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Validace metody PCR-RFLP pro stanoveni laktozové intolerance

Abstrakt
Laktozova intolerance je nejbéznéjsi potravinovou intoleranci, vyskytujici se celosvétove.
Jedinci s laktézovou intoleranci nedokazi v tenkém stfevé tvofit enzym laktazu, ktery by

Stépil laktdozu obsaZenou v mléce. Existuje nékolik moznosti, jak k tomuto postiZzeni dochazi.

Praktickd ¢ast této bakalaiské prace je zaméfena na geneticky plivod laktéozové intolerance.
V evropské populaci se nejcastéji vyskytuji dva polymorfismy genu MCM6, zasadné
ovlivityjiciho tvorbu laktdzy C/T 13910 a G/A 22018. Principielné se jedna se o nové mutace

v genu, které zajist'uji tvorbu enzymu laktdzy i v dospélosti.

Cilem prace je vypracovat reSersi vychazejici s recentnich poznatkli publikovanych v odborné
literatufe. Kdy budou popsany vSechny typy laktézové intolerance a moZznosti jeji
diagnostiky, dale napf. princip alergie, laboratorni metody pouzité v mé praci, pravidla pro
validaci metody apod... Vysvétleny budou také vyhody i nevyhody kazdého testovaciho

piistupu.

V praktické casti je cilem provedeni validace genetického testu pouzitého pro stanoveni
laktozové intolerance a vypracovani valida¢niho protokolu, ktery bude slouzit jako podklad
pro mou praci. Genetické vySetfeni je zalozeno na principu PCR RFLP, v rdmci metodiky
budou popsany laboratorni postupy pouzivané v genetické laboratofi. Vysledkem validace

bude zjisténi, zda je pouzitd metoda dostatecné validni pro diagnostiku.

Genetické analyza bude zaméfena na dva vybrané polymorfismy C/T 13910 a G/A 22018. Pro

validaci bude pouzit vzorek se znamym genotypem, ktery byl jiz diive ovéien sekvenaci.

Kli¢ova slova
laktéza; laktaza; alergie; laktozova intolerance; PCR; RFLP; validace; polymorfismus C/T

13910 a G/A 22018



Validation of PCR-RFLP method for determination of lactose intolerance
Abstract
The lactose intolerance is the most common food intolerance occurring worldwide.
Individuals having the lactose intolerance cannot produce the laktase enzyme in thein small
intestine. This enzyme is able to digest the lactose contained in milk. There are several wals

for this disabilitty.

The practical part of this bachaleor thesis is focused on the genetic origin of the lactose
intolerance. In the population of Europe we can find as the most frequent the two
polymorphism of the MCM6 gene that affect the production of laktase C/T13910 and
G/A22018. In principle it concerns the new gene station which ensure the production of

laktase enzyme even in adult age.

The aim of this bachaleor thesis is to creat the research based on the recent knowledge
Publisher in the specialized literature. There are gin to be describe all type sof the lactose
intolerance and the ways of its diagnostics, futhermore e.g. the princupli of Alleny, the used
laboratot methods, the rule sof validation methods etc.. The pros and cons of every testing

approach will be explained.

The practical part is aiming at the implementation of the validation of the genetics test used
for petting down the lactose intolerance and creating the validation protokol that will serve as
a base of my bachaleor thesis. The genetic Cheb-up is based on the PCR-RFLP principle,
within the metodology the laboratof procedures being used in the genetic lab will be
described. The validaton will flow into a detection if the applied method is sufficiently valid

fot the diagnostics.

The genetic analysis will focus on the two selected polymorphism C/T13910 and G/A22018.
The sample with a familiar genotype that has already been verifie by sekvenation will be used

for validation.

Key words
lactose; lactase; alergy; intolerance; lactose intolerance; PCR; RFLP; polymorphism

C/T13910;G/A22018
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Uvod

V soucasnosti se stalo trendem zabyvat se tim, co jime. Nejvice se fesi, zda potraviny jsou
zdravé, nebo nejsou, nebo zda prospivaji ¢i Skodi nasemu télu. Potravinové intolerance se tak
staly nejen propiranym tématem bulvérnich ¢lankd, ale také tématem diskuzi pacientt, jejich

1ékait a tim se samoziejmé dostaly az do laboratofi, kde se tyto nemoci testuji.

Laktozovou intoleranci trpi pfiblizn€ 70% celosvétové populace a tim se stava nejcastéji
vyskytujici se intoleranci na svété. Presto nardzime pii zjiStovani informovanosti u laické
vetejnosti na fakt nespravné interpretace pojmi intolerance a potravinové alergie. Pravé proto
jsem zapracovala do své prace pojem alergie a popsala jeji princip, ktery se tolik li§i od

intolerance.

Dalsi problematika spociva ve vybéru spravného testovani laktézové intolerance. Rluzné
druhy laboratornich testll a jejich vyhody a nevyhody jsem se snaZzila popsat v nésledujicich

kapitolach.

Intolerance na mlécny cukr vznikd neschopnosti organismu clovéka tvofit enzym laktazu.
Existuje n€kolik moznosti, pro¢ t€lo neni schopno tento enzym syntetizovat. Jednd se o
primarni hypolaktazii u dospélych, kterd byla piivodnim nastaveni organismu u nasich predki.
Sekundarni snizend tvorba laktézy, kdy k postizeni dochazi po prodé€lani piedeslych
onemocnéni a nakonec tercidlni alaktazie, ktera je velmi vzacna a projevi se jiz v kojeneckém

veku. Praveé posledni jmenované postizeni miize mit nejvice fatalni nasledky.

Déle jsou vpraci vysvétleny pouzité metody a jejich principy. Genetické testovani
v laboratofich se rychle vyviji a v soucasnosti je jednou z nejvyznamnégjSich cest, kudy se
medicinskd diagnostika bude s velkou pravdépodobnosti ubirat. Spoustu nemoci jiz zndme a
jsme schopni je vylécit, ale genetickd postiZeni stale ¢ekaji na sva odhaleni a néktera dokonce

na moznosti 1écby.

Kazdd metoda, kterd se zavadi do provozu v klinickych laboratofich, musi projit validaci.
Vystupem validace je validac¢ni protokol, ktery se stava soucasti laboratornich dokument.

Cilem validace je zjisténi, zda vliibec metoda funguje a zda funguje pfi malych odchylkach,



které se vyskytuji v bézném provozu, pii pouziti specifickych reagencii, pfi provadéni jinou

osobou nebo v jiny den.



1 Fyziologie a anatomie traviciho systému

Travici systém clovéka je dulezity pro metabolismus a ten pro zachovani jeho existence.
Lidské télo musi pfijimat potravu z okoli a nésledné ji zpracovat v travicim systému pomoci
mechanickych a chemickych procest. Z potravy ¢lovek ziskava zékladni ziviny pro stavbu a
chod organismu. Prvni ze zdkladnich funkci traviciho systému je traveni, které se sklada

z mechanické a chemické slozky. (Dylevsky, 2000)

1.1 Traveni

Mechanické zpracovani potravy zacind jiz v duting Ustni, kterd je spole¢né s chrupem prvnim
oddilem traviciho traktu. Zde je sousto rozmélnéno a je posouvano jazykem do hltanu az
k jicnu. To jsou trubicovité casti traviciho systému. Nasleduje Zzaludek, ktery potravu
promichava s enzymy pomoci pohybi stén. Travici trakt kon¢i dlouhym tsekem stfev. Stfevo
se déli na tenké a tlusté. Kazdé z nich ma mechanickou funkci, kdy posunuje trdveninu az ke
konec¢niku, kde jsou nestravené a nepotiebné zbytky vylouceny. (Dylevsky, 2000; Silbernagl
a Despopoulos, 2004)

Chemické zpracovani potravy je zavislé predevSim na enzymech, které produkuji zlazy
traviciho systému spole¢né s vodou. Vse opét zacind jiz v dutin€ Ustni, kde se sousto misi se
slinami, které jsou do ust produkovany pomoci slinnych zldz. DalSim orgdnem travici
soustavy, ktery produkuje tzv. travici stavy, je zaludek. Nasleduje znovu tenké stfevo, které
samotné produkuje fadu enzymi, ale navic do jeho €asti zvané duodenum proudi enzymy

tvofené jatry a slinivkou bfisni. (Dylevsky, 2000; Koolman a R6hm, 2012)

1.2 Vstiebdvani (resorpce)

Resorpce latek, které byly zpracovany travenim, je nedilnou a podstatnou soucasti funkci
traviciho systému. Rychlost vstiebavani latek je relativni ¢lovek od cloveka. Dalsi zavislost
vyplyva ze skladby potravy. Nékteré latky jako tuky a bilkoviny jsou traveny hodiny a n¢které
latky (napf.: alkohol) mohou byt vstiebany prakticky okamzité. AvSak podle mechanismu
resorpce je mozné rozdélit vstiebavani na dva druhy: aktivni a pasivni. Spravné vstiebavani je
téz zavislé na spravné spolupréci traviciho a cévniho i mizniho systému. VSechny organy
traviciho traktu jsou silné zdsobeny krvi a opleteny krevnimi a miznimi cévami. (Dylevsky,

2000; Silbernagl a Despopoulos, 2004)

10



Aktivni resorpce probihd piedevsim v tenkém stfeveé, kde buniky na povrchu stény tzv.
epitelidlni bunky fidi aktivné transport latek z dutiny stfeva do cév. (Dylevsky, 2000;
Silbernagl a Despopoulos, 2004)

Pasivni vstfebavani je zaloZzeno na resorpci vodnych roztokl. Naptiiklad v zaludku se za
pomoci smiseni vody, enzymtl a rozmélnéné potravy zacinaji vstiebavat hlavné soli, 1éky a

vySe zmiflovany alkohol. (Dylevsky, 2000; Silbernagl a Despopoulos, 2004)

1.3 Metabolismus

Jde o soubor anabolickych, katabolickych a amfibolickych reakci. Katabolické a anabolické
procesy probihaji soucasné. Metabolismus se fidi podle potfeby a stavu organismu.
uvoliiuje a télo ji Cerpd. Piikladem jsou bilkoviny, kdy se proteiny rozkladaji az na své
zakladni stavebni jednotky a témi jsou aminokyseliny. Pfi anabolickych reakcich se
Naptiklad pokud organismus vyzaduje Skrob, tak se z jednoduchych sacharidi zacnou tvofit

polysacharidy. (Dylevsky, 2000; Silbernagl a Despopoulos, 2004; Spicka, 2004)

Metabolismus se sklada z mnozstvi tzv. metabolickych drah, kterymi udrZuje volny tok
energie. Do téchto drah vstupuji latky, které se za pomoci enzyml metabolizuji na urcité
produkty (meziprodukty). Metabolické drahy jsou nevratné. Pokud se latky mezi sebou maji
dat metabolizovat, je potieba, aby draha od latky A k latce B byla jind nez draha opacna tj. od
B k A. (Dylevsky, 2000; Silbernagl a Despopoulos, 2004; Spicka, 2004)

Z predchozich odstavcil je jasné, Ze pro preziti je nutnd pfitomnost rozlicnych enzymi. Pravé
traveni a metabolismus laktoézy je v pfipad¢é laktozové intolerance narusen. Organismus
pacienta, ktery trpi pravée intoleranci, neni schopen zpracovat laktézu pomoci enzymu laktazy.

