specifickd pro rizné restrikéni endonukleazy, které jsou
produkty riznych mikroorganismti. Nazev restrikéniho enzymu je sestaven z prvniho
pismene rodu a prvnich dvou pismen druhu mikroorganismu, dale se uvadi ¢islo, které
urCuje poradi identifikace enzymu. Napt. restrikéni endonukleaza, izolovana z kmene
RY13 druhu Escherichia coli, nese nazev EcoRI. V soucasné dobé je znamo vice jak

1 000 restrikénich enzymt (Nussbaum et al., 2004; Snusnad a Simmons, 2009).

Useky DNA o definované délce, které vzniknou po §t&peni, se nazyvaji restrikéni
fragmenty a lze je detekovat pomoci gelové elektroforézy. Velikosti fragmentit mohou
byt u kazdého jedince jiné, a to v dusledku mutaci, které vedou k vytvoreni ¢i ztraté
rozpoznavacich mist pro restrikéni endonukledzy. Rozdily v délce a poctu téchto
fragmentii se oznacuji jako polymorfismus délky restrikénich fragmentl (restriction
fragment lenght polymorphism) a odtud také pochazi zkraceny nazev této metody, PCR-
RFLP (Smarda et al., 2005).

Real-Time PCR

Real-Time PCR neboli PCR v realném ¢ase je dalsi modifikaci klasické PCR a umoziiuje
ptimou kvantifikaci PCR produkti béhem reakce. Tato metoda nasla uplatnéni v klinické
diagnostice pro analyzu bodovych mutaci, deleci nebo chromozomalnich aberaci (Smarda

et al., 2005; Brdicka a Didden, 2015).

Princip je podobny, jako v ptipad¢ klasické PCR, avsak u této metody je navic syntéza
novych vldken DNA provdzena zvySenou fluorescenci v reakéni smési.
V nejjednodussim provedeni je do reakce pridana fluorescencni latka, kterd po navazani
na DNA fluoreskuje. Tento zptsob je univerzalni a 1ze ho vyuzit s libovolnymi primery.
Jiné postupy vyuzivaji napt. sondy oznacené fluorescen¢nim barvivem, které na jednom
konci obsahuji molekulu barviva a na druhém tzv. zhaSe¢ (quencher), ktery blokuje
fluorescenci. Takova sonda hybridizuje na denaturovanou DNA, avsak po setkani
s DNA polymeréazou dochazi k jejimu odbouravani. Tim dojde také k preruSeni kontaktu
mezi barvivem a zhaSeCem a indukci fluorescence (Kocarek, 2007; Brdi¢ka a Didden,
2015).
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Pro kvantitativni PCR se vyuzivaji specialni termocyklery, které ve vzorku DNA indukuji
fluorescenci piislusného barviva o0zafenim excitatnim UV zafenim. Intenzita
fluorescence je métena detektorem a vysledky jsou prevedeny do pocitace, kde jsou dale
zpracovany. Koncentrace fluorescen¢niho barviva odpovida mnozstvi DNA a n€kdy Ize

vysledky vyhodnotit jesté pred ukoncenim vSech cykli (Kocarek, 2007).

2.8.2 Reverzni hybridizace

Hybridizaci je ozna¢ovan proces spojeni dvou komplementarnich fetézcti nukleovych
kyselin (NK), ktery lze vyuzit k identifikaci specifickych sekvenci DNA. Prvnim
vlaknem je vySetfovand DNA ¢i RNA a druhym sonda. Sonda je usek nukleotida
komplementarnich k vysetfovanému vlaknu a mize byt bud’ z prirozeného zdroje (RNA,
fragmentovana DNA) nebo uméle ptipravend. Jelikoz cilem hybridizace je zhodnoceni
nalezu, zda se dand mutace ve vySetfovaném vzorku nachazi ¢i ne, pouzivaji se rizné
typy znaceni — testované DNA nebo sondy. Pokud se sonda navaze ke komplementarnimu
vlaknu vySettované DNA, dochazi k hybridizaci a vzniku hybridiza¢niho signalu. Ten je
podle povahy sondy bud fluorescencni, radioaktivni, nebo pifi pouziti enzymu

doprovéazen vznikem barevného nebo svétélkujiciho produktu (Kocarek, 2007; Beranek,
2016).

Postupy hybridizace 1ze rozdélit podle prostiedi, ve kterém probihaji, na hybridizace
Vv roztoku, na pevném podkladu a metody in situ hybridizace. Zatimco hybridizace
v roztoku je zdkladem vysetfovani na principu PCR nebo Sangerova sekvenovani a
umoziiuje napf. stanoveni koncentrace hledanych sekvenci, nejcastéji pouZzivanou
hybridiza¢ni technikou pro vyhledavani drobnych mutaci je v soucasné dob¢ hybridizace
na pevném podkladu. Jako pevny podklad pro hybridizaci slouzi nitrocelulozovy filtr
nebo nylonova membrana, na kterém je pevné fixovana vysetfovand NK nebo neznacena
sonda. Vyhodou detekce na membranach je moznost opakované hybridizace az s dvaceti
riznymi sondami slouzici k vyhledani dalSich mutaci. Tento proces se nazyva

rehybridizace (Rosypal et al., 2002; Beranek, 2016).

Podtypem metod vyuzivajicich pevnou fazi je reverzni blotting neboli reverzni
hybridizace. V tomto provedeni je sonda pfedem komeréné piipravena a ukotvena na
membranovém podkladu a miize obsahovat bud béznou (wild type) sekvenci, nebo

sekvenci obsahujici analyzovanou mutaci. V tomto pfipad¢ se nepouzivaji sondy
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znacené, ale znacena je vySetiovana NK, kdy dochazi po uspésné hybridizaci k detekci

signald, jejichz povaha zalezi na typu znaceni, jako bylo popsano vyse (Beranek, 2016).

2.8.3 Sekvenovani

K pfesnému zjisténi potfadi nukleotidii v molekulach DNA slouzi metoda ptimého
sekvenovani. Tato metoda je znama uz vice nez 40 let a znalost sekvenci pak umoznila
rozvoj i dal§ich metod. Mezi n¢ patii napt. metoda PCR, kdy je sekvencni znalost DNA
pro provedeni PCR casto nezbytna (Smarda et al., 2005; Brown, 2007).

V béZnych laboratofich je cilem sekvenovani ziskat informace o poradi nukleotidil ve
specifickych usecich DNA a jejich srovnani s referen¢nimi sekvencemi v genovych
databazich. Porovndni umoziiuje odhaleni geneticky podminénych chorob na zakladé
vyskytu mutaci vdaném useku a sekvenovani stimto cilem se oznacuje jako

komparativni sekvenovani (Beranek, 2016).

Téméi soucasné¢ byly vyvinuty dvé odlisné techniky sekvenovani. Prvni z nich je
oznacovana jako chemicka a je zalozena na specifické degradaci fetézcii NK pomoci
chemickych sloucenin. V USA ji vyvinuli A. Maxam a W. Gilbert, podle svych autort se
tedy také oznacuje jako Maxam-Gilbertova. Druhym typem je enzymaticka metoda
znama také jako Sangerovo sekvenovani, podle svého autora F. Sangera z Velké Britanie.
Princip metody je zaloZen na specifické inhibici enzymové syntézy DNA (Smarda et al.,

2005; Brown, 2007).

Sangerovo sekvenovani

Sangerovu metodu si lze zjednodusené predstavit jako reakci PCR, protoze i pfi ni
dochazi k syntéze komplementarniho fetézce podle matrice sekvenované DNA. Rozdil je
V druhu pouZité polymerazy, kdy polymerazy pouzivané pro sekvenovani nejsou totozné
s témi, které se pouzivaji pro klasickou PCR reakci a dale v pfidani tzv. terminatort
polymerace. Témi jsou molekuly téméf totozné s deoxyribonukleotidy (ANTPS), které se
oznacuji jako dideoxyribonukleotidy (ddNTPs). Na tietim uhliku deoxyribosy jim chybi
volna hydroxylova skupina. V disledku této absence nedochazi k dalsimu prodluzovani

retézce a polymerazova reakce se zastavi (Beranek, 2016).

Vyznamny pokrok Vv sekvenovani nastal pti zavedeni automatickych sekvenatorti. Tento

pristup spociva v kompletni automatizaci a je tedy na zpracovani sekvenci ¢asové méné
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naro¢ny nez standardni postupy (Smarda et al., 2005). Standardni postup sekvenovani

tak, jak ho pfedstavil F. Sanger, je popsan v nasledujicim odstavci.

Reakce probihaji ve ¢tyfech oddélenych zkumavkach, kdy kazda z nich obsahuje matrici
DNA, DNA polymerazu, mnozstvi ANTPs a mnozstvi specifického ddNTPS (napf.
ddATPs). Pomér ddNTPs a dNTPs musi byt optimalizovan tak, aby pravdépodobnost
zatazeni ddNTPs do nové molekuly DNA byla stejna jako u béznych nukleotidi.
Vysledkem reakce jsou rizné dlouhé fragmenty v kazdé zkumavce, které se oznaci napf.
stiibrem ¢i kolorimetricky a obsah zkumavek se nanese vedle sebe na gelovou
elektroforézu. Na zakladé rozdéleni fragmentt podle jejich velikosti je mozné odecist

sekvenci komplementarniho vlakna (Rosypal et al., 2002; Beranek, 2016).

Soucasnym standardem modernich sekvenator je vyhodnoceni na principu kapilarni
elektroforézy. Fluorescencné znacené primery nebo dideoxyribonukleotidy umoznuji
detekci a sefazeni jednotlivych segmentd DNA a automatické odecteni vysledné
sekvence. Vysledkem analyzy je graf, jehoz jednotlivé vrcholy odpovidaji pfislusnym
nukleotidiim. Pro zjednoduSeni procesu je vyhodnéjsi pouziti znacenych ddNTPs
riznymi fluorofory, protoze odpada nutnost provadét reakci ve Ctyfech riiznych reakénich
zkumavkach. Reakce miize probihat pouze v jedné zkumavce a nasledné v jedné kapilare

(Kocarek, 2007; Beranek, 2016).

Maxam-Gilbertova metoda

Principem chemického typu sekvenovani je st€peni DNA v misté specifického nukleotidu
pusobenim chemického c¢inidla. Jako vychozi material se pouziva jednovlaknova i
dvouvladknovd DNA, kterd je na jednom konci radioaktivné znacena. Zpracovani
dvouvlaknové DNA zacind denaturaci obou vldken pomoci vysoké teploty a jejich
nasledné separaci gelovou elektroforézou. Vybere se pouze jedno vlakno, které se piecisti
a smés se rozdeli na Ctyfi dily — vzorky. V prvni fazi se na kazdy vzorek puisobi
chemickou latkou, ktera zpiisobi modifikaci nukleotidd, pro které je specifickd. Ve druhé
fazi, po pfidani dalsi chemikalie, dochdzi disledkem ptfedchozi modifikace ke Stépeni
fragmentu v tomto useku. Vysledny soubor fragmenti o rizné délce je nanesen na
gelovou elektroforézu a po preneseni na nitrocelulozovy filtr lze sekvenci odecist

autoradiograficky (Rosypal et al., 2002; Brown, 2007).
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Pyrosekvenovani

Pyrosekvenovani je vysoce presné sekvenovani spojené se syntézou DNA v redlném case.
Nevyzaduje znacené primery ¢i nukleotidy, emise svétla je zplsobena pritomnosti
pyrofosfatu (PPi), ktery se uvoliiuje kazdym pfipojenim nukleotidu. Mira emise svétla je

imérna mnozstvi zabudovanych nukleotidi (Smarda et al., 2005).

V soucasnosti se pouziva technika pyrosekvenovani bud’ v roztoku, anebo na pevné fazi
vyuzivajici imobilizovanou DNA. Metoda je stile ve vyvoji, prozatim lze jeji vyuziti
nalézt pfi ovefeni sekvenci kratkych fragmenti DNA nebo pii identifikaci

jednonukleotidovych polymorfismii v genomech (Smarda et al., 2005).

2.9 Lécba

Lakt6zova intolerance neni povazovana za onemocnéni, ale obtize, které zpusobuje, 1ze
regulovat dietnim opatfenim. Lécba se zamé&fuje na Ctyfi oblasti, a to snizeni piijmu
laktoézy, nahradu alternativnimi zdroji pii zachovani dostate¢ného piijmu energie a

bilkovin, substituci enzymii a dostate¢ny pfijem vapniku a vitaminu D (Fojik et al., 2013).