(Dylevsky, 2000; Silbernagl a Despopoulos, 2004; Strasky a RySava, 2014)

2 Laktoza

Neboli mlécny cukr je disacharid, ktery se skladd ze dvou monosacharidi - glukézy a
galaktozy. Presnéji  B-D-galaktopyrandsy a D-glukopyrandsy spojenych beta-1,4
glykosidickou vazbou. (Kala¢, 2001) Kdybychom dali na rozbor mléka vSech savct, zjistime,
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ze se laktdza nachazi ve vSech, s rozdilem v koncentraci. V kravském mléce je obsah laktozy
kolem 4,5g / 100ml. U zakysanych produkti koncentrace mlécného cukru klesa. Toto tvrzeni
vSak nemusi u jogurtil platit vzdy, protoze byvaji velmi casto zahustovany susenym mlékem,
které opét zvysSuje koncentraci laktozy. A jako kazdy cukr, tak i laktéza ma sladkou chut’. Jeji

sladivost je vSak daleko nizsi nez u pouzivanych sladidel. (Strasky a RySava, 2014)

Tab. I - Obsah laktézy v béznych mlécnych vyrobceich (zdroj: Strasky a Rysava, 2014)

Obsah laktézy elikost porce (g) Obsah laktozy v
(2/100¢g porci (g

Plnotucné mléko 4,7 250 11,8
Odstredéné mléko 4,9 250 12,3
Slehacka 3,1 15 0,5
Smetana do kavy 3,8 15 0,6
Jogurt 4.1 150 6,2
Jogurt ovocny 3,0 150 4.5
Kefir 3,8 200 7,6
Zmrzlina 6,0 50-100 3-6
Cottage 2,2 100 2,2
Tvaroh mékky 3,5 100 3,5
Tvrdy syr 0,0 50-100 0,0
Maslo 0,7 10 0,07

Tab. II - Porovnani sladivosti cukrti (zdroj: Schaafsma, 2008).

Laktéza 0,2-04
Glukoza 0,6 -0,7
Fruktéza 1,3
Sacharoéza 1
Maltéza 0,4-0,5
Galaktoéza 0,5-0,7

2.1 Laktaza
V lidskych enterocytech se tvofi enzym zvany laktaza. Tento enzym z biochemické podstaty
patii do tieti skupiny- hydroldz. Tyto enzymy S$tépi rizné chemické vazby za ucasti vody.

Voda je zde katalyzatorem, ktery podporuje §tépeni. (Spicka, 2004)

Enzym laktdza je obsazen v kartacovém lemu tenkého stieva. Podle vyzkumu bylo zjisténo,

ze nejvetsi produkce hydrolazy probihé v lacniku. Je to nejspis proto, ze prave zde se
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nenachdazi takové mnozstvi bakterii a proto mléény cukr neni zkvasen. (Di Rienzo et al., 2013;
Misselwitz et al., 2014; Madry et al, 2010)

Nejvyssi koncentrace laktazy bézné nastava u ¢loveéka po porodu po dovrSeni prvnich tfech
mesicl, kdy je pravé mléko od matky jedinou potravou, kterou miize dit¢ pfijimat. Tato
koncentrace se v téle intolerantniho ¢loveéka postupné snizuje. Do obdobi puberty je pokles
velmi pomaly, avSak v obdobi dospivani rapidné klesa. (Solomons, 2002; Strasky a Rysava,

2014)

2.2 Metabolismus laktozy

Traveni laktéozy probiha v tenkém stfevé, kde u tolerantniho jedince bude pusobit enzym
zvany laktaza. Tento enzym se sekretuje v kartaCovém lemu tenkého stieva, kde se disacharid
laktoza S§tépi na monosacharidové jednotky- glukézu a galaktdozu. Nasledujici metabolismus
jiz probihd pro kazdy monosacharid zvIast’ po tom, co jej erytrocyty prenesou do krevniho

feCisté. (Silbernagl a Despopoulos, 2004; Strasky a Rysava, 2014)

Obr. I: Laktdza a jeji hydrolyza (zdroj: vlastni)

CH,OH CH,OH
OH (0] O_ OH
OH Vb O K OH
OH OH
Lactose
OH O_ OH O_ OH
OH OH
OH
OH OH
D-galactose D-glucose

2.2.1 Glykolyza

vvvvvv

vznikaji molekuly ATP, které jsou energii pro dals$i anabolické d&je. Napiiklad mozek je
schopen ziskavat energii pouze z rozkladu gluk6zy. Ke glykolyze dochéazi v cytosolu bunék,

kde jsou p¥itomny potiebné enzymy. (Spicka, 2004)
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Pti glykolyze se pfeménuje glukdza az na pyruvat za uvolnéni energie. Zajimavé je, zZe pfi
pocatecnich reakcich glykolyzy se ATP spotfebovava a az v ndsledujicich reakcich jej
organismus ziskava zpét. Pfi kone¢ném souctu vychazi, ze z jednoho molu gluk6zy vznikaji 2

moly ATP. (Spicka, 2014)

Obr. II: Glykolyza (zdroj: Spitka, 2004).
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3 Alergie vs. intolerance

Alergie a intolerance jsou dv€ riiznd onemocnéni a laickou vetejnosti byvaji tyto terminy
Casto zaménovany. Predev§im intolerance je zaménovana za alergie. Tudiz je vhodné

pfipomenout si rozdily. (Kraténova, 2012)

3.1 Alergie

Termin alergie poprvé pouzil védec Clemens von Pirquet roku 1906. V dnes$ni dobé je toto
slovo jiz dobfe zndmé a dalo by se fici, ze je naduzivané. Pokud sledujeme televizi, internet,
nebo Cteme rizné moderni Casopisy, zjistime, ze téma alergie je sklofiovano opravdu vsSude
kolem nas. Obecné se tvrdi, ze kazdy treti clovek trpi jistym druhem alergie. Podle statistik

SZU se prevalence alergie pohybuje kolem 30% a maé stoupajici tendenci. (Kraténova, 2012)
Dité, které se narodi rodi¢im s alergii, ma Sanci na rozvinuti alergie 50-90% v zavislosti na
tom, zda je pouze jeden z rodicii alergik, nebo jsou alergicti oba rodice. Pfitom neni jisté, ze

potomek bude mit alergii stejného druhu. (Kraténova, 2012)

V mezindrodni terminologii imunologie a ptedevSim alergie se doneddvna malokdo mohl

vyznat a to pusobilo problémy v oblasti vyzkumu a objasnéni onemocnéni. Proto se
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spolecnost evropskych alergologii rozhodla zavést piesné terminy pro alergii, piecitlivélost i

intoleranci. (Pavelkova, 2015)

3.1.1 Definice alergie

Chorobny stav vyvolany alergenem nebo také nepfiméfend odpovéd’ imunitniho systému na
alergeny. Ob¢ tyto definice nam fikaji totéZ a to, Ze ndS imunitni systém se po setkani
s béznou latkou, kterd v zivoté zdravych lidi nehraje Zadnou roli, reaguje vyvolanim zanétlivé

reakce. (Bartinkova, Hotejsi a spol., 2013)

Alergen je synonymem pro slovo antigen, avSak pouziva se pouze pro alergické reakce.
Alergenem se stava jakakoli latka, kterd dokéze vyvolat nepfiméfenou reakci v nizkych a
zivot b&Zn& neohrozujicich koncentracich. Casto se jedna o latky bilkovinné povahy, ale
nemusi to byt pravidlem. Pro kazdého jedince to miize byt naprosto ojedinéla véc. Pro
jednoho clovéka jsou to pyly, pro druhého roztoci a pro dalSiho naptiklad urCitd ptisada
v pracim prasku. Nekteré latky se stanou alergeny az v piipadé€, Ze se navdzou na bilkovinu

pfimo v organismu. Tyto nazyvame hapteny. (Bartinkova, Hofejsi a spol., 2013)

3.1.2  Princip alergie

Musime si uvédomit, Ze alergie se rozviji ve fazich. V té prvni alergen pronikd do téla na
tkan¢ C¢i sliznice. Zde se setkdva s antigen prezentujicimi bufikami imunitniho systému.
Nejcastéji se jedna o dendritické bunky, které predkladaji alergen T-lymfocytim tiidy Th2.
Tyto bunky za¢nou produkovat cytokiny, interleukin-4 a interleukin-5. Pod jejich pisobenim
nastane u B-lymfocytli sekrece imunoglobulinu t¥idy E. Tyto protilatky se navazi na povrch
dalsich bunék imunitniho systému. Jsou jimi basofilni granulocyty a zirné buiiky. Pokud se
organismus opéctovné setkd s alergenem, dochazi k agregaci receptori na povrchu téchto
bun¢k a ty zacnou uvoliovat latky, které jsou pro alergickou reakci typické (predevSim

histamin, heparin, prostalginy, leukotrieny a dalsi). (Bartiitkova, Hofejsi a spol., 2013)

Dale je nutné vzit v potaz, ze alergie se projevuje bud’to lokdlné, nebo se miize rozvinout
v anafylakticky Sok. Lokalnimi projevy jsou rutinné zndmé senné rymy, slzeni o¢i, kychani,
vyrazky a jiné. Anafylakticky Sok se rozvine po proniknuti alergenu do krevniho ob¢hu, kde
dochdzi k rozpadu bazofilnich granulocyti a mastocytl. Z téchto bun€k se uvoliuji latky,

které zvysi propustnost cév a tim pokles tlaku. Rizika velmi nizkého tlaku jsou zivot

15



ohrozujici otoky plic, ischemie mozku a dalsi selhani organti v téle. (Bartiiikova, Hofejsi a

spol., 2013)

3.2 Intolerance

Intolerance je pojmem, ktery byva s alergii asto zaménovan. Nejcastcji se pojem intolerance
spojuje pravé s potravinami. Toto onemocnéni ma ale Uplné¢ jiny princip. Nejde uz o
imunologickou reakci, kterou zprosttedkovava imunitni systém clovéka, ale v nékterych

ptipadech o funkéni chybu, kterd je kodovana jiz v genomu c¢lovéka. (Pavelkova, 2015)

Intolerance vznika tim, Ze pro urCitou latku, kterd je v potravé piijiméana, neni organismus
schopny vytvofit enzym, ktery by ji rozSté€pil/zpracoval a néasledné vyuzil jako naptiklad

laktézu. (Pavelkova, 2015)

4 Laktozova intolerance

Laktozové€ intolerantni lidé jsou jedinci, u kterych se v organismu tvofi malé nebo Zadné
mnozstvi laktazy, kterd je potfebnd pro Stépeni glykosidické vazby mezi glukézou a
galaktozou. Zname tfi moznosti, kdy organismus netravi laktéozu. V anglictiné zvany typ
primary adult hypolactasia, coz bylo ptivodni nastaveni organismu. Enzym se tvoii pouze
v obdobi kojeni a béhem dospivani vymizi. (Enattah et al., 2008) Sekundarni, nebo-li ziskana
snizend tvorba laktazy, kdy povrch tenkého stfeva a tim sekreci enzymu do lumen poskodi
predeslé onemocnéni (napt.: onkologické, Crohnova choroba...). (Madry et al., 2010)
Tercialni, vrozend, alaktdzie je vzéacna, ale ptesto se vyskytuje. Kojenec neni schopny od
narozeni pfijimat mléko s obsahem laktézy. Jedna se o velmi nebezpecny jev. Pokud dité
nedostane potravu bez laktozy, dochazi k prudkym prijmam, ztraté¢ hmotnosti a malnutrici, az

nakonec muze dojit k umrti. (Fojtik et al., 2013; Kuokkanen et al., 2005)

Je velice dilezité, abychom rozliSovali laktézovou intoleranci od alergie na mléko. Piesngji
bychom spiSe méli pouzit oznafeni alergie na mlécné bilkoviny. Jedna se predevSim o
komplex kaseint a syrovatkovych proteinii. Jak je z ndzvu jiz patrné, tak se jedné o alergie,
které maji jiny mechanismus a jinou podstatu, nez laktézova intolerance. DalSimi postiZenimi
gastrointestinalniho traktu, kterd se projevuji podobnymi symptomy, jsou Crohnova choroba,

celiakie a alergie na dalSi komponenty obsazené v mléce. VSechna tato onemocnéni je tfeba
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vySetfit v biochemickych, imunologickych a genetickych laboratofich a odliSit je od sebe.

(Stransky a Rysava, 2014)

4.1 Historie a evoluce L1

Pokud se ohlédneme do historie, vidime, Ze laktézova intolerance byla plivodnim nastavenim
organismu. Clovék v davné minulosti pil mléko pouze od matky v kojeneckém obdobi. Jako
dospé€ly ¢i dospivajici tuto moznost jiz nemél a tudiz nebylo zapotiebi, aby télo tvofilo
laktazu, ktera by mléény cukr Stépila. S postupnou domestikaci a chovem domacich zvitat
(krav, koz a ovci) ¢lovék zacal pozivat jejich mléko a nasledné i produkty vyrdbéné z mléka.
Tento napoj je bohaty na Ziviny a mineraly. Napiiklad pfi morovych ranach cholery bylo
mléko vhodnym napojem pro nemocné. Lidem rychle dodalo energii a ziviny, které spole¢né

s akutnimi priijmy odchézely z t¢la. (Holden, Mace et al., 1997)

Nyni ale nardzime na fakt, ze rozlozeni intolerance laktézy je ve svété nerovnomérné. Na
Africkém a Asijském kontinentu tento trend pretrvava. Vyskyt intolerance na laktézu je zde
v prevalenci 80-100%, avSak na severu Amerického kontinentu (bild rasa) se jeji prevalence
snizuje na 15% a v severskych zemich Evropy tyto procenta dale klesaji a jejich rozptyl je

pouze 5- 0,5%. (Strasky a RySava, 2014)

Jedna z teorii hovoii o mozném vlivu slunecniho zéfeni v korelaci s aktivaci vitaminu D.
V okoli rovniku ziji 1idé pod neustalym vlivem slune¢niho zéfeni, které dopada na pokozku a
aktivuje v ni vitamin D, ktery mé za nasledek vétsi vstiebavani vapniku. Neni tudiz zapotiebi,
aby byl vapnik navic dodavan i v mléce. Véapnik, pfirozen¢ obsazeny v potravé a vznikajici
vlivem slune¢niho zéfeni, zajiStuje optimdlni rovnovahu. V severskych zemich je vSak
slune¢niho svitu daleko méné. Aktivace vitaminu D je daleko mensi a efektivita vstfebavani

vapniku z potravy je daleko niz§i. Proto mize byt tento prvek, pro télo nezbytny, dodavan

jinymi zpisoby. A pravé mléko je bohatym zdrojem vapniku. (Holden a Mace, 1997)

Dalsi skupina védct hovoii o0 mozném vlivu vysoké vyzivnosti mléka. V dobach, kdy se lidé
o potravu doslova rvali, aby pfezili, se mlééné vyrobky staly soucasti jidelnicku. Kalorické
hodnoty syri jsou velmi vysoké. Navic nebylo zapotiebi zvife usmrtit a vyrobky z mléka
sytily kmeny po delsi dobu nez jedna zabita krava. Jiz pfi konzumaci syrt se musela zacit

lidem tvofit laktaza v tenkém stfevé. OvSsem zrani syra trva néjakou dobu a mozna prave
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v obdobi obzvlasté krutych zim (pfedev§im v severskych oblastech) a snimi spojenymi
hladomory se lidé rozhodli pit mléko pfimo bez zpracovani. To nejspiS vedlo k rozvoji
laktézové tolerance. Organismus severskych obyvatel se postupné prizptisobil novym

moznostem ve stravovani a doslo k nasledné mutaci v jejich genomu. (Holden a Mace, 1997)

Z tohoto vSeho opét vyplyva, ze laktdozova intolerance byla ptivodnim nastavenim organismu.

Tolerance laktozy je vysledkem mutace v genomu ¢lovéka. (Swallow, 2003)

Obr. III: Vyskyt intolerance podle zemi (zdroj: Zenz, 2010)

0-20 %

20-40 %
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4.2 Priznaky intolerance
Pokud laktaza v tenkém stfevé laktozu nerozstépi, prochazi az do tlustého stfeva, kde ji
za¢nou metabolizovat hnilobné bakterie za pfisunu vody do lumen. (Matthews et al., 2005)
Produkty pravé jejich metabolismu zpiisobuji nepiijemné obtize, které se projevuji jako:

* plynatost

* kiecCovité bolesti biicha (kolika)

* nadymani

* prijmy
* zvraceni

Zavaznost a pretrvavani ptiznakd je zavislé na mnozstvi zkonzumované laktdzy a na tom,

kolik enzymu laktazy je organismus schopny vytvaret. (Matthews et al., 2005)
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Obr IV: Nazorna ukazka tenkého stfeva pii laktozové toleranci a intoleranci (zdroj: Lomer et

al., 2007)
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4.3 Genetické kodovani laktazy

Laktozova intolerance je geneticky podminéné onemocnéni. Gen kddujici tvorbu laktdzy se
nazyva LCT. Gen LCT o velikosti asi 20 kb se nachdzi na 2. chromozomu na delSim rameni
q-(Enattah et al., 2002; Madry et al., 2010) Pfesné oznaceni lokace je 2q21.3. Bohuzel po
sekvenovani tohoto genu nebylo nalezeno zadné pfimé pojitko mezi intoleranci a LCT genem.

(Harvey et al., 1996)
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Ovsem pted timto genem lezi jiny gen. MCM6, ktery ma Glohu promotoru a tidi transkripci
tohoto genu. Tento gen se sklada ze 17 exontll a pravé zde byla zjisténa dvé polymorfni mista
na intronech 13 a 9. Tyto lokusy hraji dilezitou roli pii regulaci exprese genu LCT. Na
intronu 13 je umistén polymorfismus C/T-13910 a na intronu 9 lezi polymorfismus G/A-
22018. Jedna se o jednonukleotidové polymorfismy. Jedna baze je zaménéna pii transkripci
za jinou. V téchto pfipadech se jednd o zaménu C (cytosin)/ T (thymin) a G (guanin)/A
(adenin). (Enattah et al., 2002)

Obr. V: Mapa LCT a MCM6 genu (zdroj: Tishkoff et al., 2007)
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5 Diagnostika laktézové intolerance

V dnesni dobé je mozné pacienta s podezienim na laktézovou intoleranci vysetfit nékolika
zpisoby. Nekteré metody jsou méné invazivni a jiné vice. Podle toho mohou zptsobit ¢loveku
nepiijemné potize spojené pravé s timto postizenim nebo jej mohou uSetfit nepfijemnych
projevi. Zalezi proto Cisté na pacientovi a lékati, ktery z téchto testd si vybere. (Fojik et al,

2013)

5.1 Laktozovy tolerancni test

Castym testem, ktery se vyuzivé pro stanoveni laktézové tolerance/intolerance, je postaven na
biochemickém zaklad¢. Pacient dostane k vypiti roztok pil litru vody obsahujici 50g laktozy a
nasledné je métfena glykémie po 15, 30, 60 a 90 minutach. Pokud glykémie nevzroste alesponl
o 1 mmol/l, ma se za to, Ze je jedinec intolerantni, jelikoZ neni schopen travit laktézu. Pred
testem by pacient nemél jist a pit alespont 8 hodin, z diivodu moznosti ovlivnéni vysledki.

Tento test neni vhodny pro novorozence a kojence. (Fojik et al., 2013; Misselwitz et al., 2014)

5.2 Testovani kyselosti stolice

Testem, ktery je vhodny pro novorozené déti a kojence pro svou nizkou invazivitu a omezené
moznosti je test na kyselost stolice. Détem je podano bézné ,laktézové* mléko, které u
intolerantnich déti projde do tlustého stieva, kde vykvasi za pomoci enterobakterii a vzniknou

kyseliny, které lze detekovat ve stolici - pH klesa pod 6. (Martini,Savaiano et al., 1988)

5.3 Dechovy tolerancni test

Pti tomto testovani se méfi koncentrace vydechovaného vodiku a oxidu uhli¢itého a metanu.
Pokud totiz laktéza neni rozlozena ihned v tenkém stievé a dostava se do tlustého stieva,
hnilobné bakterie za¢nou cukr rozkladat a vylucovat pravé tyto plyny. (Mattar et al., 2012)
V dnesni dobé je mozné bez problémii zakoupit komeréni sady pro tento test témét v jakékoli
1ékarn€é. Nevyhodou testu je jeho faleSna pozitivita u pacientli, ktery maji ve stfevé vétsi

mnozstvi enterobakterii. (Fojik et al., 2013)

5.4 Biopsie sliznice tenkého stieva

Principem této metody je odbér tkdné tenkého stieva postizeného cloveka, ve které se
prokazuje aktivita enzymu laktazy. Obvykle se jednd o jednu z nejprikaznéjSich metod.
Samoziejmé i tato metoda ma sva uskali. Pacienti Casto nechtéji podstupovat biopsii, jelikoz
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je to invazivni zakrok. Navic tato metoda miize byt opét faleSné pozitivni. Zalezi na odbéru
tkané. Muize se stat, ze chirurg odebere tkan, ktera pravé neni schopna produkovat enzym.