2.9.1 ShniZeni piijmu laktozy

Obecné neni doporucovana uplna eliminace potravin obsahujicich laktézu z jidelnicku,
ale pouze jejich omezeni. Kompletni vysazeni je vhodné jen pfi zahdjeni dietniho
opatfeni, a to zhruba v uvodnich 4 tydnech. Davka ptijimané laktézy pak individudlné
zalezi na pacientovi, vétSina pacientl je schopna dobfe snaset 12—15 g laktézy denné. V
jidelnicku by mély zistat mlééné vyrobky zejména kviili jejich Zivinam, které obsahuji,

a jejich vyssi biologické dostupnosti (Fojik et al., 2013; Szilagyi a Ishayek, 2018).

2.9.2 Nahrada mléénych vyrobkii a alternativni zdroje Zivin

Kvalita bilkovin je zaloZena na slozeni aminokyselin, stravitelnosti a biologické
dostupnosti a miize byt vyjadiena pomoci tzv. DIAAS, coz v ¢estiné znamena ,,skore
stravitelnych nepostradatelnych aminokyselin®. Proteiny kravského mléka dosahuji
DIAAS> 100 % a jsou proto vysoce kvalitnimi. Donedavna bylo kvalitativné srovnatelné
s kravskym mlékem mléko sojové, nové se dostavd do povédomi i mléko hraskove,
vyrobené ze zluté¢ hraskové mouky. Obsahem proteinti a vapniku se vyrovnava mléku

kravskému, avsak jeho biologicka dostupnost neni jesté¢ dobie znama (Szilagyi a Ishayek,
2018).
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Zvysena poptavka spotiebiteli po nahrazkach mléénych vyrobkd vedla Kk soucasné
dostupnosti a rozmanitosti bezlaktozovych potravin v supermarketech. Setkat se mtizeme
jak s alternativami mlé¢nych napoji vyrobenych z ryze, kokosu, mandli, vySe zminéné
s6ji nebo hrasku, tak i s bezlaktozovymi syry, jogurty, smetanou ¢i zmrzlinami. Sojové
napoje byvaji pro nedostatek vapniku a minerali uméle obohacovany, avSak napoje
Z jinych surovin, napt. z kokosu, obohacovany nejsou. Alternativni napoje tedy nelze

pokladat za plnohodnotnou nahradu mléka (Fritzscheova, 2015).

2.9.3 Engymova substituce

Dostupné preparaty oObsahuji beta galaktosidazu izolovanou z plisni nebo kvasinek a
uzivaji se soucasné s potravou obsahujici laktozu pro zmirnéni ptiznakd (Szilagyi a
Ishayek, 2018). Na trhu jsou dostupné ruznorodé piipravky, které vSak nemusi byt vzdy
stejné efektivni. Montalto et al. (2005) ve své studii s laktozove intolerantnimi pacienty
prokazal ucinnost laktazy ziskané z kvasinky Kluyveromyces lactis a to bez prokazanych
vedlejSich ucinkt. V jiné studii byl UspéSny preparat obsahujici laktdzu z plisné
Aspergillus oryzae. Podany enzym S$tépi laktozu na glukézu a galaktézu pro lepsi
absorpci, avSak pro nékteré konzumenty mize byt nepfijemnd pozménéna chut’ jidla
zpusobena vétsi sladkosti samotnych monosacharidt (Misselwitz et al., 2013; Deng et al.,
2015).

2.9.4 Dostatek vdpniku a vitaminu D

MIlécné vyrobky jsou hlavnim zdrojem vapniku pro velkou cast populace. Bézna
doporuc¢ena denni davka pro dospélého jedince je 1000 mg/den, pro dospivajiciho
1300 mg/den a pro ¢loveéka nad 50 let 1200 mg/den (Misselwitz et al., 2013). Pravidelny
prisun vapniku zajiStuje prevenci a zpomaleni progrese osteopordzy. Novejsi studie
poukazali, ze jiz piijem 1-1,5 g vapniku denné ma zasadni zpomalujici u¢inek (Ganong,

2005).

Omezeni mléénych vyrobkli u pacientii s laktézovou intoleranci muize casto vést
Kk nedostate¢nému piijmu denni davky vapniku a tim k vy$§imu riziku osteoporozy a
fraktur. Vapnik lze doplnit medikamenty v kombinované form¢ s vitaminem D, nebo
zatazenim potravin bohatych na vapnik do jidelnicku. VEtsi porce zeleniny mize doplnit
az 150 mg vapniku, konzumace lososa nebo sardinek az 300 mg vapniku (Matthews et al.,
2005; Fojik et al., 2013).
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2.9.5 Vliv probiotik

Jako probiotika se oznacuji zivé mikroorganismy, které piiznivé ovlivituji zdravi cloveéka,
zmiriiuji prabéh nékterych chorob nebo ptlisobi preventivé. Zapojuji se napt. do produkce
esencialnich zivin sliznice tlustého stfeva, zlepsuji stievni imunitu a podileji se na obnove
poskozené stievni mukozni bariéry (Fric, 2002). Mohou se pfirozené vyskytovat béhem
procesu fermentace mlécnych vyrobku (kefir a dalsi) nebo k nim byt dodatecné pridavany
(Szilagyi a Ishayek, 2018).

Je prokazano, Ze bakterie pouzivané jako startovaci kultura v jogurtech (Streptococcus
thermophilus a Lactobacillus bulgaricus) zlepsuji traveni laktézy diky pFitomnosti
mikrobidlni B-galaktosidazy (laktazy). Toto tvrzeni je podlozeno nékolika studiemi, ve
kterych byla srovnavana konzumace tzv. Cerstvych jogurtd (s zivymi jogurtovymi
kulturami) s konzumaci produkti pasterizovanych (obsahujicich tepelné usmrcené
bakterie). Lepsi pribéh trdveni a zaroven nizs§i vyskyt gastrointestindlnich symptomu

bylo prokazano pii konzumaci jogurtt s zivou kulturou (Gill a Guarner, 2004).

Laktéaza ptitomna v téchto bakteriich ¢astecné odbourava laktozu jiz pfi zrani jogurtu za
vzniku kyseliny mlécné. Zbyla laktaza je chranéna bunécnou sténou a netknuta se dostava
az do tenkého streva, kde teprve zdsahem zaludec¢nich $tdv dochazi k rozkladu bakterii a
uvolnéni tohoto enzymu. Pfi rozkladu zbytkové laktdzy dochézi k mensimu osmotickému
zatizeni, a tudiZ k niz§imu vzniku plynt a slabsi bolesti bficha. Bakterie rtiznych
bakterialnich kment, které zakysané vyrobky obsahuji, maji rozdilnou rezistenci vici
kyselin¢ Zlu¢ové. Z tohoto diivodu dochazi k uvolnéni bakterialniho enzymu v rtizné mite
a snasenlivost se u jednotlivych vyrobki 1isi (Fritzscheova, 2015; Szilagyi a Ishayek,
2018).

Bohuzel pfinos piimé konzumace probiotik je stale nejasny a vysledky studii jsou

riznorodé (Szilagyi a Ishayek, 2018).
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3 Cile prace a hypotézy

1. Seznameni se s problematikou lakt6zové intolerance a moznostmi jejiho testovani.
2. Analyza vzorkd metodou Sangerova sekvenovani.

3. Zpracovani vysledki sekvenovani a jejich srovnani s vysledky ziskanymi jinymi

molekularné biologickymi metodami.

Pro vySetteni laktozové intolerance lze vyuzit nékolika riznych metod, napi. PCR-RFLP,
reverzni hybridizace na stripu, real-time PCR apod. V nékterych ptipadech se vyskytuji
kombinované genotypy, tzn. nejsou Cist¢ homozygotni ¢i heterozygotni pro ob¢ varianty

evropskych polymorfismi. Odborna literatura se takovym piipadiim dostate¢né nevénuje.

V ramci mé bakalaiské prace byly porovnany vysledky stanoveni laktézové intolerance
pomoci analyzy DNA ziskané rlznymi molekularné-genetickymi pfistupy.
Piedpokladam, Zze metoda sekvenovani u smiSenych vzorki definitivné potvrdi, zda se

opravdu jedna o takové kombinované genotypy.
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4  Prakticka cast

Prakticka ¢ast bakalarské prace probihala v genetické laboratoti GENLABS pod vedenim
Mgr. Dagmar Riegert Bysttické, Ph.D., ve spolupraci s firmou SEQme s.r.0. Soubor
vzorkl se skladal celkem z 20 vzorkd ziskanych od pacientl, ktefi byli na zakladé
informovaného souhlasu testovani Vv genetické laboratofi GENLABS pro zjiSténi

laktézové intolerance.

V genetické laboratofi se laktdzova intolerance vySetiuje rutinné pomoci metody PCR-
RFLP, pficemz se vysetiuji dva nejvyznamnéjsi polymorfismy vyskytujici se v evropské
populaci, C/T-13910 a G/A-22018. Vzorky pro sekvenaci byly vybrany na zakladé
vysledkti metody PCR-RFLP a byli vybrani pacienti s kombinovanym genotypem pro
oba polymorfismy, tzn. pro jeden z polymorfismi byli heterozygotni a pro druhy
homozygotni. Tento stav neni v odborné literatuie témet popisovan. Z diivodii nejasnych

vysledkt u nékterych vzorka bylo nutno metodu PCR-RFLP zopakovat.

4.1 Seznam pouzitych pristroji

Primarnim vzorkem pro vySetieni laktézové intolerance metodou PCR-RFLP i
sekvenovani byl ve vSech ptipadech bukalni stér. Z bukalniho stéru byla izolovana DNA
a nasledné byla zméifena jeji koncentrace. Pro sekvenaci bylo nutné amplifikovat
specificky usek genu MCMB, ktery obsahuje oba analyzované polymorfismy. DNA byla
proto pomoci PCR amplifikovana a jeji uspésnost ovéiena pomoci gelové elektroforézy.
Pokud amplifikace u néekterych komplikovanych vzorkii neprobéhla, byla PCR
zopakovana s jinym master mixem. Nasledné byl vysledny PCR produkt pfecistén a
v nékolika dalSich krocich piipraven pro sekvenovani. Vhledem Kk vybaveni laboratoie

byla vlastni sekvenacéni reakce provedena firmou SEQme s.r.0.

Cely tento proces by bylo nemozné zrealizovat bez dostupnych laboratornich pfistroji,
které jsou nezbytnou soucasti prace v laboratofi. Pro praktickou ¢ast své bakalaiské prace

jsem vyuzila tyto pfistroje:

e Kombinovana chladnicka pro laboratorni pouziti

e Sada automatickych pipet méficich v riizném rozmezi od 0,2 pl do 1000 pl
e Centrifuga

e Mini centrifuga/vortex

e Termostat
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e Miniinkubator

e Mikrovinna trouba

e  Mupid®-One Electrophoresis System

e MupidTM LED lluminator

e FastGene® GelPic LED Box

e Laminarni box ESCO PCR Vertical Laminar Flow Cabinet

e Fluorometr Quibit® 2.0 Fluorometer

Reagencie a spotfebni material jsou specifické pro jednotlivé laboratorni metody a jsou

proto popsany u kazdého postupu samostatné.

4.2 lzolace DNA

Ruzné proteiny mohou interagovat s nukleovymi kyselinami a témito reakcemi
znemoznit spravny prubéh laboratorniho vySetfeni. Pfitomnost bilkovin je tedy pro
vétSinu analyz neZadouci, proto se pro vétSinu molekularné genetickych analyz jako
vychozi material pouzivad vodny extrakt vySetfované DNA zbaveny podilu bilkovin.
Vlastni izolace DNA se provadi Setrnou extrakci z bunééného jadra nebo mitochondrii

buiiky (Beranek, 2016).

Priméarnim materidlem nejcastéji byva nesrazena plné krev nebo bukalni stér. Pro potieby
vySetieni laktézové intolerance byl primarnim vzorkem bukalni stér, ktery je méné

invazivni nez odbér plné krve a pacient jej mtze provést i samostatné v pohodli domova.

Pro izolaci DNA z bukélniho stéru jsem pouzila komeréni set Exgene™ Clinic SV od

firmy GeneAll®.

Reagencie

e Proteinaza K

e BL pufr

e 100% etanol

e BW pufr
o TW pufr
e AE pufr
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Spotiebni material

e 1,5 ml mikrozkumavky

e 2 ml sbérné zkumavky

e Kolonky
o Spicky
e Rukavice

4.2.1 Pracovni postup izolace

Nejprve jsem si ptipravila vSechny reagencie na pracovni sttl a nechala termostat vyhiat
na 56 °C. Tamponek s bukalnim stérem byva uz v samostatné zkumavce, ve které lze
zahdjit izolaci. Zkumavku jsem proto pouze fadné oznacila a stranou pfipravila novou

1,5 ml mikrozkumavku, taktéz oznacenou, pro pozdéjsi pouziti.

Do zkumavky s bukalnim stérem jsem napipetovala 40 ul proteinazy K a 400 ul BL pufru.
Obsah jsem nasledné zvortexovala, zkumavku nechala inkubovat 10 min pii 56 °C a po
inkubaci kratce stocila. Pfidala jsem 400 pl 100% etanolu, zkumavku v pulzech

zvortexovala a opét stocila.