(Swallow, 2003)

5.5 Genetické testovini
zda se v DNA jedince nachéazi gen pro tvorbu laktazy i v dospélosti. Navic pacient je uSetfen

nepiijemnych projevil vyplyvajicich z ostatnich testovacich pristupii. (Mattar et al., 2012)

Pti vysetfeni 13910 CT se setkavame s tfemi referenénimi hodnotami:
* (CC —wild type (nemutovany homozygot)
* CT — heterozygot

* TT — mutovany homozygot

Wild type je oznafeni nemutovaného homozygota. Jednd se o puvodni nastaveni gentl.
Jedinec, kterému vyjde pii vySetieni tato hodnota, je typicky silné laktézove intolerantni
stejné jako nasi predci. Jedinec s referencni hodnotou CT je heterozygotni. To znamena, Ze
zdédil od jednoho z rodic¢t gen pro intoleranci a od druhého zmutovany gen, ktery podporuje
tvorbu laktazy 1 v dospélosti. Tento ¢lovek mize mit obcasné ptiznaky intolerance. Ve zalezi
na klinickém projevu. Enzym se u néj mulze tvofit, ale zalezi v jak velkém mnozstvi. A
posledni hodnotou je TT, kdy pacient mé zmutované ob¢ alely, a proto je jeho organismus i

v dosp¢losti schopny tvofit enzym laktazu. (Rasinpera et al., 2004)

Druhym nejcastéji se vyskytujicim se polymorfismem je G/A-22018, ktery je v segregaci

s C/T- 13910. Zde se jedna o zdaménu baze guaninu za adenin. (Rasinperd et al., 2004)

Pti vySetfenich polymorfismu 22018 GA dostavdme obdobné referencni hodnoty:

* GG - wild type
*  GA — heterozygot

* AA — mutovany homozygot

Wild type je oznafeni nemutovaného homozygota. Jednd se o puvodni nastaveni gentl.

Jedinec, kterému vyjde pii vySetieni tato hodnota, je typicky silné laktézove intolerantni

22



stejné jako nasi predci. Jedinec s referencni hodnotou GA je heterozygotni. To znamena, Ze
zdédil od jednoho z rodic¢t gen pro intoleranci a od druhého zmutovany gen, ktery podporuje
tvorbu laktazy 1 v dospélosti. Tento ¢loveék mize mit obcasné ptiznaky intolerance. Ve zalezi
na klinickém projevu. Enzym se u né¢j mize tvofit, ale zalezi v jakém mnozstvi. A posledni
hodnotou je AA, kdy pacient ma zmutovana ob¢ alely, a proto je jeho organismus i

v dosp¢losti schopny tvofit enzym laktazu. (Raspierd et al, 2004)

Samoziejmé pii studiich byly zjistény dalsi souvislosti a dalsi polymorfismy. U polymorfismu
C/T-13910, ktery se dlouho dobu povazoval za jediny polymorfismus, se zjistilo, Ze jej lze
nalézt predevsim u evropské populace a naopak u africké populace a narodnosti na blizkém
vychod¢ jej nalézame sporadicky. Pravé to vedlo genetiky k dal§imu zkoumani a ptivedlo je
na myslenku dalSich polymorfisma - G/C-14010, T/G-13915 a C/G-13907. Vsechny tfi
polymorfismy se nachéazeji pobliz prvniho popsaného C/T-13910. Polymorfismus T/G-13915
se nejcastéji nachazi u arabské populace a zbyvajici dva polymorfismy G/C-14010 a C/G-
13907 mizeme naopak pozorovat spiSe na africkém kontinentu. (Ranciaro et al., 2014)

Polymorfismus G/A-22018 je spojovan piedevsim s polymorfismem C/T-13910. Jeho vyskyt
s nim pfimo souvisi. Samostatné nemd zadny velky vliv na expresy genu LCT. (Rasinperi et

al.,, 2011)

6 PCR (Polymerase chain reaction)

Pod zkratkou PCR se v ¢estin€ skryva polymerazova fetézovad reakce. V minulosti se pro
namnoZzeni DNA pouzivaly metody klonovani v bakteriich. Ty vSak nemély nikdy zaru¢enou
uspésnost a vyslednd koncentrace nemusela byt dostacujici pro nasledna vySetieni. K PCR
neni zapotiebi mit vysokou koncentraci pivodni DNA na zacatku, avSak zaruCuje velké
zmnozeni DNA po ukonceni reakce Jednd se o metodu, kterd probiha in vitro. Pfi metodé
PCR je presn¢ urceno, ktery usek DNA ma byt namnozen pomoci vybéru specifickych
primerd. PCR probiha v pfistroji zvaném thermocycler. Béhem amplifikace roste koncentrace
specifického iseku DNA geometrickou fadou. V thermocycleru dochazi ke zménam teplot,

které jsou potiebné pro vzdy probihajici reakci. (Snustad et al., 2009; Smarda, 2005)
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6.1 Princip PCR

Na zacatku kazdé amplifikace DNA je nutné si namichat tzv. mastermix, coZ je reakéni roztok
pouzivany pro jeji spravny prubéh. Jde o smés izolované¢ DNA, primerd, pufru, DNA
polymerazy, DMSO a vody. V kazdé laboratofi je postup jiny a Casto vefejné nepiistupny.
Pokud laboratof nevyuziva ptimo komer¢ni sady pro diagnostiku laktdézové intolerance, stoji
pfed zavedenim ,,in house* postupu spocivajiciho v optimalizaci metody, ktery miize byt

pracny i ¢asove€ naro¢ny. (Brdicka, 2007)

vvvvvv

nukleotidll, které dokézi ohranicit zac¢atek a konec useku DNA, ktery chceme namnozit. Z
toho vyplyva, Ze pro kazdé vySetieni je potfeba jind sada primert. Pro alelové specifickou
PCR je bézné, Ze jeden typ primeru, forward, oznacuje zaCatek useku a druhy, reverse,

oznacuje konec amplifikovaného useku. (Ruml et al., 2002)

Dalsi velmi zajimavou a nedilnou soucasti PCR reakce je DNA polymeraza a DMSO, které
jsou sschopny ktemplatovému vlaknu nasyntetizovat nové vldkno na principu

komplementarity bazi a denaturovanou DNA opét spojit. (Ruml et al., 2002)

Samotnym principem PCR je stfidani teplot, kdy nejprve dochazi k denaturaci (rozpleteni)
vlaken DNA. Dv¢ vlakna ve dvousroubovici DNA jsou spojena mnoha vodikovymi mistky.
Tato chemicka vazba neni pfili§ silna, pfesto velky pocet téchto mlstku zarucuje pevnost a
soudrznost mezi vldkny. Proto aby doSlo k naruSeni téchto mustkd, vyvine thermocycler
teplotu kolem 95°C. Vlakna DNA se odd¢li. V odborné literatufe se tento d¢j popisuje tak, Ze
z dsDNA (dvouvlaknové DNA) vzniknou ssDNA (jednovlaknové DNA). Nasleduje nasednuti
primerid. Pro oznaceni zacatku Uiseku nasedne na vlakno forward primer a na konec naseda
reverse primer. Tento d&j se odborné nazyva annealing a probihd pouze za urcité teploty.
Kazdy primer ma svou pfesnou anealingovou teplotu, ale obvykle se jedna o teploty mezi 50-
60°C a nasednuti trva kolem 15 sekund. Poté se na primery navaze DNA polymeraza a pokud
jsou v reakénim roztoku volné nukleotidy, zacnou nasedat na zakladé komplementarity bazi
k templatovému vlaknu. Tvorba nového vldkna probihé stejné jako v organismu od 3 konce
ke 5konci, jednd se o tzv. elongaci. Teplota v termocycleru je v tuto chvili nastavena
v rozmezi 70-80°C. Jak jiz bylo zminéno, tak béhem PCR naristd pocet DNA fragmentt
geometrickou fadou. Tento postup se cyklicky opakuje. Nejcasteji probihd 30 — 40 cykli
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zahrnujicich tfi kroky, denaturaci, anealing a elongaci. (Ruml et al., 2002;

Simmons, 2009)

Obr. VI: Schématicky nékres cyklu PCR (Zdroj: Enzoklop, 2014)
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Restrik¢ni analyza patii mezi nejstar$i metody pouzivané pro genetickd molekuldrni vySetfeni.

Principem této analyzy je jednoduché zjisténi, zda se hledané¢ misto v DNA nachazi, nebo ne.

K restrikei, neboli Stépeni, se pouzivaji enzymy zvané restriktazy. Piesnéji bakterialni

restriktazy (endonukledzy). Tyto enzymy dokazi §tépit DNA v pfesné¢ daném misté na zakladé

sekvence nukleotidii. V laboratotich je pouzivano mnoho endonukleaz (restriktaz) a kazda

dokaze rozpoznat specifickou sekvenci nukleotidii o poétu pouhych nékolika part bazi. Casto

dochdzi ke $tépeni v misté, kde se nachézi tzv. palindromické sekvence. Tyto sekvence maji

potadi bazi stejné od 3‘konce i 5°konce. Pokud jedna alela genu obsahuje sekvenci

rozpoznanou restriktdzou, bude vtomto mist¢ DNA rozstépena. Pokud se vSak druha

alela genu 1i8i od pozadovaného sledu nukleotidi, DNA =zlstane neroz$tépena. Kazda

endonukledza vyzaduje pro Stépeni optimalni teplotu a pufr. Vysledky se odecitaji po

provedeni elektroforézy na agar6zovém gelu, kde na fragmenty rozdéli na zakladé hmotnosti

1ze je dobie odecitat. (Knoll a Vykoukalova, 2002)
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Casto se tato metoda pouZivala pro stanoveni paternity. Jak vime, kazdy ¢lovék dédi polovinu
genetické informace od otce a polovinu od matky. Tudiz lze pfi porovnani fragmentt lehce

urcit otce. (Zima, 2007)

Obr. VII: Princip RFLP (Zdroj: Retama, 2008)
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8 Elektroforéza

Tuto metodu vyuziva vétSina klinickych laboratofi od bézné rutinni biochemie az po specialni
imunologické a genetické laboratofe. Zakladd se na principu vyuzivajiciho povahu latek a
jejich chovani v elektrickém poli. V genetickych laboratofich se hojné vyuziva elektroforéza v
agarozovém gelu, ktery je pifi vysSich koncentracich vhodny pravé pro dé€leni nukleovych
kyselin. Agarézovy gel vytvofime rozpuSténim polysacharidu agarézy ve vhodném pufru.
V tomto gelu putuji molekuly DNA podle velikosti, ndboje i jejich konformace. Fragmenty
podle velikosti putuji od malych, které jsou rychlejsi az k tém velkym, které putuji déle od
katody k anodé¢, jelikoz DNA je zaporn¢ nabitd. DNA po provedeni elektroforézy se
vizualizuje na gelu v podobé& bandli o zndmé velikosti. Pokud byla DNA rozstépena, jsou na
gelu, po obarveni specidlnimi barvami uréenymi pro ELFO, dobfe viditelné rozdily ve

srovnani s neroz$tépenou DNA (napf. negativni a pozitivni kontrolou). (Smarda et al., 2005)
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Obr. VIII: Gelova elektroforéza (zdroj: Bartova, 2011)
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9 Validace

Validovani metod nejen v klinickych laboratofich je nedilnou soucésti jejich fadného provozu
a vnitini kontroly. Navic je to jeden z pozadavki norem ISO. Tyto zkousky by mély objasnit,
zda metoda funguje v zhlediska riznych aspektl, jako je napiiklad opakovatelnost,
reprodukovatelnost a robustnost.

V oblasti molekularni genetiky jesté nebyly stanoveny pevna pravidla a standardy pro validaci
metod, ale existuji jistd doporuceni. Pro validaci je nutné v ptipadé genetického testovani
pouzivat vzorky se zndamym genotypem, kdy pfedem znadme vysledek, ktery musi byt odecten
také pii validaci. Je dulezité rozpoznat mozné faleSné pozitivni ¢i faleSné negativni vysledky,
které mohou vzniknout béhem testovani. Dale je tfeba, aby validace obsahovala vSechny
pouzivané metody vcetné piiprav a zpracovani primarniho vzorku jako je napt. izolace DNA

nebo validovani PC programu, ktery je pouzit pro analyzu. (Brdic¢ka, 2007)

Vysledkem validace je validacni protokol, ktery se stdva soucésti laboratorni dokumentace.

(Brdicka, 2007)
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9.1 Opakovatelnost

Opakovatelnost je validacnim kritériem, kdy prokazujeme, Ze metoda je pii opakovanych
méfenich stale pfesna. Je to vlastnost metody, nikoli vysledku. Opakovatelnost musi byt
prokazana za pouziti stejnych metod, stejnych postupl, ve stejné laboratofi, se stejnymi

piistroji a stejnym laborantem. (Brdicka, 2007)

9.2  Reprodukovatelnost

Opét se jednd o kritérium validace, kdy prokazujeme, zda je metoda pfesna. AvSak pfi
reprodukovatelnosti je metoda vykondna jinym pracovnikem, s jinymi pfistroji, v jiném Case a
za jinych podminek. OvSem metoda musi byt provaddéna vzdy stejnym zplsobem. (Brdicka,

2007)

9.3  Robustnost

Jde o kritérium, kdy prokazujeme, Ze metodu je mozné provést i pfi riznych odchylkach
v postupu ¢i slozeni (koncentraci/hmotnosti) vzorku. Toto kritérium je zavedeno proto, ze
v bézném provozu se mohou vyskytnout situace, kdy nebude dostupny bézny a/nebo potiebny

obsah materialu, pro provedeni testu atd.. (Brdicka, 2007)
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10 Cile a hypotézy

10.1 Cil prace
1. Prvnim cilem bakalafské prace bylo vypracovani reSerSe zabyvajici se laktézovou

intoleranci, vypracované na zéklad¢ poznatkl publikovanych v odborné literatute.

2. Druhym cilem bylo praktické zvladnuti zakladnich metod pouzivanych v genetické
laboratofi. Prakticka cast bakalafské prace probihala v genetické laboratofi
GENLABS.

3. Tftetim cilem byla pfiprava a zpracovani valida¢niho protokolu pro PCR-RFLP pro

stanoveni laktozové intolerance.

10.2 Hypotéza
Lze ptedpokladat, ze metoda PCR RFLP pro stanoveni laktézové intolerance bude Gspésné

zvalidovana z hlediska opakovatelnosti, reprodukovatelnosti i robustnosti.
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11 Prakticka ¢ast

Laboratorni a praktickd ¢ast mé bakalaiské prace byla vykondvana v genetické laboratofi
GENLABS pod vedenim vedouci prace Mgr. Dagmar Riegert Bystfické, Ph.D. V tivodu bude
vénovana pozornost izolaci DNA jak z periferni krve, tak z bukalniho stéru. V dalSich ¢astech
se zam&fim na pouzité metody PCR, RFLP, pifipravu agardzového gelu, pribéh elektroforézy

a analyzu vysledkt

Vzorky pouzité pro validaci poskytla genetickd laboratof. Validace metody PCR RFLP pro

stanoveni laktézové intolerance byla vykonana ve dnech 22. a 23.1.2018.

Ptistroje a pomucky pozité pfi laboratorni praci:
* chladnicka pro laboratorni pouZiti
* chlazena centrifuga
* stolni minicentrifuga/vortex
* mikrovlnnd trouba
* sada pipet
* sady zkumavek a kolonek
* thermocycler
* termostat
* laminarni box
* clektroforeticky systém

e detekéni systém pro ELFO a méteni koncentrace DNA

11.1 Izolace DNA

Pred kazdym vySetfenim v genetické laboratofi je potfeba od pacienta/klienta ziskat geneticky
material. Ten ziskdme izolaci DNA =z bukdlniho stéru, nebo z periferni krve. Kazdy
pacient/klient podepisuje informovany souhlas, popf. souhlas s pouzitim genetického

materidlu pro védecké ucely.
V laboratofi se pro spousty vySetfeni pouZzivaji komer¢ni kity, které jsou pro laboratof
vyhodné z hlediska Setfeni Casu atd.. I pfi mé praci jsem je vyuZzivala a postupovala podle

ptedepsanych protokolt.
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Pouzité zkratky:

RT - pokojova teplota (room temperature)

TE - Re-hydration buffer TE

11.2 Izolace DNA z periferni krve

Pro izolaci DNA z periferni krve byl pouzit Genomic DNA Mini Kit od firmy PureLink dle
ptiloZzeného doporucni vyrobce.

Reagencie:

96 % ethanol - zasobni roztok se skladuje pti RT

GT Buffer - skladuje se pii RT

W1 Buffer - skladuje se pti RT

Wash Buffer - dle navodu vyrobce se ke koncentratu Wash Buffer ptida 100 ml 96 %
etanolu, skladuje se pfi RT

Elution Buffer - skladuje se pfi RT, pfed kazdym pouzitim vytemperovat pozadovany
objem na 60 °C

RBC Lysis Buffer - skladuje se pii RT

Pracovni postup:

o ® N v kW

do 1,5 ml mikrozkumavky, kterou je nutno oznacit (!), napipetujeme 300 pl plné krve
dale ptfidime 900 pl RBC Lysis Bufferu a vSe promichame pfevracenim zkumavky
v ruce

nechavame ikubovat 10 min. pfi RT

dal$im postupem je centrifugace vzorku na 5 min. pti 5698 ot/min

odstranéni supernatantu

pfidame 100 ul RBC Lysis Buffer a peleta musi byt resuspendovana

v dal$im kroku ptidame 200 ul GB Bufferu

zvortexujeme a kratce sto¢ime

inkubace 10 - 15 minut v termostatu pti 60 °C, lyzat je projasnén

10. béhem inkubace je nutno zkumavku pievratit kazdé 3 min.

11. ptidame bylo 200 pl 96% etanolu
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12.
13.

14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

23.
24.
25.

26.
27.

vortexujeme 10 s a kratce zcentrifugujeme

lyzat ptepipetujeme na kolonku (GD Column) a tu vlozime do ¢isté sbérné zkumavky
(2 ml Collection tube)

centrifugace pii 13 tis. ot/min po dobu 5 min

kolonku ptfenddme do nové sbérné zkumavky a pouzitou zkumavku s tekutinou
vyhodime

do kolonky napipetujeme 400 pul W1 Buffer

centrifugace pro 13 tis. ot/min na 30 s

ze sbérné zkumavky vylijeme zcentrifugovanou tekutinu a kolonku vratime

do kolonky ptiddme 600 ul Wash Buffer

centrifugace pii 13 tis. ot/min na 30 s

ze sbérné zkumavky opét vylijeme tekutinu a kolonku do ni vratime

»suchou* kolonku se sbérnou zkumavkou zcentrifugujeme pfi 13 tis. ot/min po dobu 3
min

pfimo na filtr kolonky pfiddme 100 pl Elution Buffer (vytemperovano na 60 °C)
inkubovano alesponi 3 min pii RT

kolonka s oznacenou 1,5 ml mikrokumavkou zcentrifugujeme pti 13 tis. ot/min po
dobu 30 s

zmétime koncentraci DNA

vzorek ulozime do mraziciho boxu nastaveného na -20 °C

11.3 Izolace DNA 7 bukalniho stéru

Pro izolaci z bukalniho stéru byl pouzit kit od firmy Isohelix: DNA Isolation kit: (DDK-
3/DDK-50).

Reagencie:

Lysis Buffer (LS) - skladovat pii RT
Proteinase K - skladovat pii -20 °C
Capture Buffer (CT) - skladovat pti RT
Re-hydration Buffer (TE) - skladovat RT

Pracovni postup:
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—_—

do zkumavky odstfihneme tampon s bukéalnim stérem
do zkumavky dale napipetujeme 500 pl Lysis Buffer
ptidame 20 pl Proteinazy K

kratce zvortexujeme a zcentrifugujeme

inkubace pfi 60 °C na hodinu

kratce zvortexujeme a zcentrifugujeme

vzorek prepipetujeme do nové 1,5 ml mikrozkumavky

pfidame 500 pl Capture Buffer

o ® N kWD

kratce zvortexujeme

—_
=)

. centrifugace pfi 13 tis. ot/min na 7 min

—_—
—_—

. supernatant opatrn¢ odstranime

. k peleté¢ DNA ptidame 50 pl TE

—_— =
w N

. inkubace na 10 min pfi RT

—_
N~

. dale kratké zvortexujeme a zcentrifugujeme pfi 1S tis. ot/min na 2 min

—_
W

. supernatant odebereme do nové 1,5 ml zkumavky -> finalni izolat

—_
(o)

. zmé&fime koncentraci DNA

—_
-

. koncentraci DNA zméfime fluorometrem Qubit® 2.0.

—_
[o¢]

. vzorek ulozime do mraziciho boxu nastaveného na -20 °C

11.4 Mgéieni koncentrace DNA
Pted provedenim samotnych vySetieni je zapotiebi zméfit koncentraci nukleovych kyselin.
Zjistime, zda je DNA alesponl v minimalni koncentraci, ktera je potfebna pro provedeni testu.

Nam také poslouzila k testovani robustnosti, kdyz snizovali objem DNA.