Veskery obsah jsem pienesla do nové, pfedem oznacené zkumavky na kolonku. Opét
jsem dala zkumavku centrifugovat, tentokrat na 1 min pii 8 000 rpm (revolutions per
minute). Pivodni sbérnou zkumavku jsem nahradila novou a ptidala 600 pul BW pufru.
Centrifugaci jsem zopakovala na 1 min pii 8 000 rpm. Sbérnou zkumavku jsem opét
vymeénila za Cistou a napipetovala 700 ul TW pufru. Centrifugace se opakovala za

stejnych podminek.

Nasledné jsem odstranila supernatant ze sbérné zkumavky, kolonku umistila zpét a
centrifugovala 1 min pfi nejvyssich otaékach pro dokonalé odstranéni zbytkového pufru.
Po stoceni jsem oddélila kolonku od zkumavky a umistila ji do ¢&isté 1,5 ml
mikrozkumavky s vickem. Na kolonku jsem napipetovala 50 ul AE pufru a obsah nechala
inkubovat 5 minut pfi pokojové teploté. Po minutové centrifugaci pii nejvyssich otackach
jsem odsttedény AE pufr znovu vyuzila a aplikovala jej ptimo na kolonku. Zkumavka se
nechala inkubovat stejn¢ jako v predchozim kroku 5 min pfi pokojové teploté.
V poslednim kroku jsem zkumavku centrifugovala pti nejvyssich otaékach po dobu jedné
minuty, vyjmula kolonku a vysledny izolat byl pfipraven ve sbérné zkumavce pro

zméteni koncentrace a nasledné pouziti.
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4.3 Meéreni koncentrace

Koncentrace vyizolované DNA byla zméfena na pfistroji Qubit® 2.0 Fluorometer
pomoci Qubit dsDNA BR Assay Kitu.

Reagencie
e Qubit™ dsDNA BR reagent (Component A)

e Qubit™ dsDNA BR buffer (Component B)
e Qubit™ dsDNA BR Standard #1 (Component C)
e Qubit™ dsDNA BR Standart #2 (Component D)

Spotifebni material

e Mikrozkumavky Qubit™ assaay tubes o objemu 0,5 ml
e 1,5 ml mikrozkumavky
e Spicky

e Rukavice

4.3.1 Pracovni postup

Vsechny pufry jsem pted vlastnim méfenim nechala vytemperovat na pokojovou teplotu.
Protoze kalibrace byla provedena piineddavném méfeni, nebylo nutné ji opakovat.
Oznadila jsem si 0,5 ml zkumavku urc¢enou pro méfeni na fluorometru ¢islem vzorku a
zaroven si pfipravila 1,5 ml zkumavku pro pfipravu pracovniho roztoku, ktery byl

pfipraven pro méteni vice vzorkd.

Pro jeden vzorek jsem pfipravila pracovni roztok napipetovanim reagencii 199 pl
Qubit™ dsDNA BR buffer a 1 pl Qubit™ dsDNA BR reagent tak, aby celkovy objem
v mikrozkumavce ¢inil 200 pl. Roztok jsem zvortexovala a stocila. Do pfipravené 0,5 ml
zkumavky jsem odpipetovala 190 pl pracovniho roztoku a 10 pul DNA izolatu. Zkumavku
jsem kratce zvortexovala, zcentrifugovala a nechala po dobu 2 min inkubovat pfi

pokojové teploté.

Pristroj jsem zapnula zapojenim do zasuvky a nastavila méteni dsDNA. Protoze
kalibracni ktivka byla jiz vytvofena pii piedchozi kalibraci, pfesla jsem rovnou k méfeni
vzorku. Zkumavku jsem vlozila do pristroje a nechala probéhnout méfeni. Po piepoctu

objemu jsem ziskala vyslednou koncentraci DNA V izolatu.
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4.4 PCR reakce

Metody PCR se vyuzivd pro mnohondsobné zmnozeni vybraného useku DNA.
Vyslednym produktem jsou PCR produkty, tzv. amplikony 0 rtizné velikosti, jejichz
ptitomnost se prokazuje gelovou elektroforézou. PCR produkt mize byt dale zpracovan

pro dalii analyzu (Smarda et al., 2005).

PCR reakce byla provedena pomoci MyTaq™ DNA polymerase a PCRBIO HS Taq Mix.
Master mixy pro ob¢ reakce byly pfipraveny v laminarnim boxu a spotfebni material byl
u obou reakcei stejny. Nasledné byly vSechny PCR produkty zkontrolovany pomoci gelové
elektroforézy. VSechny vzorky byly pfipraveny pro sekvenovani, u vybranych vzorku

bylo navic provedeno restrikéni St€peni metodou PCR-RFLP.

Spotiebni material pro PCR reakci

e 1,5 ml mikrozkumavky

e 0,2 ml mikrozkumavky s rovnym vickem

o Spicky

e Rukavice
441 Postup PCR reakce pomoci MyTaq DNA polymerace
Pro piipravu PCR reakce jsem pouzila kit MyTag™ DNA Polymerase od firmy Bioline.
Kromé reagencii, které tento kit obsahuje, jsem navic pouzila DMSO (dimethylsulfoxid)
pro vétsi vytéznost reakce. Seznam pouzitych reagencii pro piipravu reakéniho mixu a
jejich mnozstvi pro jednu reakci uvadi pro polymorfismus C/T-13910 tabulka 2 a pro
polymorfismus G/A-22018 tabulka 3.

Tabulka 2: Slozeni PCR reakce pro polymorfismus C/T-13910

C/T-13910
Reagencie Objem
H20 34,3 ul
5x MyTaq (Red) Reaction Buffer 10 ul
MyTaqg DNA polymerase (5 U/ul) 0,2 ul
DMSO (100 %) 2,5 ul
LAC 13910 C/T_for (20 pmol) 0,5 ul
LAC 13910 C/T_rev (20 pmol) 0,5 ul
Celkem 48 ul

38



Tabulka 3: Slozeni PCR reakce pro polymorfismus G/A-22018

G/A-22018
Reagencie Objem
H.O 34,3 ul
5x MyTaq (Red) Reaction Buffer 10 wl
MyTaqg DNA polymerase (5 U/ul) 0,2 ul
DMSO (100 %) 2,5ul
LAC 22018 G/A_for (20 pmol) 0,5ul
LAC 22018 G/A_rev (20 pmol) 0,5 ul
Celkem 48 ul

Sekvence primerd a reakéni protokoly pro polymorfismus C/T-13910 byly pievzaty
z odborné prace Mattar et al. (2008) a pro polymorfismus G/A-22018 z ¢lanku Coelho
et al. (2005). Pouzité primery jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Sekvence primert

Oznaceni primeri Sekvence

LAC 13910 C/T forward 5 -GCTGGCAATACAGATAAGATAATGGA-3_
LAC 13910 C/T reverse 5 -CTGCTTTGGTTGAAGCGAAGAT-3_

LAC 22018 G/A forward 5 -CTCAGTGATCCTCCCACCTC-3_

LAC 22018 G/A reverse 5 -CCCCTACCCTATCAGTAAAGGC-3_

Vsechny potiebné reagencie jsem si nejprve vyndala z mraziciho boxu a nechala je
rozmrznout. Mezitim jsem si pfipravila do chladiciho stojanku mikrozkumavky o objemu
0,2 ml a oznacila je ¢isly vzorku, véetné pozitivni a negativni kontroly. Pro pfipravu

reakéniho mixu jsem pouzila zkumavku o objemu 1,5 ml.

Pripravené reagencie jsem zvortexovala a zcentrifugovala s vyjimkou MyTaq DNA
polymerazy. U té je vortex nezadouci a je nezbytné ji pouze zcentrifugovat. Prislusné
mnozstvi reagencii (viz tabulka 2 a tabulka 3), pfepocitané na pocet vzorku, jsem
napipetovala do 1,5 ml zkumavky. Do kazdé 0,2 ml zkumavky pro vzorek a negativni
kontrolu jsem piidala 48 ul master mixu a 2 ul DNA, v pfipadé negativni kontroly 2 pl
H20. Zkumavky jsem kratce zvortexovala, stoCila a umistila do termocykleru. Pribéh
reakce v termocykleru pro polymorfismus C/T-13910 popisuje tabulka 5 a pro
polymorfismus G/A-22018 tabulka 6.
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Tabulka 5: PCR reakéni protokol pro polymorfismus C/T-13910

Cas Teplota

1 cyklus Pocatecni denaturace 5 min 95 °C

35 cykli Denaturace 60 s 95 °C
Anealing 60 s 57,4 °C

Extenze 60 s 72 °C

1 cyklus Terminalni extenze 5 min 72 °C

Tabulka 6: PCR reak¢ni protokol pro polymorfismus G/A-22018

Cas Teplota

1 cyklus Pocatecni denaturace 5 min 95°C

35 cykla Denaturace 60 s 95 °C
Anealing 60 s 60,3 °C

Extenze 60 s 72 °C

1 cyklus Terminalni extenze 5 min 72 °C

Po ukonceni reakce probéhla kontrola produktu pomoci gelové elektroforézy na 4%

agardzovém gelu.

4.4.2 Postup PCR reakce pomoci PCRBIO HS Taq Mix

Cast vzorkil, zejména ty, u kterych se neosvédéila PCR s pouzitim MyTaq™ DNA
Polymerase kitu, byla amplifikovana pomoci jiného Kitu. Pro pfipravu master mixu
k provedeni PCR reakce byl pouzit PCRBIO HS Taqg Mix kit od firmy PCR Biosystems.
Seznam reagencii a jejich potfebné mnozstvi pro jeden vzorek uvadi pro polymorfismus

C/T-13910 tabulka 7 a pro polymorfismus G/A-22018 tabulka 8. Sekvence primert byly

totozné jako u predchoziho postupu a jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 7: Slozeni PCR reakce pro polymorfismus C/T-13910

C/T-13910
Reagencie Objem
MasterMix 12,5 ul
H20 5,25 ul
DMSO (100 %) 1,25 ul
LAC 13910 C/T_for (20 pmol) 0,5ul
LAC 13910 C/T_rev (20 pmol) 0,5 ul
Celkem 20 pl

40




Tabulka 8: Slozeni PCR reakce pro polymorfismus G/A-22018

G/A-22018
Reagencie Objem
MasterMix 12,5 ul
H20 5,25 ul
DMSO (100 %) 1,25 ul
LAC 22018 G/A_for (20 pmol) 0,5 ul
LAC 22018 G/A rev (20 pmol) 0,5ul
Celkem 20 ul

Reagencie bylo nutno pfed samotnou piipravou master mixu nechat rozmrznout pti
pokojové teploté. Mezitim jsem si pfipravila 1,5 ml zkumavku pro pfipravu master mixu

a 0,2 ml mikrozkumavky pro vzorky a negativni i pozitivni kontrolu.

Zkumavky jsem oznacila a pfipravené reagencie zvortexovala a stocCila. PfisluSny objem
jednotlivych reagencii, uvedeny vtabulce 7 a 8 pro dané polymorfismy, jsem
napipetovala do 1,5 ml zkumavky. Objem reagencii byl preden piepocitan podle mnozstvi
vzorkl. Master mix jsem zvortexovala, zcentrifugovala a po 20 pl jej rozd¢lila do 0,2 ml
mikrozkumavek. Do kazdé mikrozkumavky jsem piidala 5 ul DNA a pro negativni
kontrolu do samostatné zkumavky 5 ul H20. VSechny vzorky jsem zvortexovala, stocila
aumistila do termocykleru. Reakéni protokol byl stejny, jako pii pouziti pfedchoziho kitu
(viz tabulka 5 a 6) a PCR produkty byly po probéhnuti reakce zkontrolovany na 4%

agar6zovém gelu elektroforeticky.

4.5 Elektroforéza na gelu

Pro kontrolu, zda PCR reakce probéhla a zjisténi vysledkl restrikéniho Stépeni, je
nezbytné pouzit gelovou elektroforézu. Princip odeéitani vysledki je pro oba
polymorfismy stejny, pouze produkty restrikcniho Stépeni se 1i8i svou délkou. Postup
pipravy gelu a reagencie, které se pouzivaji, jsou taktéz totozné. Cast reagencii je
soucasti kitu EastGene®Electrophoresis Reagent Kit, ktery dodava firma Elisabeth

Pharmacon.