Pouzité zkratky:

RT - pokojova teplota (room temperature)
. ™
St1-Qubit  dsAssays BR Standard #1

StII - QubitTM dsAssays BR Standard #2

Reagencie:
. TM R
* Qubit  dsAssays BR reagent (Component A) - skladovani pti RT

. TM .
* Qubit  dsAssays BR buffer (Component B) - skladovéni pii RT
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™
* Qubit dsAssay BR Standard #1 (Component C) - skladovéni v lednici (< 4°C)

™
* Qubit dsAssay BR Standard #2 (Component D) - skladovani v lednici (< 4°C)

Pracovni postup:
« 1v - , . TM . .
1. pro kazdy vzorek byl pfipraven pracovni roztok Qubit ~ Working Solution
. . . TM
2. do 1,5 ml mikrozkumavky bylo pro kazdy vrozek napipetovano 199 pl Qubit

™
dsDNA BR buffer a 1 pl Qubit ~ dsDNA BR reagent

3. pracovni roztok kratce zvortexovan a sto¢en

4. oznacili jsme si 0,5 ml mikrozkumavky QubitTM Assay tubes

5. do nich bylo napipetovano 190 pl pracovniho roztoku a pifiddno 10 pl pfislusné
standardy (ST I a ST II) nebo 10 pl vzorku do kazdé

6. kratce zvortexovano a stoceno

7. inkubace vzorkl 2 min pii RT

.. TM
8. poté méteni koncentrace DNA na fluorometru Qubit 2.0

Tab. I1I: Méfeni DNA

Druh odebraného materialu Koncentrace v ng/ pl
Periferni krev 73,2
Bukalni stér 354

11.5 Priprava a provedeni PCR

Vzorky DNA se museji smichat sreagenciemi, které denaturuji dvouSroubovici, poté
nasednou primery a tim oznaci zacatek a konec syntézy a dokazi je naamplifikovat . Tento mix
oznacujeme terminem mastermix, ktery nasledné umistime do thermocycleru.

Vysetiujeme dva nejcastéji se vyskytujici polymorfismy v evropské populaci, které maji za
nasledek laktézovou intoleranci - C/T 13910 a G/A 22018. Kazdy polymorfismus je vzhledem
k pouzitym primerovym parim analyzovdn zvlast a vyzaduje samostatny reakéni mix.

Ptiprava reakéniho mixu je popsana nize.
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Reagencie pro 13910 CT:
* voda
* MyTaq Red Reaction buffer
* MyTaq polymeraza
* DMSO
e primery F+R (LAC 13910 C/T for, LAC 13910 C/T rev)

Reagencie pro 22018 GA:
* voda
* MyTaq Red Reaction buffer
* MyTaq polymeraza
* DMSO
e primery (LAC 22018 G/A for a LAC 22018 rev) (syntetizovany fi Elisabeth

Phramacon)

Pouzité primery:

Sekvence primeri pro polymorfismus 13910 CT:

LAC 13910 C/T for: 5°- GCT GGC AAT ACA GAT AAG ATA ATG GA-3¢
LAC 13910 C/Trev: 5 - CTG CTT TGG TTG AAG CGA AGA T-3¢

Sekvence primeri pro polymorfismus 22018 GA:
LAC 22018 G/A for: 5°- CTC AGT GAT CCT CCC ACC TC-3¢

LAC 22018 G/A rev: 5°- CCC CTA CCC TAT CAG TAA AGG C-3¢

Sekvence primerti a reakéni protokoly pro polymorfismus C/T-13910 byly pfevzaty z prace

Mattar et al., 2008 a pro polymorfismus G/A-22018 z prace Coelho et al., 2005.

Tab. IV : Pro Sest vzorkl. Prvni tii vzorky byly po standartnich 2_pl a nasledujici tfi vzorky
byly kvtli testu robustnosti o objemu 1,5 ul, 1 pla 0,5 pl .
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Reagencie 1 reakce 6 reakci

Voda 34,3 ul 205,8 ul
MyTag Red Reaction buffer 10 pl 60 ul
MyTaq polymeraza (5U/nl) 0,2 ul 1,2 ul
DMSO (100%) 2,5ul 15 ul

Primery forward + reverse (20 pmol) 0,5 ul 3ul
Celkem 48 ul 288 ul
DNA 2ul 3x2 ul; 1x1,5 pl 5 Ix1 pl;

1x0,5 pl

Pracovni postup:

1. vysvitime laminarni box UV svétlem

2. zmrazni¢ky vyndame chladici stojan a reagencie: primery, DNA vzorky, buffer a

polymerazu

3. zchladnicky vynddme DMSO

4. pro kazdy jeden vzorek si pfipravime jednu mikrozkumavku a dvé velké zkumavky

5. velkych zkumavek nepipetujeme reagencie podle tabulky krom& DNA! (pozor na

primery podle polymorfismu)

A S

10. vlozime do thermocycleru podle navodu do ptislusnych otvorii

kratce zvortexujeme a stocime
pfidime DNA opét podle tabulky

op¢t kratce zortexujeme a sto¢ime

11. spustime program pro laktézovou intoleranci

Tab. V: Reakce v therocycleru a jejich teploty a Cas:

rozpipetujeme po jedné reakci do kazdé mikrozkumavky pfipraveny mastermix

Krok programu Teplota Cas Pocet cykli
Pocatecni 95 °C 5 min 1 cyklus
denaturace

Denaturace 95 °C 60 s 30 cykla
Annealing 57,4 °C pro C/T 13910 60 s

60,1 °C pro G/A 22018
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Extenze 72 °C 60 s

Terminalni extenze 72 °C 5 min 1 cyklus

Chlazeni 4°C 10 min 1 cyklus

11.6 Priprava gelové elektroforézy

Pti kontrole PCR produkti nebo vzorkii po restrikénim Stépeni je tfeba pouziti gelové

elektroforézy.

Reagencie:

Crystal 10x TBE Buffer - prasek se skladuje pfi RT

10x TBE - roztok piipraveny z Crystal 10X TBE buffer dle doporuceni vyrobce,
skladuje se pti RT

pracovni roztok 1x TBE - skladuje se pii RT

agar6zové tablety (1 tableta = 0,5 g agardzy) - skladovani pfi RT

Midori Green Advanced DNA stain - skladovani v lednici ve tmé

100bp DNA LADDER H3RTU - skladovéni pfi RT

Pracovni postup:

1.

piislusny pocet agarézovych tablet vlozime do plastové kadinky o celkovém objemu
100 ml (1% gel = 1 tableta/50 ml, 2% gel = 2 tablety/50 ml atd.)

k tabletam pfiddme 50 ml 1x TBE pufru

kadinku s rozpusténymi tabletami vlozime do mikrovinné trouby

kadinku zahtivdme cca tfi minuty a béhem ohfevu kontrolujeme a michéme, aby
roztok nepretekl

pokud potiebujeme barveny gel, pfiddme do gelu 6 pl barvicky Midori Green
Advanced DNA Stain

gel peclivé promichame a vlijeme do elektroforetické formy s pfipravenymi hiebeny
(pokud je tfeba snazime se lopatickou zbavit gel bublin)

gel ponechame ztuhnout ve tm¢ po dobu 10-15 min

z tuhého gelu opatrné vyndame hiebeny

gel vkladame do elektroforetické vany obsahujici 1x TBE pufrem
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11.7 Restrikcni Stépeni

Na laktézovou intoleranci pro metodu RFLP jsme pouzili restrikéni enzymy bakterie
Haemophilus influenzae. Pro polymorfismus C/T 13910 se pouzila restriktaza nazvana Hinfl a
pro SNP G/A 22018 byl pouzit enzym zvany Hin6l. Tyto restrikéni enzymy S$té€pi piislusné
PCR produkty na piesné fragmenty.

Mista Stépeni:

Hinfl Hino6l
5°...GJANTC...3" 5...GlCGC...3"
3...CTNA1G...5° 3...CGC1G...5°
Reagencie:

* enzym Hinfl + CutSmart Buffer pro LAC 13910 C/T
* enzym Hin6l + Tango buffer pro LAC 22018 G/A

Pracovni postup:

1. zlednice jsme si vyndali chladic{ stojan

2. z mrazdku bylo vyndany enzymy Hinfl a Hin6I spolu s pufry 10xNBE buffer a 10x
Tango buffer

3. pripravime si dvé velké zkumavky, které oznacime Cisly I pro C/T 19310 a II pro G/A
22018

4. do zkumavky oznacené I si napipetujeme pro kazdou reakci 1 pl enzymu Hinfl a 4,5 pl
10x NBE buffer

5. do zkumavky oznacené II si napipetujeme pro kazdou reakci 1 pl enzymu Hin6l a 4,5
pl Tango buffer

6. kratce zvortexujeme a sto¢ime

7. poté po 5 ul rozpipetujeme do mikrozkumavek s PCR produktem

8. opét stoime a zvortexujeme

9. dame do stojanku a nechdme pti 37 °C Stipat alespon hodinu

10. poté vysledek restrikéniho §tépeni zkontrolujeme na 4% agarézovém gelu
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Tab. VI: VSechny mozné vysledky PCR RFLP

PCR produkt | Restrikce Mutace Wild Type Heterozygot
LAC 19310 201 bp Hinfl 177424 (T/T) 201 (C/C) 201+177+ 24 (CT)
LAC 22018 271 bp Hin6l 271 (AA) 196+75 (GG) 271+196+475 (GA)
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12 Vysledky

Validace probihala v rznych dnech a provad¢li ji dvé osoby nezévisle na sob&. V prvnim dnu

provadéla testovani a cely proces laborantka z laboratofe GENLABS a v druhém dni jsem

provedla testovani sama. Testovani prob&hlo uspésné a zde jsou vysledky.

Dale je nutné, aby se testovani tykalo jednoho typu vzorku, aby byla zaruc¢ena validnost.

12.1 Prvni méieni

22.1.2018 — provedla druha laborantka

Vzorek 1/18

Koncentrace DNA 354 ng/ul -> mnozstvi pouzité do PCR 2 pl, tj. 708 ng

Tab. VII: Vysledky prvniho méfeni PCR produktu:

Datum Vzorek Koncentrace PCR produkt | PCR produkt Test
13910 22018 provedl
22.1.2018 1/18 708 ng/ul 201 bp 271 bp LC
22.1.2018 1/18 708 ng/ul 201 bp 271 bp LC
22.2.2018 1/18 708 ng/ul 201 bp 271 bp LC
Popis/ Foto gelu

1.vz 1/18 PCR produkt 13910
2.vz 1/18 PCR produkt 13910
3.vz 1/18 PCR produkt 13910

M - hmotnostni marker

4.vz 1/18 PCR produkt 22018
5.vz 1/18 PCR produkt 22018
6.vz 1/18 PCR produkt 22018

40




—271 bp

Restrikéni $tépeni

> RS pro LAC 13910 v 50 pl: 45 pl CutSmarter buffer + 1 pl Hinfl
> RS pro LAC 22018 v 50 pl: 45 ul Tango buffer + 1 pl Hin6l

» Kontrola restrikéniho $tépeni na 4% agarézovém gelu

Tab. VIII: Vysledky prvniho restrik¢niho St€pent:

Datum | Vzorek | Koncentrace | RS 13910 | RS 22018 Vysledek Test
DNA provedl

2212018 | 1/18 708 ng/ul 201bp | 196+75bp | Wild type CC/GG | LC

2212018 | 1/18 708 ng/ul 201bp | 196+75bp | Wild type CC/GG | LC

2212018 | 1/18 708 ng/ul 201bp | 196+75bp | Wild type CC/GG | LC

Popis/ Foto gelu

Y. sV

1.vz 1/18 restrik¢ni Sté€peni 13910

Y. sV

2.vz 1/18 restrik¢ni Stépeni 13910
3.vz 1/18 restrikéni Stépeni 13910
M- hmotnostni marker

4.vz 1/18 restrikéni Stépeni 22018
5.vz 1/18 restrikéni Stépeni 22018

6.vz 1/18 restrikéni Stépeni 22018
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—196 bp
75 bp

Zavér: Test probéhl uspésné ve vSech trech mérenich.