Reagencie
e 10x TBE — puftr pro ptipravu pracovniho roztoku 1xXTBE

e Pracovni roztok 1x TBE
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e Deionizovana (aqua for injection) a destilovana (aqua purificata) voda
e Agardzové tablety obsahujici 0,5 g agardzy

e Midori Green Advanced DNA Stain

e 100 bp DNA LADDER H3RTU

Pomucky a spotfebni material

e Odmérny valec

e 0,51 sklenéna lahev

e Plastova kadinka

e Spachtli¢ka

e Elektroforeticka deska

e Hiebeny
o Spicky
e Rukavice

4.5.1 Pracovni postup

Nejprve jsem si pripravila pfislusné pomticky s reagenciemi a elektroforetickou formu,
do které jsem umistila hfebeny. Pfed samotnou pfipravou gelu jsem si pfipravila 1x TBE
pufr, ktery se uchovava k tvorb¢ dalsich gelid. Pro jeho ptipravu jsem do sklenéné nadoby
0 objemu 500 ml odméfila 50 ml jiz ptfipravené¢ho 10x TBE pufru a nddobu jsem doplnila

450 ml destilované vody.

Po pfipravé 1x TBE pufru jsem ptesla na ptipravu 4% agarézového gelu. Do plastové
kadinky jsem umistila 4 agar6zové tablety (2 g agardzy) a piidala k nim 50 ml 1x TBE
pufru. Tablety jsem nechala rozpustit a kadinku jsem nasledné umistila do mikrovinné
trouby, kde jsem ji pfi maximalnim ohievu nechala zahtat po dobu 3 minut. Doba ohievu
byla ptipadné upravena podle prubézné kontroly, dokud nevznikl tekuty gel. K hotovému
gelu jsem napipetovala 15 pl fluroescen¢ni barvicky Midori Green Advanced DNA Stain
a sm¢s promichala. Smés jsem nalila do elektroforetické formy s hiebeny a nechala gel

ztuhnout v tmavém prostiedi.

Z tuhého gelu jsem vyndala hiebeny a umistila gel do elektroforetické vany. K jiz
pritomnému 1x TBE pufru ve vané jsem dolila takové mnozstvi, aby byl gel Gplné
ponoten. Do prvni jamky gelu jsem napipetovala 5 pul 100 bp DNA LADDER H3RTU

markeru. Vzorky jsem poté napipetovala po 5 pl do jamek a zapnula elektroforézu na
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135 V po dobu 15 minut. Po ukon¢eni procesu byl gel pfenesen na detekéni systém, foto

gelu bylo ulozeno na pamét'ovou kartu a nasledné pieneseno do PC.

4.5.2 Vyhodnoceni PCR produktu
Velikost vysledného produktu PCR reakce u polymorfismu C/T-13910 je 201 bp (Mattar
et al., 2008). Velikost PCR produktt polymorfismu C/T-13910 oproti hmotnostnimu

markeru (ladder) 1ze vidét na obrazku 5.

2 SOTBEERSEE: o T
el v

~ Ladder

<201 bp

Obrazek 5: PCR produkty velikosti 201 bp u polymorfismu C/T-13910. Zdroj: vlastni

Vysledkem amplifika¢ni reakce u polymorfismu G/A-22018 je PCR produkt o velikosti
271 bp (Coelho et al., 2005). Velikost PCR produktti polymorfismu G/A-22018 oproti

hmotnostnimu markeru 1ze vidét na obrazku 6.

<= 271 bp

Obrazek 6: PCR produkty o velikosti 271 bp u polymorfismu G/A-22018. Zdroj: vlastni

V ptipadé pozitivniho vysledku (GspéSné PCR reakce) byl vzorek dale zpracovan
metodou sekvenovani, piipadné PCR-RFLP. Vyhodnoceni této metody pomoci

elektroforézy je popsano v nasledujici kapitole.

46 PCR-RFLP

Polymorfismus délky restrikénich fragmentid je dvoustupniovd metoda, kdy prvnim
krokem je amplifika¢ni reakce s naslednym restrik¢nim $tépenim amplifikovanych tseka.
Ke $tépeni se vyuziva enzymu restrikénich endonukleaz, které stépi DNA molekulu ve

specifickém misté. Jelikoz je sekvence nukleotidi v tésné blizkosti kazdého
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polymorfismu specificka, stejné jako restrikéni misto kazdého z enzymu, je nutny vybér
spravného enzymu. Pro oba polymorfismy vySetfované v této bakalaiské praci se vyuziva
restriktazy izolované z bakterie Hemophilus Influaenze. U polymorfismu C/T-13910 se
jedna konkrétné o enzym Hinf I, u G/A-22018 o Hin6 I.

Reagencie pro analyzu polymorfismu C/T-13910

e Restrikéni enzym Hinf |

e Restrikéni pufr CutSmart™ Buffer

Reagencie pro analyzu polymorfismu G/A-22018

e Restrikéni enzym Hin6 |
e Restrikéni pufr 10x Buffer Tango

Spotiebni material

e 0,2 ml mikrozkumavka s rovnym vickem
e Spicky

e Rukavice

4.6.1 Pracovni postup

Oba restrik¢ni pufry jsem nechala rozmrznout pii pokojové teploté a poté je zvortexovala
a stoc¢ila. Nadepsala jsem si dvé skupiny zkumavek, pro kazdy polymorfismus zvlast,
Cisly vzorki a do kazdé napipetovala 45 ul piislusného PCR produktu. V chladicim
stojanku jsem do zkumavek se vzorky pro vysetteni polymorfismu C/T-13910 ptidala
4 ul restrikéniho pufru CutSmart™ Buffer a 1 pl enzymu Hinf I. Pro polymorfismus G/A-
22018 jsem napipetovala 4 pl restrikéniho pufru 10x Buffer Tango a 1 ul enzymu Hin6 I.

Vsechny zkumavky jsem nechala 1 hodinu inkubovat pfi teploté 37 °C.

4.6.2 Vyhodnoceni
Po ukonceni inkubace bylo restrik¢ni $tépeni vyhodnoceno elektroforeticky na 4%

agardzovém gelu.

Vyhodnoceni polymorfismu C/T-13910

PCR produkt velikost 201 bp byl §tépen restrikéni endonukleazou Hinfl. Stépné misto
vznika v piitomnosti mutantni alely T, ktera nahrazuje alelu C v pozici 13910. V blizkosti
polymorfismu C/T-13910 se vsak nachazi jesté dalsi mozné restrikéni misto pro Hinfl, a

to v oblasti nasednuti forward primeru. Mulcare et al. (2004) pouzili proto upravenou
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sekvenci primeru, ktera spocivala v zaméné nukleotidu T za nukleotid G (tato zameéna je
barevné vyznacena v tabulce 4). Tim doslo ke ztraté nezadouciho restrikéniho mista a

umoznéni restrikce pouze v misté polymorfismu C/T-13910.

V piitomnosti dvou alel T doslo ke $tépeni PCR produktu na dva fragmenty 0 velikosti
177 bp a 24 bp. U homozygota CC ke stépeni nedochazi, nebot’ restrikéni misto neni
mutaci vytvofeno. Na elektroforéze je poté vidét zachovaly fragment 201 bp.
V pfitomnosti mutantni i normalni alely (heterozygot CT) vznikaji tfi fragmenty
o velikostech 201 bp, 177 bp a 24 bp (Mattar et al., 2008). Kratky fragment 24 bp je

vzhledem ke své velikosti na gelu hufe viditelny.

Vysledky restrikéniho Sté€peni polymorfismu C/T-13910 jsou zobrazeny na obrazku 7.

Ladder
| — |

<—— 500 bp

Obrazek 7: Vysledky restrikéniho $té€peni polymorfismu C/T-13910. Pod jednotlivymi
jamkami jsou oznaceny genotypy vyhodnocené na zakladé velikosti fragmentt, vpravo

se nachazi hmotnostni marker. Zdroj: vlastni

Vyhodnoceni polymorfismu G/A-22018

PCR produkt velikosti 271 bp byl vystaven restrikénimu $tépeni endonukleazou Hin6 1.
U tohoto polymorfismu je restrikéni misto jiz vytvofeno pfitomnosti normalni alely G.
V jeji ptitomnosti dochazi ke St€peni PCR produktu u homozygota GG na fragmenty
196 bp a 75 bp a u heterozygota GA vznikaji tfi fragmenty o velikosti 271 bp, 196 bp a
75 bp. Pokud jsou pfitomny obé mutantni alely A, ke §tépeni nedochazi a je zachovan
puvodni fragment 271 bp (Coelho et al., 2005). Kratky fragment 75 bp je vzhledem ke

své velikosti na gelu hite viditelny.

Vysledky restrikéniho $té€peni polymorfismu G/A-22018 jsou zobrazeny na obrazku 8.
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Ladder
| | e —— - —

500 bp =——p
<— 196 bp

75 bp

G/A G/A A/A AA G/A

Obrazek 8: Vysledky restrikéniho $tépeni polymorfismu G/A-22018. Pod jednotlivymi
jamkami jsou oznaceny genotypy vyhodnocené na zékladé velikosti fragmenti, vlevo se

nachéazi hmotnostni marker. Zdroj: vlastni

4.7 Sekvenovani

StéZejni metodou této bakalarské prace bylo pravé sekvenovani. Sekvenovani umoziuje
odecist sekvenci DNA na urovni nukleotidd v oblasti, kterou si vymezime vybérem
vhodnych primert. Kromé vyuziti pro ovéteni riznych genovych polymorfismt napt. pro
ucely kontroly spravnosti méfeni, nebo primarné k jejich odhaleni, miize slouzit tato
metoda i tam, kde vysledky jiné metody byly jinak sporné, nebo nemohly byt odecteny.

Ze stejnych duivodu byla tato metoda zvolena i v této bakalaiské praci.

Vsechny vzorky byly zaslany firmé¢ SEQme s.r.0. a vysetfeny metodou Sangerova

sekvenovani. Princip metody je uveden v teoretické ¢asti této prace.

4.7.1 Precisténi PCR produktu

Jak jiz bylo zminéno diive, sekvenovani si 1ze zjednodusen¢ piedstavit jako PCR reakci.
I zde dochazi k tvorbé komplementarniho fetézce DNA podle jednovlaknového templatu,
a je tedy zapotiebi primert a nukleotidli. JelikoZ je samotnd PCR reakce nezbytnym
krokem v piipravé vzorku pro potieby sekvenovani, obsahuje PCR produkt zbytky
primerti a nespotfebovanych nukleotidi. Ty by vSak mohly pii sekvenovani zptsobit
nezadouci zne€isténi a ovlivnit tak sekvenaci. Je tedy nutné tyto zbytky odstranit jesté
pted dalS$im zpracovanim vzorku. Pro pieciSténi PCR produktu jsem pouzila kit EX0OSAP-

IT™ PCR Product Cleanup od firmy ThermoFisher Scientific.

Reagencie
e EX0SAP-IT™ reagent
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Spotiebni material

e Mikrozkumavky

o Spicky
e Rukavice
Pracovni postup

Ptipravila jsem mikrozkumavky podle poc¢tu vzorki a popsala je. Do kazd¢ jsem
napipetovala 5 pl PCR produktu a 2 ul ExoSAP-IT™ reagentu. Smés jsem

zcentrifugovala a umistila do termocykleru. Pribéh reakce je popsan v tabulce 9.

Tabulka 9: Protokol pouzity pro piecisténi PCR produktt

Teplota Cas Popis
37 °C 15 min Degradace nukleotidii a primerti
80 °C 15 min Inaktivace EXoSAP-IT™

Po precisténi neni Zadna dalsi uprava PCR produktu nutna a je ptipraven pro dalsi pouziti.

4.7.2 Zavérecna priprava vzorkii pro sekvenovani

Soucasti laboratorni pfipravy vzorku pied odeslanim na sekvenovani bylo pfidani primeru
a nafedéni piecisténého PCR produktu na potiebnou koncentraci. Protoze pro
sekvenovani je potfeba pouze jeden primer, voli se forward nebo reverse dle potieby.
V nékterych ptipadech mize byt vzorek osekvenovan z obou stran, ale pracuje se s nim

jako s oddélenymi vzorky, kdy je kazdy v oddélené zkumavce se specifickym primerem.

Vzorky pro tuto praci nebyly jednotné vySetieny obéma primery, avsak u polymorfismu
C/T-13910 ptevazoval primer reverse a u polymorfismu G/A-22018 forward primer.
Sekvence primert musi byt totozné s primery pouzitymi pro reakci PCR a jsou uvedeny
v tabulce 10. Byly taktéz pievzaty z odborné prace Mattar et al. (2008) pro SNP 13910 a
pro polymorfismus 22018 poté z Coelho et al. (2005).

Tabulka 10: Sekvence primera

Oznaceni primert Sekvence

LAC 13910 C/T forward 5 -GCTGGCAATACAGATAAGATAATGGA-3_
LAC 13910 C/T reverse 5 -CTGCTTTGGTTGAAGCGAAGAT-3_

LAC 22018 G/A forward 5 -CTCAGTGATCCTCCCACCTC-3_

LAC 22018 G/A reverse 5 -CCCCTACCCTATCAGTAAAGGC-3_
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Reagencie

e Primery dle pozadovaného vySetifeni

e Decionizovana voda (Aqua for injection)

Pomér vSech reagencii je piepocitavan podle intenzity PCR produktu na elektroforéze a
vysledny objem vzorku zasilan¢ho na sekvenaci odpovida 10 pl. Podle toho bylo také
postupovano. Objem pouzitého primeru 0 koncentraci 20 pmol je vzdy 0,5 ul a je
neménny, mnozstvi PCR produktu a H2O se dopocitaval dle vytézku PCR reakce tak, aby
celkovy objem byl 10 pl.

Spotiebni material

e 0,2 ml mikrozkumavky

o Spicky
e Rukavice
Pracovni postup

Pfipravila jsem si mnozstvi mikrozkumavek umérné k poctu vySetfovanych vzorka a
oznacila je potfadovymi Cisly. Do kazdé zkumavky jsem napipetovala 2,5-7,5 ul H20 a
pridala 0,5 upl specifického primeru. Pfed pouzitim jsem veSkeré PCR produkty
zvortexovala, stocila a do pfislusné zkumavky odpipetovala 2—7 ul piecisténého PCR

produktu. Vzorky jsem zajistila proti znehodnoceni a odeslala.

4.7.3 Vyhodnoceni

Vysledné sekvence byly zpracovany ve freewarovém programu Chromas. Poté, co byly
upraveny a zkontrolovany ru¢né, byly vlozeny do vyhledavaciho nastroje BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool), ktery umoznuje porovnani sekvence vzorku s genovou
databdzi NCBI a upozoriiuje na ptipadné neshody. BLAST spadé pod Nérodni zdravotni
instituty (National Institutes of Health — NIH). Na obrazku 9 Ize vidét piiklad sparovani
vzorku vySetifovaného pro polymorfismus C/T-13910 s databazi. Tento vzorek je
homozygotni a byl u néj pouzit primer LAC 13910 C/T reverse. Jedind neshoda, kterou
Ize zpozorovat, vznikla z divodu tGcelové zamény jednoho nukleotidu v oblasti primeru.

Tato zaména tedy neni chybou ani neznamena mutaci.
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Homo sapiens isolate ANGH156 MCME gene, intron
Sequence ID: KUGG1546.1 Length: 579 Mumber of Matches: 1

Range 1: 147 to 296 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
272 bits(147) 2e-69 149/150(99%) 0/150({0%) Flus/Plus
Query 1 GCTEECAATACAGATAAGATAATEEAGTCCCTAGCCTCARAGEAACTCTCCTCOTTAGET &0

, o LLERETEEE R et e e VLR L ELE LR R P ELEE L LT
Sbict 147 GLTOGCAATACAGATAAGATAATOTAGTCCOTOOCCTCAAAGRALCTCTOCTCOTTAGOT 286
e ity b .
Sbjct 207 TGCATTTGTATAATGTTTGATTTTTAGATTGTTCTTTGAGCCCTGCATTCCACGAGOATA 266
s ity
Shjct 267 GGTCAGTGGETATTAACGAGATAAAAGGGG 296

Obrazek 9: Priklad sparovani vzorku vySetfovaného pro polymorfismus C/T-13910
s databazi BLAST. Horni fadek znacdi sekvenci vzorku, spodni fadek je sekvence

referenéni. Zluté zvyraznéna je pozice hledané alely. Zdroj: vlastni

Kazdy znamy SNP nese své oznaceni, podle kterého ho Ize definovat a dohledavat dalsi
informace. Polymorfismus C/T-13910 se zna¢i rs4988235 a G/A-22018 rs182549.
Pomoci toho oznaceni byla v databazi NCBI nalezena sekvence bezprostiedniho okoli

SNP tak, aby bylo mozné s iplnou jistotou potvrdit, Ze se jedna o hledany polymorfismus.

Vyhodnoceni polymorfismu C/T-13910

V sekvenci muze dojit ke tfem situacim. Pacient muze byt homozygot CC, homozygot
TT, nebo heterozygot s alelami CT. Pokud je vysledek homozygotni, v sekvenci lze
nalézt pouze jeden pik (viz obr. 10). U heterozygotniho jedince dojde k piekryti dvou
pikt, a to jak pro alelu C, tak T. Tyto piky jsou vétSinou stejné velké a dle IUPAC codes
(International Union of Pure and Applied Chemistry) se znaci ptitomnost C i T nukleotidu

pismenem Y.

fol |
N |
= W
Lol |

o |
= N
=N |
=W
=8 |

~
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(3]

Obrazek 10: Cast sekvence vysetiovaného genu pro polymorfismus C/T-13910, Sipkou
zdtraznéno umisténi hledané alely. Z tohoto sekvenaéniho grafu vyplyva, ze se jedna o

homozygota TT. Zdroj: vlastni
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Vyhodnoceni polymorfismu G/A-22018

Stejné jako u predeslého polymorfismu i zde nastavd obdobné zhodnoceni sekvence.
V piipadg, ze je pacient homozygot s alelami GG nebo AA, lze vidét v grafu v oblasti
polymorfismu pouze jeden pik. Pokud se jedna o heterozygota, piekryvaji se zde dva
piky. Pfitomnost nukleotidu G i A se opét dle IUPAC codes znaci pismenem R, jak 1ze
vidét na obrazku 11.

=N |
= N
SN B4
- 0

[T |

G G G C R

A‘ I,

Obrizek 11: Cast sekvence vysetiovaného genu pro polymorfismus G/A-22018, §ipkou
zdlraznéno umisténi hledané alely. Vysledkem této sekvenacni reakce je heterozygot

GA. Zdroj: vlastni
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5 Vysledky

Cilem prace bylo osekvenovani n¢kolika vzorkti a nasledné porovnani vysledkii s dalsimi
molekularné-biologickymi metodami. Pro ucel sekvenovani byly vybrany ty vzorky,
u nichz byl pacient metodou PCR-RFLP alesponi v jedné mutaci (tedy C/T-13910 nebo
G/A-22018) zhodnocen jako heterozygotni. Soucasné bylo vySetfena cast vzorkd,
u kterych byl pacient vyhodnocen v obou polymorfismech jako homozygot ¢i
heterozygot, a to zejména z divodu ovéteni obou metodickych ptistupti. Soucasti souboru
byl také jeden vzorek, u kterého nemohla byt metoda PCR-RFLP pouzita z divodu Spatné
kvality DNA pro tuto metodu a tento vzorek byl pouze osekvenovan. Piehled vzorki a

genotypy vyhodnocené na zakladé této metody jsou shrnuty v tabulce 11.

Tabulka 11: Genotypy vzorkd vyhodnocené metodou PCR-RFLP

C.vzorku | Genotyp C.vzorku | Genotyp
1 CT/AA 11 CT/IGA
2 CT/AA 12 CT/IGA
3 CT/AA 13 CT/GA
4 CT/AA 14 TT/AA
5 CT/AA 15 TT/AA
6 CCIGA 16 TT/AA
7 CCIGA 17 TT/AA
8 CCIGA 18 CCIGG
9 CCIGA 19 CCIGG
10 CC/GA 20 neznamy

Vyhodnoceni praktické ¢asti této bakalarské prace se opira jednak o vysledky ziskané
metodou PCR-RFLP poskytnuté genetickou laboratoii GENLABS, ale také o vysledky
ziskané z jiné bakalaiské prace. Vyhlidalova (2018) se zabyvala vySetfenim laktozové
intolerance metodami PCR-RFLP a reverzni hybridizaci na stripech a v jejim soubori

vzorkil bylo n¢kolik totoznych v rdmci spoluprace s genetickou laboratoti GENLABS.

Po vyhodnoceni sekvenci, které byly ziskany v ramci této bakalarské prace, byly vSechny
vysledky porovnany. Diiraz byl kladen na zhodnoceni poctu Spatné uréenych vysledki a

zji$téni mozné pficiny vzniku neshodnych vysledkda.
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5.1 Soubor vzorki

Soubor tvofilo 20 vzorkil, vybranych na zaklad¢é vysledkd metody PCR-RFLP. Vybér
nebyl ovlivnén pohlavim, vékem jedince ani zddnymi jinymi parametry. Kombinovany
genotyp mélo 10 vzorki v riznych variantach, 9 vzorkl bylo jednotnych, a to v obou
polymorfismech bud’ homozygotni, nebo heterozygotni jedinec. U jednoho vzorku nebyl
genotyp metodou PCR-RFLP stanoven a tento vzorek byl pouze osekvenovan.
Podrobnéjsi prehled zastoupeni vzorki podle jejich genotypti uréenych metodou PCR-

RFLP lze vidét na obrazku 12. Koncentrace vzorku jsou uvedeny v tabulce 12.

Genotypy vzork( stanovené metodou PCR-RFLP

5 I I
0 I I I

CT/AA CC/GA CT/GA TT/AA CC/GG

IS

w

N

[N

Obrizek 12: Cetnost genotypi dle vysledkii metody PCR-RFLP

Tabulka 12: Koncentrace vzorku

C.vzorku | Koncentrace [ng/pl] C.vzorku | Koncentrace [ng/pl]
1 20,4 11 18,7
2 18,3 12 19,7
3 54 13 29,3
4 16,6 14 10,9
5 19 15 30,6
6 7,56 16 21,7
7 17 17 108
8 15,7 18 46,6
9 5,01 19 354
10 11,3 20 27,3
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5.2 Vyhodnoceni sekvenci

Vsechny vzorky byly osekvenovany v ramci spoluprace s firmou SEQme s.r.0. a nasledné
vyhodnoceny v programu Chromas. V této kapitole se vénuji pouze vyhodnoceni
sekvenci nezavisle na vysledcich jinych metod, srovnani s nimi bude podrobné popsano

v dalsich kapitolach.

Sekvenovani nebylo u vSech vzorki jednotné. Bylo tomu tak hlavné z divodu
upiednostnéni zisku sekvence v heterozygotni formé polymorfismu. U nekterych vzorkt
nebylo mozné sekvenovani v druhém polymorfismu zopakovat z divodu nedostatku
materialu. Celkem bylo provedeno 37 sekvenaci, ztoho 21 pro polymorfismus C/T-
13910 a 16 pro G/A-22018.

5.2.1 Polymorfismus C/T-13910

U polymorfismu C/T-13910 byl piednostné pouzivan primer reverse. Tento SNP se
nachazi v tésné blizkosti sekvence primeru forward a pii sekvenovani s timto primerem
tedy nedochazi k pokryti useku ptislusného polymorfismu. To bylo potvrzeno sekvenaci

dvou vzorku, provedenych s forward primerem.

Pro tento polymorfismus bylo vySetfeno 18 vzorkil, z nichZ u dvou byly pouZity oba
primery a u jednoho vzorku bylo sekvenovani zopakovano. Pti vyhodnoceni bylo mozné
setkat se se tfemi situacemi. Vzorek s vysledkem TT v piipadé jednoho piku T a se sklony
k laktazové perzistenci, homozygot CC s predpokladem laktdézové intolerance, nebo

heterozygot CT, pokud by v grafu byly dva soumérné piekryvajici se piky.

S jistotou lze fici, ze Vv pripad¢ 15 sekvenci, u kterych byl pouzit primer reverse, bylo
odecteni vysledkl jednozna¢né. Pfitomnost jednoho piku znaciciho homozygota byla
jasna, stejné tak dva piky v ptipad¢ heterozygota se soumérné prekryvaly. Soucasné vSak
byly nalezeny ¢tyii ptipady, kdy se velikost obou piki lisila. Tento rozdil lze vidét na
obrazku 13.
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Obrazek 13: Znazornéni odlisn¢ velikych piki u polymorfismu C/T-13910, konkrétné u

vzorku ¢. 9

Ve fazi vyhodnoceni sekvenci byly tyto vzorky vyhodnoceny podle poméru velikosti
pikt. Jednalo se o vzorky €. 4, 9, 12 a 15. Jeden z nich byl vyhodnocen jako homozygotni
TT a tii jako heterozygotni.

Vysledné zastoupeni genotypi je uvedeno v tabulce 13.

Tabulka 13: Zastoupeni genotypi polymorfismu C/T-13910 na zakladé¢ metody

sekvenovani
Genotyp Pocet jedinct
Laktozova intolerance CC 5
Laktazova perzistence TT 4
Heterozygot CT 9

5.2.2 Polymorfismus G/A-22018

Pro polymorfismus G/A-22018 bylo vysetfeno celkem 16 vzorkd. Prvoradé byl pouzit
primer forward, se kterym bylo osekvenovano 14 vzorkd. Jeden vzorek byl vySetfen
duplicitné s timto primerem, jeden vzorek byl vySetfen s obéma primery a dalsi pouze
s primerem reverse. Z grafu bylo mozné vyhodnotit genotyp AA, pokud byl pfitomen
pouze jeden pik A, jednalo by se o jedince s laktazovou perzistenci, genotyp GG

s lakt6zovou intoleranci nebo heterozygot GA Vv ptitomnosti dvou pikii.