(Sekvenovéni genu bylo provedeno externi laboratofi, kterd potvrdila spravnost restrikéniho

Stépeni.)

12.2 Opakovatelnost a robustnost
Testovani se muselo pro validni vysledek zopakovat a navic byl pfidan aspekt robustnosti.
Test robustnosti obnaSel snizeni objemu vzorku o vzdy o "2 pl. To znamena, Ze pivodni

vzorek pro Stipani obsahoval 2 ul DNA a dals$i tfi 1,5 pl, 1 ul a 0,5 ul DNA.

12.2.1 Druhé meéreni

23.1.2018 — provedla jsem osobn¢

PCR

Koncentrace DNA 354 ng/ul -> mnozstvi pouzité do PCR 2 ul, tj. 708 ng

Tab. IX: Vysledky druhého PCR produktu:

Datum Vzorek | Koncentrace | PCR produkt PCR produkt Test provedl
DNA 13910 22018
23.1.2018 1/18 708 ng/pl 201 bp 271 bp DP
23.1.2018 1/18 708 ng/pl 201 bp 271 bp DP
23.1.2018 1/18 708 ng/pl 201 bp 271 bp DP
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Tab. X: Vysledky PCR pfi testovani robustnosti:

Datum | Vzorek | Koncentrace | PCR produkt PCR produkt Test
DNA 13910 22018 provedl

23.1.2018 1/18 531 ng/pl 201 bp 271 bp DP

23.12018 1/18 354 ng/pl 201 bp 271 bp DP

23.1.2018 1/18 177 ng/pl 201 bp 271 bp DP

Popis/ Foto gelu

1.vz PCR produkt 13910

2.vz PCR produkt 13910

3.vz PCR produkt 13910

4.vz PCR produkt 13910 (1,5 ul DNA)
5.vz PCR produkt 13910 (1 ul DNA)
6.vz PCR produkt 13910 (0,5 ul DNA)

M - hmotnostni marker

7.vz PCR produkt 22018

8.vz PCR produkt 22018

9.vz PCR produkt 22018

10.vz PCR produkt 22018 (1,5 ul DNA)
11.vz PCR produkt 22018 (1 ul DNA)
12.vz PCR produkt 22018 (0,5 ul DNA)

Restrikéni Stépeni

> RS pro LAC 13910 v 50 pl: 45 pl CutSmarter buffer + 1 pl Hinfl
> RS pro LAC 22018 v 50 pl: 45 ul Tango buffer + 1 pl Hin6l

» Kontrola na 4% agar6zovém gelu
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Tab. XI: Vysledky druhého restrikéniho Stépeni:

Datum | Vzorek | Koncentrace | RS 13910 | RS 22018 Vysledek Test
DNA provedl
23.1.2018 1/18 708 ng/pl 201 bp 196+75 bp | Wild type CC/GG DP
23.1.2018 1/18 708 ng/pl 201 bp 196+75 bp | Wild type CC/GG DP
23.1.2018 1/18 708 ng/pl 201 bp 196+75 bp | Wild type CC/GG DP
Tab. XII: Vysledky druhého restrikéniho $tépeni pii testovani robustnosti:
Datum | Vzorek | Koncentrace | RS 13910 | RS 22018 Vysledek Test
DNA provedl
23.1.2018 1/18 531 ng/ul 201 bp 196+75 bp | Wild type CC/GG DP
23.1.2018 1/18 354 ng/pl 201 bp 196+75 bp | Wild type CC/GG DP
23.1.2018 1/18 177 ng/pl 201 bp 196+75 bp | Wild type CC/GG DP

Popis/ Foto gelu

1.vz 1/18 restrikéni Stepeni 13910

2.vz 1/18 restrikéni Stepeni 13910

3.vz 1/18 restrikéni Stepeni 13910
4.vz 1/18 restrikéni Stepeni 13910 (1,5 pl DNA)
5.vz 1/18 restrikéni Stepeni 13910 (1 ul DNA)

6.vz 1/18 restrikéni Stepeni 13910 (0,5 ul DNA)

M - hmotnostni marker

7.vz 1/18 restrikéni Stepeni 22018

8.vz 1/18 restrikéni Stepeni 22018

9.vz 1/18 restrikéni Stepeni 22018
10.vz 1/18 restrikéni Stepeni 22018 (1,5 pl DNA)
11.vz 1/18 restrik¢ni Stepeni 22018 (1 pul DNA)

12.vz 1/18 restrikéni Stepeni 22018 (0,5 pl DNA)
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Zavér: Test probéhl i tentokrat uspéSné ve vSech tfech mérenich pro aspekt

opakovatelnosti a reprodukovatelnosti. Testovani robustnosti probéhlo uspéSné.

45



13 Diskuse

Jak jsme zjistili, existuje nékolik moznosti, jak vyhodnotit laktézovou intoleranci.
Nejprokazateln¢jSim testovanim pro prokazani laktézové intolerance je biopsie sliznice
tenkého stfeva. Nevyhodou té diagnostické metody je velkd invazivita a dal$i nevyhodou je,
ze lékat muze odebrat ¢ast tkané, kterd mize byt rozdilné aktivni v produkci tohoto enzymu.
Lékar by mél s pacientem probrat vSechna pro a proti a vysvétlit tskali faleSné pozitivity a
fale$né negativity. AvSak vyhodou pii tomto vysetfeni mtize byt prikaz sekundéarni pfic¢iny

intolerance, nebo dokonce odhaleni jinych pficin obtizi, které pacienta trapi.

Genetické testovani mize byt prakticky neinvazivni, pokud zvolime odbér DNA formou
bukalniho stéru, spocivajici ve stéru bunck ptfitomnych v Gstech v oblasti vnitini strany tvare.
Vyhody tohoto testovani jsou nepopiratelné. Pacient je uSetfen nepiijemnych vedlejSich
ucinki testovani vznikajicich po pozieni laktézy a moznych nezddoucich G¢inkl anestezie pfi
vyse zminéné biopsii. Pokud je vhodné zvolend metoda a odbornost personalu je na dobré
urovni, zda se byt tento zpiisob testovani nejlepsi volbou. Geneticky test nemusi byt 1¢ékafem

doporucen z diivodu jeho neznalosti nebo vyssi finan¢ni ndkladnosti.

Pti zjiSténi laktdézové intolerance je nutné, aby pacient zacal dodrzovat dietni pokyny, které
predejdou vzniku moznych nezadoucich ucinkd. Nejlepsi moznosti je vyzkousSet, jaké
mnozstvi postizenému zpusobuje problémy a které nikoli, aby nemusel Uplné vyloucit mlécné
vyrobky z jidelni¢ku. V piipadé€, Ze se bude jednat o siln¢ intolerantni osobu, ktera neni
schopna zpracovat sebemensi mnozstvi laktdzy, je dobré se poradit s odbornym nutri¢énim

terapeutem o moznostech doplnéni chybéjiciho vapniku a vitaminu D.

V evropské populaci se bézné testuji dva polymorfismy - C/T 13910 a G/A 22018. Tyto dva
polymorfismy jsou spolecné v segregaci. Proto jsme 1 my pouZili testovani téchto dvou SNP.
Avsak neni vylou€eno, Ze pii zkoumani genomi pacientli s projevy intolerance, kterym
vyjdou negativné vysledky pro polymorfismy C/T 13910 a G/A 22018, se ¢asem objevi dalsi

polymorfismus.
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V experimentalni ¢asti jsou popsany metodické postupy a vypracovan validacni protokol
mého meéfeni v laboratofi. Pro testovani laktézové intolerance byla vybrdna metoda PCR
RFLP, jedna se o tzv. ,,in house* metodicky pfistup, vyzadujici nezbytnou optimalizaci pro
podminky laboratofe a naslednou validaci. Tuto metodu se mi podatilo spole¢né s pracovniky

laboratofe zvalidovat.

Validace metody byla provedena ve dvou dnech dvéma pracovniky, za pouziti rizné
koncentrace DNA. Nejen, Ze jsme prokazali moznost opakovatelnosti ziskanych vysledkd,
kdy ndm spravnost ovéfila externi laboratoi sekvenovanim, ale navic jsme pfidali aspekt
robustnosti metody. Jak z vysledného protokolu vyplyva, tak testovani vychazelo i pfi pouziti
nizsich koncentraci DNA. Metoda byla tedy uspésné validovana z hlediska opakovatelnosti,

reprodukovatelnosti i robustnosti.
Validaéni protokol, ktery je vystupen tohoto procesu se stdva nedilnou soucasti kazdé spravné

vedené laboratorni praxe. Pokud chce laboratof seridzné provadét vysetieni, nevyhneme se

provadéni validaci. Protokol se stane soucasti laboratorni dokumentace.
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14 Zavér

Mym cilem nebylo naucit néco o genetice, testovani a praci v laboratofi pouze sebe. DalSim
zamySlenym cilem bylo, aby prace mohla byt prospésnd i pro okolni laiky, kteti si pletou
pojmy alergie a potravinova intolerance, nebo jim alespon ¢astecné osvétlit problematiku

genetického testovani.

Pti praci v laboratofi jsem se naucila n€kolik dal§ich metod, jelikoz jsem sméla prihlizet i
dal$im laboratornim postuplim a navic se mi propojila teorie s praxi, coz je pro studenta velmi
dalezité. Jednim zcild bylo také vypracovani reSerSe a prace s odbornou literaturou.
Cilem praktické casti bylo zvladnuti zékladnich metod pouzivanych v genetické laboratofi a

zpracovani vysledki z laboratorniho testovani do podoby validacniho protokolu.

Dale bylo v teoretické c¢asti vysvétleno, jaké jsou moznosti testovani, jejich pozitiva i
negativa. Osobné si myslim, Ze genetické vySetfeni je nejlepSim moznym vySetfenim pro
kliniky, kteti pravé podle vysledkl z genetické laboratofe a s anamnézou, kterou jim poskytl
pacient, mohou nasadit vhodnou 1écbu. Ta by méla lidem, ktefi trpi laktézovou intoleranci

pomoci od nepiijemnych potizi.