Pti vyhodnoceni sekvenci byla kromé¢ hledaného polymorfismu nalezena jesté jina
mutace. Tato mutace se nachdazela na pozici 21.909. V daném useku se standardné
nachazi alela C, u vzorki byla vsak nalezena alela C a G. Dle IUPAC codes se pritomnost
obou téchto alel zna¢i pismenem S. Souvislost této mutace s polymorfismem pro

laktdzovou aktivitu nebyla prokazana, vzhledem k tomu, Ze se vyskytovala u vSech
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sekvenci nezavisle na genotypu. Vyslo najevo, Ze tato mutace byla nalezena ve vétsing
piipadu s pfesnym piekrytim obou pikd. Pouze malé mnozstvi vzorka mélo tyto piky
nestejné velké a dalo by se spiSe uvazovat o homozygotovi CC. Umisténi mutace je

znazornéno na obrazku 14.

Obrazek 14: Umisténi mutace nalezené v souvislosti s pouzitim primeru forward u

vySetfeni polymorfismu G/A-22018

Po kontrolnim osekvenovani dvou vzorkii primerem reverse nebyla tato mutace
prokazana. Naopak, na hledané pozici se nachazela standardni alela C, bez naznaku
pritomnosti alely G. Bylo tedy prokdzano, Ze tato mutace se vyskytuje pouze pii pouziti

primeru forward a jedna se nejspiSe o chybu vzniklou béhem sekvenovani.

Genotypy vzorki pro polymorfismus G/A-22018 a jejich zastoupeni je uvedeno
v tabulce 14.

Tabulka 14: Zastoupeni genotypi polymorfismu G/A-22018 dle sekvenace

Genotyp Pocet jedincu
Laktézova intolerance GG 3
Laktazova perzistence AA 7
Heterozygot GA 6

Zajimavosti je, Ze v pfipad¢ vyhodnoceni tohoto polymorfismu byla u vSech vzorka
evidentni stejna vyska pikli a v pfipad¢ heterozygota nebyla zadna vyjimka shledana, jako

tomu bylo u vysetieni polymorfismu C/T-13910.

Vyjimka byla ovSem nalezena u vzorku ¢. 4, a to ve vedlejsim lokusu sledovaného
polymorfismu na pozici 22.017. V tomto misté se za normalnich okolnosti nachazi pouze

alela C, avsak zde byla patrna heterozygotni alela CT, jak je vidét na obrazku 15.
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Obrazek 15: Pfitomnost mutace V lokusu 22.017 u vzorku ¢&. 4

Dusledek této mutace ve vztahu K vySetfeni laktézové intolerance byl prokazan a je

vysvétlen v nasledujici kapitole.

5.2.3 Vysledky pro oba sledované polymorfismy
Genotypy vSech vySetfenych vzorka pro polymorfismy C/T-13910 a G/A-22018
odectené ze sekvenci jsou shrnuty v tabulce 15. U vzorkd s netiplnymi vysledky nebyl

druhy polymorfismus dosetfen zejména kvili nedostatku materialu.

Tabulka 15: Genotypy obou polymorfismi vyhodnocené na zakladé sekvenace

C.vzorku | Genotyp C.vzorku | Genotyp
1 CT/- 11 CT/GA
2 CT/- 12 CT/AA
3 CT/AA 13 CCl-

4 CT/- 14 TT/IAA
5 CT/AA 15 TT/IAA
6 CCIGA 16 TT/IAA
7 -IGA 17 TT/AA
8 -IGA 18 CCIGG
9 CT/IGA 19 CCIGG
10 CCIGG 20 CT/GA

Zastoupeni jedincu s ohledem na jejich genotyp vyjadiuje obrazek 16. Jako ,,ostatni* jsou

oznaceny vzorky, jejichZ genotyp nebyl vySetfen kompletné pro oba polymorfismy.
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Genotypy vzorkd stanovené
metodou sekvenovani

Ostatni TT/AA CC/GG CT/GA CT/AA CC/GA

O B N W » U O N

Obrazek 16: Cetnost genotypti vyhodnocenych metodou sekvenovani

Z grafu je patrné, ze nejvice zastoupeny jsou homozygotni genotypy TT/AA a CC/GG, a
to celkem v sedmi piipadech. Hned za nimi jsou jedinci heterozygotni. Pouze 20 %
z vySetfovaného souboru jsou po zhodnoceni metodou sekvenovani jedinci s
prokdzanym kombinovanym genotypem. Je nutné¢ piedpokladat, ze pocet vySe
zminénych jedinc s kombinovanym genotypem by Se mohl po provedeni kompletni

analyzy obou polymorfismil jeste navysit.

5.3 Vysledky jinych molekularné-biologickych metod a jejich
porovnani

V tabulce 16 jsou uvedeny vysledky ziskané metodou sekvenovani spolu s vysledky

stanovenymi metodou PCR-RFLP, které byly vySetfeny genetickou laboratoii

GENLABS. V dalsi ¢asti prace jsou vystupy obou metod porovnany a zaroven jsou

pouzity vysledky tieti metody, reverzni hybridizace na stripech. Jelikoz tato metoda

nebyla aplikovana u vSech vzorki, je toto porovnani spise dopliujici. I pies to byly

nckteré neshodné vysledky podnétem pro zajimavou diskusi.

U vybranych vzorkl byla metoda PCR-RFLP zopakovéana zejména pro ovéfeni ptivodni
analyzy PCR-RFLP. Ve vétsiné pripadt vysledky opakovanych restrikénich stépeni

souhlasily, a neni jim proto vénovana dalsi pozornost.
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Tabulka 16: Porovnani genotypi vyhodnocenych na zakladé metod PCR-RFLP a

sekvenovani

. Genotyp . Genotyp

C. vzorku PCR-RFLP Sekvenovani C. vzorku PCR-RFLP Sekvenovani
1 CT/AA cT/- 11 CT/GA CT/GA
2 CT/AA cT/- 12 CT/GA CT/AA
3 CT/AA CT/AA 13 CT/GA cc/-
4 CT/AA CcT/- 14 TT/AA TT/AA
5 CT/AA CT/AA 15 TT/AA TT/AA
6 CC/GA CC/GA 16 TT/AA TT/AA
7 CC/GA -/GA 17 TT/AA TT/AA
8 CC/GA -/GA 18 CC/GG CC/GG
9 CC/GA CT/GA 19 CC/GG CC/GG
10 CC/GA CC/GG 20 neznamy CT/GA

5.3.1 Vysledky pro oba sledované polymorfismy

Na obrazku 17 je porovnano zastoupeni genotypl stanovenych metodou PCR-RFLP
s novymi vysledky ziskanymi sekvenovanim. ProtoZe jsou genotypy ziskané metodou
PCR-RFLP znamy u vsech vzorkt, s vyjimkou jednoho, avSak vSechny vzorky nebyly
osekvenovany pro oba polymorfismy, jsou genotypy ve tfech ptipadech upraveny tak,
aby bylo mozné v grafu porovnat vSechny ziskané vysledky. Vzorek ¢. 20, u néhoz byl

genotyp vysetfen pouze sekvenovanim, je v grafu taktéz zarazen.

Porovnani genotypl obou polymorfism(

soucasné

5
4
3
2
I
i I []

TT/AA CC/GG CT/GA CT/AA CT/- CC/GA

B PCR-RFLP H Sekvenovani

Obrazek 17: Porovnani Cetnosti genotypii obou polymorfismu na zakladé metod PCR-

RFLP a sekvenovani
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Jak je patrné z vysledku tabulky 16 a obrazku 17, byly ¢tyti vzorky (20 %) metodou PCR-
RFLP vyhodnoceny $patné. Konkrétné se jednalo o vzorky ¢. 9, 10, 12 a 13. Z téchto
uvedenych byly dva vyhodnoceny $patné¢ v polymorfismu C/T-13910, dalsi dva vzorky
poté v polymorfismu G/A-22018.

Mezi vzorky, u kterych byla prokazana neshoda, byli metodou PCR-RFLP definovani
dva jedinci s genotypem kombinovanym a dva heterozygoti. Po zjisténi sekvenci se tento
pocet v jednotlivych kategoriich zménil. Pokud se podivame na puvodni zastoupeni
genotypt vzorkl v celém souboru (vycet genotypu viz tabulka 11 a obrazek 12) a situaci
po vyhodnoceni metodou sekvenovani, Ize tento stav shrnout do tabulky 17. Z pivodniho
poctu deseti kombinovanych genotypu byly vyfazeny vzorky, které byly osekvenovany
pouze v jednom polymorfismu. Tato kategorie je v tabulce 17 oznacéena jako ,,ostatni

spolu se vzorkem, ktery byl pouze osekvenovan.

Tabulka 17: Srovnani po¢tu vyslednych genotypu ziskanych uvedenymi metodami

PCR-RFLP Sekvenovani
Kombinovany genotyp ) 4
Laktézova intolerance 2 3
Laktazova perzistence 4 4
Heterozygot 2 2
Ostatni 7 7

Nutno vsak podotknout, Ze U vzorkd, u nichZ nebyly vySetieny oba polymorfismy, byly
vysledky stanovené obéma metodami stejné, S vyjimkou jednoho (konkrétné vzorek

¢. 13), a zadna dalsi neshoda zjisténa nebyla.

VysledKky reverzni hybridizace

Ve ¢tyfech pripadech byly dostupné vysledky ziskané metodou reverzni hybridizace na
stripech. V tabulce 18 lze vidét piehled téchto vysledki ziskanych tfemi rdznymi
genetickymi analyzami. Vysledky reverzni hybridizace byly diky shodnym vzorkiim
pievzaty z prace Vyhlidalové (2018).
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Tabulka 18: Vysledné genotypy stanovené metodou PCR-RFLP, reverzni hybridizaci na

stripech a sekvenovanim

C. vzorku | PCR-RFLP Reverzni hybridizace | Sekvenovani
3 CT/AA IAA CT/AA
10 CCIGA CCIGG CCIGG
15 TTIAA TTIAA TTIAA
16 TT/IAA TT/IAA TT/IAA

Z tabulky 18 1ze vy¢cist, ze vSechny genotypy stanovené metodou reverzni hybridizace na
stripech koreluji s vysledky sekvenovani, av§ak u vzorku ¢. 10 se neshoduji s metodou
PCR-RFLP.
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6 Diskuse

V praktické c¢asti této bakalaiské prace bylo zpracovano celkem 20 vzorkti metodou
Sangerova sekvenovani. Zastoupeni genotypd v souboru vzorki bylo riznorodé
s upiednostnénim vybéru jedincti s kombinovanym genotypem. Ostatni vzorky byly bud’
homozygotni nebo heterozygotni v obou polymorfismech a byly zatazeny zejména

z diivodu ovéteni obou metodickych ptistupti.

Porovnanim vysledkd ziskanych touto metodou s vysledky ziskanymi metodou PCR-
RFLP byly odhaleny ctyfi neshody. Z deseti kombinovanych genotypt, které byly
puvodné stanoveny metodou PCR-RFLP, byly potvrzeny po zpracovani metodou
sekvenace Ctyfi, a to na zakladé analyzy obou polymorfismi. Pokud bychom
predpokladali, ze u péti vzorki, u kterych byl sekvenaci vySetfen pouze jeden
polymorfismus, by pfi vySetieni druhého polymorfismu doslo k potvrzeni
kombinovaného genotypu na zakladé predpokladu vysledki metody PCR-RFLP, ¢inil by
celkovy pocet takovych genotypt devét.

Autofi védeckych praci ve vyzkumech voli ¢asto odlisSny soubor vzorkll S jinym
zastoupenim jedinct, u nichz vysetiuji laktézovou intoleranci bud’ prvné, a to zejména
pro ziskani dat prevalence Vv dané oblasti, nebo pro vyzkum konkrétnich alel a jejich
pusobeni. Piitomnost kombinovanych genotypt v souboru vzorki jakozto cil zkoumani

neni popisovana.

Enattah et al. (2002) poprvé definoval dva polymorfismy spojené s perzistenci laktazy,
C/T-13910 a G/A-22018. Nasledné¢ jsou popisovany tii mozné varianty genotypu,
CC/GG, TT/AA a CT/GA. Teprve né€kolik let poté Bulhdes et al. (2007) ve své studii
poprvé uvedl genotyp c&tvrty, CT/AA. Vsouboru deseti jedinci, ktefi u sebe
piedpokladali perzistenci laktazy, byl takovy genotyp nalezen pouze jednou. V mém
souboru 20 pacientt se vyskytovali s timto genotypem tti jedinci. Jelikoz neni osud téchto
jedinct znam, nelze ziskat jejich subjektivni poznatky o individualni toleranci laktozy.
Ve vySe zminéné praci byl pacient vySetfen dechovym vodikovym testem, jehoz vysledek
byl negativni. Na zakladé téchto poznatkti by se dalo predpokladat, ze fenotypovym

projevem tohoto genotypu je perzistence laktazy.

Pacienty s kombinovanym genotypem lze rozdélit na jedince s genotypem CT/AA,

CT/GG, CC/GA a TT/GA. Vyskyt prvniho genotypu byl jiz popsan vySe, genotypy
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CT/GG a TT/GA nejsou v odbornych publikacich viibec popisovany a nevyskytovaly se

ani v mém souboru vzorku.

O genotypu CC/GA se prvné zminil Santonocito et al. (2015). Na zakladé analyzy
1426 pacientl popsal 38 jedinci (2,7 %) S timto genotypem. Z celého souboru proslo
64 jedincu dechovym vodikovym testem, mezi nimiz byl pouze jeden s genotypem
CC/GA. Vysledek dechového testu byl negativni. Pfesto byl v zavéru této prace tento
genotyp spojen s laktézovou intoleranci. Jelikoz bylo procento provedenych dechovych
testll a mnozstvi dostupnych informaci o tomto genotypu nedostatecné, nelze hodnotit
vyznam negativity tohoto testu. Jak zminuje Santonocito et al. (2015) 1 dalsi autofi, je
pravé polymorfismus C/T-13910 povazovan za dominantni a vyznamnéj§i nez
polymorfismus G/A-22018. Protoze 18 pacientt vySetienych dechovym testem mélo dle
genotypu predpoklad pro laktézovou intoleranci, ale vodikovy test vySel piesto jako
negativni, predpokladam, ze pravé proto byl i genotyp CC/GA ve vyse uvedeném ¢lanku
takto vyhodnocen.

V ramci ziskani objektivnéjSich vysledkii o zastoupeni kombinovanych genotypt
Vv SirSim souboru, byly jako soucast této prace vyhodnoceny vysledky vysetieni laktozové
intolerance ziskané v rozmezi let 2014-2018 genetickou laboratoii GENLABS. V téchto
letech bylo provedeno celkem 231 vysetteni laktozové intolerance metodou PCR-RFLP,
z nichz 21 jedinct (9,1 %) mélo ve vysledku kombinovany genotyp. Nejcasteji zjisténym
kombinovanym genotypem byl CT/AA v jedenacti ptipadech (4,8 %), druhym CC/GA u
osmi vzorku (3,5 %). Zajimavosti je, Ze se zde vyskytoval i genotyp TT/GA, a to ve dvou
piipadech (0,9 %). Vzorky stimto genotypem nemohly byt bohuzel osekvenovany
z diivodu nedostatku DNA izolatu.

Tabulka shrnujici vysledky stanoveni lakt6zové intolerance genetickou laboratofi
GENLABS je uvedena v piiloze 1. Celkem bylo hodnoceno 231 jedincu, pficemz
nejcastéjSim genotypem vyskytujicim se vtomto souboru byl genotyp CT/GA
u 124 jedinct (53,7 %), hned po ném genotyp CC/GG u 61 vzorkid (26,4 %). Hubacek
etal. (2017) se zabyval frekvenci alel polymorfismu C/T-13910 na tzemi Ceské
republiky. Z 288 jedincii se slovanskymi kofeny (¢lanek porovnaval frekvenci genotypt
Slovant a romské populace) mélo 146 (50,7 %) genotyp heterozygotni a 68 jedinct
(23,6 %) genotyp CC. I ptes to, ze vyzkum se zabyval pouze jednim polymorfismem, lze

mezi frekvencemi téchto dvou zminénych souborti nalézt shodu. V ¢em se data
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rozchazeji, je zastoupeni jedinct s genotypem TT/AA, kdy Hubacek et al. (2017) uvadi
74 jedinci (24,7 %), zatimco soubor laboratote 25 (10,8 %). Hubacek et al. (2017) naopak

neuvadi ptitomnost kombinovanych genotypt.

Jak jiz bylo zminéno vySe, byly ¢tyti vzorky vyhodnoceny metodou PCR-RFLP
neshodné. Prvni z nich, vzorek ¢. 9, vykazoval neshodu v polymorfismu C/T-13910. Jak
je vidét na obrazku 13, jedna se o jeden ze vzorkd, u kterych byla patrna rozdilna vyska
piki zastupujicich alelu C a T. Tento rozdil mize byt pfi¢inou rozdilného zastoupeni
bunék nesoucich ve své DNA alelu C a/nebo T, tzv. klonalitou, nebo moznou

kontaminaci, ke které mohlo dojit béhem provedeni bukalniho stéru.

Néznak klonality byl nalezen u dalSich tfech vzorkt, konkrétné u vzorku €. 4, 12 a 15.
Sekvence téchto vzorku jsou v ptiloze 2. Jelikoz u téchto vzorkd nebyla shledana neshoda
a vysledky obou metod se shodovaly, ptfedpokladdm, Ze vysledné vyhodnoceni sekvenci

programem zalezi na poméru obou pikd.

Vzorek €. 10, ktery byl dal§im rozdilné vyhodnocenym vzorkem, byl nespravné urcen
v polymorfismu G/A-22018. Puvod této chyby byl objasnén pravé sekvenovanim, kdy
byla v sousednim lokusu 22.017 objevena jina mutace. V tomto misté se za normalnich
okolnosti nachazi pouze alela C, avSak zde byla patrna heterozygotni alela CT, jak je vidét
na obrazku 11. Tato zaména zpusobila vytvoreni nového restrik¢éniho mista a doslo tedy
K restrikénimu $té€peni i pies to, Ze pro hledany polymorfismus byl homozygotni jedinec
GG. Soucasné s vysledkem PCR-RFLP byl u vzorku ¢. 10 dostupny vysledek ziskany
metodou reverzni hybridizace na stripech. Genotyp vzorku byl touto metodou
vyhodnocen spravnég, prestoze Vyhlidalova (2018) popisuje slabou reakci na testovacim
hybridizaénim stripu, kdy kvili této zaméné nemohla byt hybridizace ke stripu zcela

specificka.

U vzorku ¢. 13, s neshodou v polymorfismu C/T-13910 a vzorku ¢. 12, s neshodou v
polymorfismu G/A-22018, nebyly neshody bohuzel vysvétleny. Sekvence obou vzork,
které¢ vSak znaci pro jednoznacné vysledky, lze nalézt v ptiloze 2. V obou ptipadech
mohlo jit o nespravné odecteni vysledkli po prvni analyze provedené metodou PCR-

RFLP. Analyzu vSak nebylo mozné z divodu vycerpani vzorku zopakovat.

V souvislosti s vySetfenim polymorfismu G/A-22018 metodou sekvenovani byla pii

odecitani vysledkt opakované (celkem u jedenacti sekvenci) nalezena pfitomnost nové
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mutace V heterozygotnim stavu v lokusu 21.909. Nalezena mutace byla pokazdé
prokézéna pouze sekvenaci s pouzitim primeru forward, a to v ¢asti sekvence, ktera
nebyla ptili$ kvalitni. Jelikoz sekvenaci s primerem reverse nebyla tato mutace nalezena,
domnivam se, Ze se jedna o artefakt metody vznikajici béhem sekvenovani. Domnénku
muze potvrdit fakt, Ze o této mutaci nelze najit zminku v odbornych ¢lancich, a taktéz
neni zafazena v databazi SNP. S nejvétsi pravdépodobnosti se tedy nejedna o klinicky

vyznamny SNP ale pouze o chybu nejasného piivodu vzniklou béhem vySetieni.

Posledni cast diskuse bych rada vénovala srovnani vSech pouzitych metod. Vysledky
metody reverzni hybridizace na stripech byly dostupné u ¢ty vzorki. Prestoze byly tyto
vysledky pievzaté, kladné hodnotim shodu s vysledky sekvenovani a s vyjimkou jednoho
vzorku také metodou PCR-RFLP. U jednoho vzorku nebyl zneznamého divodu
dostupny vysledek polymorfismu C/T-13910, ale metodou sekvenovani se tento
polymorfismus podafilo zpétné vySetiit. Zaroven hodnotim pozitivné spravné
vyhodnoceni vzorku €. 10, u kterého metoda PCR-RFLP bohuzel ani nemohla poskytnout
spravny vysledek, coz se da vzhledem k okolnostem, které byly vySe uvedeny,
pfedpokladat. Diky nespravné zjisténému kombinovanému genotypu se naopak podatilo
odhalit zcela novou variantu ¢i mutaci, kterd zatim nebyla nikde v literatufe popsana a

nejsou tedy znamy ani jeji dopady z hlediska tolerance laktozy.

U metody restrikéniho Stépeni ocenuji zejména jednoduchost piipravy. Nevyhodou
bohuzel mize byt nedostatecna citlivost k ur€itym necekanym situacim, jako prave treba
pritomnost jiné mutace, kterou tato metoda neni schopna odhalit. Soucasné si myslim, Ze
odecitani vysledkl z gelu neni vzdy snadné a subjektivni hodnoceni vyzkumnika hraje
velkou roli. Koncentrace PCR produktu muize mit taktéz vliv na odecitani vysledkd.
Divodem jsou slabé, nebo témét nedekovatelné produkty PCR, popft. slabé restrikéni
fragmenty. Lze se domnivat, Ze nékteré vzorky mohou byt na zaklad¢ obtizného odecteni

z gelu vyhodnoceny nespravné.

V ptipadech, kdy odecitani z gelu neni jednoznacné, nebo byl vyhodnocen kombinovany
genotyp, volila bych jako druhou metodu pro ovéieni vysledkii metodu sekvenovani.
Sekvenovani se jevi na zakladé ziskanych poznatki taktéz jako vhodné i pro ob¢asné
referencni ovéfeni jednoznacnych vysledku. Jak se vsak ukazalo v této praci, i vysledky

sekvenovani mohou byt nekdy nejasné. V piipadé mozné klonality vzorku by bylo
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vhodné méfeni zopakovat, pfipadné pouzit jinou metodu pro stanoveni laktdézoveé

intolerance, nebo si vyzadat novy odbér.

U sekvenovani je bohuzel nutné zohlednit, ze ne kazda laboratof vlastni sekvenator.
Moznosti je bud’ ndkladné potizeni sekvenatoru, ¢i vyuziti jiné firmy, kterd nabizi
sekvenovani komeréné. Je poté uz na zvazeni laboratoie, ktery zptusob bude preferovat,
nejen vzhledem k objemu analyzovanych vzorkii. Kromé zminéné ne/dostupnosti
ptistrojového vybaveni je nutné jesté¢ zminit dalsi dalezity faktor, a to vlastni hodnoceni
sekvence upravit, zkontrolovat a fadné projit. Ne vSechny programy umoziujici praci se
sekvencemi jsou freewarové a potfizeni kvalitné€j$iho programu muze piedstavovat dalsi

naklady.

Dalsi moznosti testovani mize byt vyuziti certifikovaného kitu, ktery pracuje na principu
reverzni hybridizace na stripu ¢i real-time PCR. Tyto metody jsou vice robustni a méné
naro¢né na koncentraci a kvalitu DNA, kterd zasadné ovlivituje vysledky PCR-RFLP.
Vyhodou PCR-RFLP ovSem zistdva jeji cena a také doba potiebnd pro analyzu.

wewr

Sekvenace, real-time PCR i reverzni hybridizace jsou vzdy finan¢né i ¢asové naro¢néjsi.

vvvvvv

poznatkli hodnotim metodu sekvenovani jako spolehlivéjsi. Pokud bych zohlednila fakt,
7e ne kazda laboratoi vlastni sekvenator, piiklanéla bych se Kk metod¢ reverzni
hybridizace. Je vSak samoziejmosti, ze pocet zkoumanych vzorkd touto metodu byl maly
a pro detailngjsi porovnani metod reverzni hybridizace a PCR-RFLP by byl potieba vétsi

soubor vzorku.

Pti hodnoceni sekvena¢nich dat mé& prekvapil fakt, ze ackoliv se myslim, Ze je téma
laktézové intolerance aktualni a vyzkum se béhem posledni desetileti vyznamné posunul
doptedu, neni oznaceni genu pro laktazu Casto jednotné. Jednalo se pfedevsim o program
BLAST. Vime, ze mutace se nenachazi pfimo v oblasti genu pro laktazu, ale v MCM6
genu, ktery ovliviluje translaci genu LCT. V programu BLAST se vSak v nazvu
polymorfismu C/T-13910 lze setkat s pojmenovanim ,,Homo sapiens isolate ANGH156
MCM6 gene, intron Zatimco SNP G/A-22018 je oznacen jako ,,Homo sapiens lactase
(LCT), RefSeqGene (LRG_338) on chromosome 2.
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Myslim si, Ze problematika laktézové intolerance piinasi stdle nové moznosti pro dalsi
vyzkum, jako jsou pravé napt. kombinované genotypy, detailnéjsi objasnéni kooperace
geni MCM6 a LCT nebo existence dalsich alel zodpovédnych za laktézovou intoleranci,

resp. laktdzovou perzistenci.

Soucasné by bylo vhodné nepodcenovat edukaci Siroké veiejnosti ani osvétu 1ékarii a Sifit
tak povédomi o laktézové intoleranci. To by mohlo vést k urychleni celého
diagnostického procesu, jakozto pacienta, ktery by pfi znalosti pfiznakd neodkladal
navstévu lékate a lékate, ktery by mohl dfive zahdjit 1écbu. I pies to, Ze se nejedna
0 smrtelnou nemoc, mohou potize vyznamné ovliviiovat spokojenost pacienta a jeho
kvalitu zivota. I z tohoto hlediska je vyhodné zah4jit 1é¢bu co nejdiive. Pak je jen véci
lékate, jakou metodu pro vySetfeni laktdézové intolerance zvoli. Piestoze genetické

testovani nepatii mezi rutinni, je v né€kterych ptipadech nenahraditelné.
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7 Zavér
V odborné reSersi této bakalaiské prace se snazim poskytnout komplexni informace o

laktozové intoleranci, o jejim prabéhu, diagnostice, i moznostech 1é¢by.

Na cast teoretickou navazuje Cast prakticka, ve které jsem nekteré metody zminéné
v moznostech diagnostiky pienesla do praxe. Z 231 pacientii vySetienych genetickou
laboratofi GENLABS v obdobi let 2014-2018 na pfitomnost laktézové intolerance
metodou PCR-RFLP bylo do této bakalatské prace vybrano a vysetieno 20 vzorkt. Pro
opcétovné vySetfeni téchto vzorkdi byla konkrétné zvolena metoda Sangerova
sekvenovani, jejiz vysledky byly srovnany s metodami PCR-RFLP a ¢aste¢né také

s reverzni hybridizaci na stripech.

Vysledky mé studie ukazaly, Ze 4 vzorky (20 %) byly na zakladé¢ metody PCR-RFLP
vyhodnoceny nespravné. Dvé neshody byly nalezeny u polymorfismu C/T-13910, kde
vsak byla u jednoho vzorku zaroven odhalena mozna pficina. Jednalo se o jedince, jehoz
alely C a T nebyly zastoupeny rovnomérné a metoda PCR-RFLP proto nebyla ziejmé
dostatecné citliva, aby doslo k rozstépeni PCR produktu. U polymorfismus G/A-22018
byla pfi¢ina jedné neshody konkrétn€ objasnéna vyskytem nové mutace, jejiz pritomnost
tvofila nové restrikéni misto pro Stépeni a v disledku toho se amplifika¢ni produkt
rozstépil. Pfi¢iny dalSich neshod nemohly byt objasnény z divodu nedostatku DNA

izolatu.

Z deseti kombinovanych genotypti byly sekvenovanim obou polymorfismii nalezeny
Ctyfi. Pocet by mohl byt vyssi po sekvenaci druhého polymorfismu u vzorku, u nichz byl
vySetien pouze jeden polymorfismus. Vyskyt kombinovanych genotypti by za
predpokladu kompletni analyzy a shody s vysledky metody PCR-RFLP ¢inil 9 jedinci.
Ze ¢tyt moznych kombinovanych genotypu se v této praci vyskytovaly dva typy, a to
CT/AA a CC/GA. Genotyp TT/GA se sice vyskytoval v souboru vzorkii genetické
laboratoie GENLABS, ale ptestoze byl vybér vzorka do této prace cileny, vzorky s timto
genotypem nemohly byt zafazeny opét z diivodu nedostatku DNA.

Vsechny cile prace byly naplnény a hypotéza (predpokladam, Ze metodou sekvenovani
Ize potvrdit pritomnost kombinovanych genotypi) byla ¢asteéné potvrzena. Metodou
sekvenovani byly potvrzeny kombinované genotypy, avSak u vysledku, které byly
metodou PCR-RFLP vyhodnoceny neshodné, byl pivod chyby objasnén pouze

v nékterych ptipadech. Detailnéjsi analyze obou metod se vénuji v diskusi.
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Z metod uvedenych Vv této bakalafské praci shledivam na zakladé vysledkt metodu
provozi, zejména mensich laboratofi. S pfihlédnutim na absenci sekvenatoru v laboratofi
bych jako druhou moznost genetického testovani volila metodu reverzni hybridizace na
stripu. Pfestoze tato metoda nebyla v této praci prakticky pouzita, hodnotim kladné

spravné uréeni rozporuplnych vysledkd.

V pribéhu této prace bylo sice odhaleno nékolik chybné stanovenych vysledki ziskanych
analyzou PCR-RFLP, zaroveni nam ale odhaleni chyby umoziiuje zamyslet se nad
metodickymi nedostatky tohoto testovani a ty postupné eliminovat. V piipad¢ nejasnosti
je mozné doplnit analyzu jinou citlivéjsi analytickou metodou tak, abychom ziskali vzdy

pravdivé vysledky.
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9 Piilohy
Priloha 1

Tabulka zastoupeni genotypti ze souboru vzorkl vySetfenych genetickou laboratofi
GENLABS v obdobi let 2014-2018.

Genotyp Pocet jedinca Celkovy pocet
TT/AA 25 10,8 %

CC/GG 61 26,4 % 86 37,2 %
CT/GA 124 53,7% 124 53,7%
CT/AA 11 4,8 %

TT/GA 2 0,9% 21 9,1%
CC/GA 8 3,5%

Celkem 231
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Ptiloha 2

V této piiloze jsou uvedeny vSechny ziskané sekvence. Pod ¢islem vzorku je vzdy uveden
pouzity primer, tzv. ,,13910r* je oznaceni pro primer reverse u polymorfismu C/T-13910,
,»22018r* je oznaCeni pro primer reverse u polymorfismu G/A-22018 a ,,22018f* poté
znadi primer forward u stejného polymorfismu. Za poml¢kou, ktera nasleduje po oznaceni

primeru, je stru¢ny popis vysledku sekvena¢niho grafu.

Vzorek €. 1
13910r — Na obrazku lze vidét dle IUPAC codes pismeno Y, které znaci pritomnost alely
Cialely T, tzv. heterozygota 13910 C/T.
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Vzorek €. 2
13910r — Jedna se o heterozygota 13910 C/T.
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Vzorek €. 3
13910r — Jedna se o heterozygota 13910 C/T.
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22018r — Zde se jedna o homozygota 22018 A/A, protoze na grafu je patrny pouze jeden
pik A

20 30 40
- ® m m = B B § o= ®E B B B m 0 m == B B m B B B B = B m B B B B ®
A 6 CA T T €T CA @ € T 6 66 G CAC 6 6T 6 6 € T CACGCEHE € €T T T
i ) LA
Vzorek €. 4

13910r — Jedna se o heterozygota 13910 C/T. Zde je patrny naznak klonality, ktery ovSem

vzhledem ke shod¢ vysledkii obou metod neni v tomto ptipadé povaZovan za relevantni.
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Vzorek €. 5
13910r — Jedna se o heterozygota 13910 C/T.
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22018f — Jedna se o homozygota 22018 A/A.
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Vzorek €. 6
13910r — Jedna se o homozygota 13910 C/C.
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22018f — Na obrazku Ize vidét dle IUPAC codes pismeno R, které znaci ptitomnost alely
Gialely A, tzv. heterozygota 22018 G/A. U tohoto vzorku jsou dostupné dvé sekvence.
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Vzorek €. 7

22018f — Jedna se o heterozygota 22018 G/A.
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Vzorek €. 8
22018f — Jedna se o heterozygota 22018 G/A.
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13910r — Dle sekvence se jedna 0 heterozygota 13910 C/T, zatimco metodou PCR-RFLP
byl tento vzorek vyhodnocen jako homozygot 13910 C/C. Jeden z divodu neshody by

mohla byt pravé mozna klonalita.
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22018f — Jedna se o heterozygota 22018 G/A.
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Vzorek €. 10
13910r — Jedna se o homozygota 13910 C/C.
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22018f — V ptipadé laktézové intolerance se jedna o homozygota 22018 G/G, avsak ve

vedlejsim lokusu na pozici 22.017 je patrna nova mutace, kdy je pfitomna alela C1 T.
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13910r — Jedna se o heterozygota 13910 C/T.
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22018f — Jedna se o heterozygota 22018 G/A.
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Vzorek €. 12
13910r — Jedna se o heterozygota 13910 C/T. Zde je patrny naznak klonality, ktery ov§em

vzhledem ke shod¢ vysledkli obou metod neni v tomto piipadé povazovan za relevantni.
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22018f — Jedna se o homozygota 22018 A/A.
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Vzorek €. 13
13910r — Jedna se o homozygota 13910 C/C.
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Vzorek ¢. 14
13910r — Jedna se o homozygota 13910 T/T. U tohoto vzorku jsou dostupné dvé

sekvence.
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Vzorek €. 15
13910r — Jedna se o homozygota 13910 T/T. Zde je patrny naznak klonality, ktery ovSem

vzhledem ke shodé¢ vysledkli obou metod neni v tomto pfipad€ povazovan za relevantni.
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22018f — Jedna se o homozygota 22018 A/A.
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Vzorek ¢. 16
13910r — Jedna se o homozygota 13910 T/T.
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22018f — Jedna se o homozygota 22018 A/A.
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Vzorek €. 17
13910r — Jedna se o homozygota 13910 T/T.
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22018f — Jedna se o homozygota 22018 A/A.
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Vzorek €. 18
13910r — Jedna se o homozygota 13910 C/C.
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22018f — Jedna se o homozygota 22018 G/G.
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Vzorek €. 19

13910r — Jedna se o homozygota 13910 C/C.
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22018f — Jedna se o homozygota 22018 G/G.
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Vzorek ¢. 20

13910r — Jedna se o heterozygota 13910 C/T.
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22018f — Jedna se o heterozygota 22018 G/A.
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22018r — Jedna se o heterozygota 22018 G/A, jak bylo jiz potvrzeno u piedchozi sekvence
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S pouzitim primeru forward.

Vvyskyt artefaktu

Vyskyt artefaktu, ktery se nachéazel u vétSiny vzorkt pti sekvenovani polymorfismu G/A-
22018 s pouzitim primeru forward. Toto misto je dle [IUPAC codes oznac¢eno pismenem

S na zékladé¢ ptitomnosti alely C 1 G.
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12 Seznam zkratek

A —adenin
ABKM - alergie na bilkovinu kravského mléka

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool — nastroj pro porovnani vyslednych

sekvenci s databazi

C —cytosin

dNTP — deoxynukleosid trifosfat
ddNTP — dideoxynukleosid trifosfat
DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DIAAS - Digestible Indispensable Amino Acid Score — skore stravitelnych

nepostradatelnych aminokyselin
EcoRI — restrik¢éni endonukleaza izolovana z kmene RY13 bakterie Escherichia coli
G — guanin

GLUT - glucose transporters — pienaseci glukézy umoziujici piestup glukézy

zZ resorpCnich epitell do krve

Hinfl — restrikéni endonukleaza izolovana z bakterie Hemophilus influenzae
Hin6 | — restrik¢éni endonukleaza izolovana z bakterie Hemophilus influenzae
IBS — irritable bowel syndrome — syndrom drazdivého tra¢niku

ID — identifikac¢ni ¢islo

IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry — Mezinarodni unie pro

¢istou a uzitou chemii
LCT — gen pro laktazu

LI — lakt6zova intolerance
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LPH — laktoza-phlorizin hydrolaza
MCM®6 — gen minichromosome mantenance complex component 6

NCBI — National Center for Biotechnology Information — Narodni centrum pro

biotechnologické informace

NK —nukleova kyselina

NIH — National Institutes od Health — Narodni zdravotni instituty
PCR — polymerazova fetézova reakce

PCR-RFLP — polymerazova ftetézova reakce — polymorfismus délky restrik¢énich

fragmentil
PPi — pyrofosfat
ppm — parts per million — jedna miliontina celku

RFLP — restriction fragment lenght polymorphism — polymorfismus délky restrikénich

fragmenti

RNA — ribonukleova kyselina

rpm — revolutions per minute — ota¢ky za minutu

SCFA — short chain fatty acids — mastné kyseliny s kratkym fetézcem

SGTL - sodium glucose cotransporter — glukézovy transportér zavisly na sodikovém

iontu
SNP —single nucleotid polymorphism — jednonukleotidovy polymorfismus
T — thymin

Tag DNA polymeraza — enzym izolovany z termolabilni bakterie Thermus aquaticus
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