48



Seznam pouzitych zdroji

1. BARTOVA, E., 2011. Gelova elektroforéza. In: cti.vfu.cz [online]. [cit. 26.04.2018]
Dostupné z WWW: https://cit.vfu.cz/opvk2011/?title=popis metod-

gelova elektroforeza&lang=cz

2. BRDICKA, R., VRANA, M., OTAHALOVA, E., STAMBERGOVA, A., CAMAJOVA,
E., 2007. Analyticka validace metod molekularni genetiky urcenych pro analyzu lidského
genomu. [online] Praha: Narodni referencni laboratoi pro DNA diagnostiku. [ cit. 2019-04-
01]. Dostupné z WWW: http://www.cskb.cz/res/file/ KBM-pdf/2007/1-
07/KBM0701_SLG_58.pdf

3. COELHO, M., LUISELLI, D., BERTORELLE, G., LOPES, A. 1., SEIXAS, S., DESTRO-
BISOL, G., ROCHA, J., 2005. Microsatellite variation and evolution of human lactase
persistence. Human Genetics. 117(4), 329-339. DOI: 10.1007/s00439-005-1322-z

4. HOREJSI, V., BARTUNKOVA, J., BRDICKA, T., SPISEK, R., 2013. Zdiklady
imunologie, 5.vydéani. Praha: Triton. 330 s. ISBN 978-80-7387-713-2.

5. DI RIENZO, T., D’ANGELO, G., D’AVERSA, F., CAMPANALE, M. C., CESARIO, V.,
MONTALTO, M., GASBARRINI, A., OJETTI, V., 2013. Lactose intolerance: from

diagnosis to correct management. FEuropean Review for Medical and Pharmacological

Science. 17(2), 18-25. ISSN 1128-3602.

6. DYLEVSKY, 1., 2000. Somatologie, 2.vydani. Olomouc: Epava. 480 s. ISBN 80-86297-
05-5.

7. ENATTAH, N. S., TRUDEAU, A., PIMENOFF, V., MAIURI, L., AURICHIO, S. GRE
CO, L., ROSSI, M., LENTZE, M. SEO, J. K., RAHAGOZAR, S., KHALIL, 1.,
ALIFRANGIS, M., NATAH, S., GROOP, D., BULAVEVA, K., MEHDI, S. Q.
TERWILLIGER, J. D., SAHI, T., SAVILAHTI, E., PEROLA, M., SAJANTILA, A.,
JARVELA, 1., PELTONEN, L., 2007. Evidence of Still-Ongoing Convergence Evolution of
the Lactase Persistence T-13910 Alleles in Humans. American Joufnal of Human Genetics.

81(3), 615-625. DOI: 10.1086/520705.
49



8. ENZOKLOP, 2014. Schématicky nakres cyklu PC. In: Wikipedie.cz [online]. [cit.
20.04.2019] Dostupné z WWW:
https://sk.wikipedia.org/wiki/Polymer%C3%A1zov%C3%A1 re%C5%A5azov%C3%A1 rea

kcia#/media/File:Polymerase chain reaction.svg

9. FOJIK, P., FALT, P., URBAN, O., NOVOSAD, P., RICHTEROVA, L., BODAY, A.,
2013. Laktozova intolerance. Practicus. 13(5), 7-12. ISSN 1213-8711.

10. HARVY, C. B., WANG, Y., DARMOUL, D., PHILLIPS, A., MANTEI N., SWALLOW,
D. M., 1996. Characterisation of a human homologue of a yest cell division cycle gene,
MCMBG6, located adjacent to the 5’end of the laktase gene on chromosome 2q21. Federation of
European Biochemical Societies. 398, 135-140. ISSN 1742-464x.

11. HOLDEN, C., MACE, R., 1997. Phylogenetic Analysis of Evolution of Lactose Digestion
in Adults. Human Biology. 69(5), 605-628. ISSN 0018-7143.

12. KALAC, P., 2001. Organickd chemie prirodnich lditek a kontaminanti. Ceské
Budg&jovice: Jihoceska fakulta, Zeméd¢lska fakulta. 120 s. ISBN 80-7040-520-1.

13. KNOLL, A., VYKOUKALOVA, Z., 2002. Molekuldrni genetika zvifat: (metody detekce
polymorfizmiit DNA gen). Brno: Mendelova zemé&d¢lska a lesnickd univerzita. ISBN 80-715-
7616-6.

14. KOOLMAN, 1., ROHM, K. H., 2012. Barevny atlas biochemie, 4.vydani. Praha: Grada.
512 s. ISBN 978-80-247-2977-0.

15. KRATENOVA, J., 2012. Soucasny pohled na vyskyt alergii a astmatu, epidemiologickd
data véetné monitoringu SZU. [online] Milovy: SZU [cit. 2019-01-15] Dostupné z WWW:
http://szu.cz/uploads/documents/chzp/alergie/Alergie 2012 prezentace.pdf

50



16. KUOKKANEN, M., KOKKONEN, J., ENATTAH, N. S., YLISAUKKO-OJA, T, et al.,
2005. Mutations in the translated region of the lactose gene (LCT) underlie congenital lactose

deficiency. American Journal of Human Genetics. 78, 339-344. ISSN 0002-9297.

17. LOMER, M. C. E., PARKERS, G. C., SANDERSON, J. D., 2007. Lactose Intolerance in
Clinical Practise — Myths and Realities. Alimentary Pharmacology & Therapeutics. 27(2), 93-
103. DOI: 10.1111/5.1365-2036.2007.03557.

18. MADRY, E., FIDLER, E., WALKOWIAK, J., 2010. Lactose intolerance — Current State
of Knowledge. Acta Scientarium Polonorium Technologia Alimentaria. 9(3). 343-350. ISSN
1889-9594.

19. MARTINI, M. C., SAVAIANO, D. A., 1988. Reduced intolerance symptoms from lactose
consumed during a meal. American Journal of Clinical Nutrition. 41, 57-60. ISSN 0002-
9165.

20. MATTAR, R., VILLARES, C. A., DOS SANTOS, A. F., CARRILHO, F. J.,, DO
SOCORRO, MONTEIRO, M., 2008. Single nukleotide polymofism C/T-13910, located
upstream of the laktase gene, associated with adult-type hypolactasia: Validation for clinical
practise. Clinical Biochemistry. [online] 41(7-8), 628-630. DOI:
10.1016/j.clinbiochem.2008.01.006. ISSN 00099120. Dostupné z WWW:
http://linkinghub.elsevier.com/retriev/pii/S0009912008000143

21. MATTHEWS, S. B., WAUD, J. P., ROBERTS, A. G., CAMPBELL, A. K., 2005.
Sytemic lactose intolerance: a new perspective on an old problem. PostgradualMedical

Journal. 81, 161-173. ISSN 002-3859.
22. MISSELWITZ, B., POHL, D., FRUHAUF, H., FRIED, M., VAVRICKA, S. R., FOX,
M., 2013. Lactose malabsorption and intolerance: pathogenesis diagnosis and treatment.

United European Gastroenterology Journal. 1(3), 151-159. ISSN 2050-6406.

23. PAVELKOVA, K., BURESOVA, P., 2015. Potravinovi alergie, intolerance a

precitlivélost na potraviny. [online] Praha: Statni zeméd¢lska a potravinaiska inspekce [cit.

51



2018-02-20]. Dostupné z: http://  http://www.szpi.gov.cz/clanek/potravinova-alergie-

intolerance-a-precitlivelost-na-potraviny.aspx

24. RANCIARO, A., CAMPBELL, M. C,, HIRBO, J. B.,, KO, W., FORMENT, A., et al.,
2014. Genetic origin of lactase persistence and the sprej of pastoralism in Africa. The

American Journal of Human Genetics, 94. 4(3), 496-510. ISSN 0002-9297.

25. RASINPERA, H., SAVILAHTI, E., ENATTAH, N. S, KUOKANEN, M.,
TOTTERMAN, N., LINDAHL, H., JARVELA, 1., KOLHO, K. L., 2004. A genetic test
which can be used to diagnose adult-type hypolactasia in children. Gut. 53(11), 1571-1577.
DOI: 10.1136/gut.2004.040048.

26. RETAMA, 2008. Princip RFLP. [omline]. [cit. 06.01.2019] Dostupné z WWW:
https://cs.wikipedia.org/wiki/Polymorfismus d%C3%A91ky restrik%C4%8Dn%C3%ADch
fragment%C5%AF#/media/File:RFLP mapping.sve

27. RUML, T., RUMLOVA, M., PACES, V., 2002. Genové inzenyrstvi. Praha: Vysoka §kola
chemicko-technologicka. ISBN 80-708-0499-8.

28. SCHAAFSMA, G., 2008. Lactose and lactose derivates as bioactive ingredients in human
nutrition. International Dairy Journal, 18(5), 458-465. ISSN 0958-6946.

29. SILBERNAGL, S., DESPOPOULOS, A., 2004. Atlas fyziologie cloveka. 6.vydani. Praha:
Grada. 448 s. ISBN 978-80-247-4271-7.

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

31. SOLOMONS, N. W., (2003). Fermentation, fermented fous and lactose intolerance.
European Jornal of Clinical Nutrition, 56(4), 50-55. ISSN 0954-3007.

32. STRASKY, M., RYSAVA, L., 2014. Fyziologie a patofyziologie détské vyzivy. 2., dopl.
vyd. Ceské Budgjovice: Jihodeské univerzita, Zdravotné socialni fakulta. 182 s. ISBN 978-80-
7394-241-0.

52



33. SWALLOW, D. M,. 2003. Genetics of lactase persistence and lactose intolerance. Annual
Review of Genetics. 37, 197-218. DOI: 10.1146/annurev.genet.37.110801.143820.

34. SMARDA, J., DOSKAR, J., PANTUCEK, R., RUZICKOVA, V., KOPTIKOVA, J.,
2005. Metody molekuldrni biologie. Brno: Masarykova univerzita. ISBN 80-210-3841-1.

35. SPICKA, J., 2004. Biochemie. Ceské Budé¢jovice: Jihoceskd univerzita, Zemédélska
fakulta. 150 s. ISBN 80-7040-683-6.

36. TISHKOFF, S. A., REED, F. A., RANCIARO, A., VOIGHT, B. F., BABBITT, C. C.,
SILVERMAN, J. S., POWELL, K., MORTENSEN, H. M., HIRBO, J. B., OSMAN, M.,
IBRAHIM, M. OMAR, S. A., LEMA, G.,, NYAMBO, T. B., GHORI, J., BUMPSTEAD, S.,
PRITCHARD, J. K., WRAY, G. A., DELONKAS, P., 2007. Convergent adaptation of human
laktase persistence in Afric and Europe. Nature Genetics. 39(1), 31-40. ISSN 1061-4036.

37. ZIMA, T., 2007. Laboratorni diagnostika. 2., dopl. a pteprac. vyd. Praha: Galén. 906 s.
ISBN 978-80-7262-372-3.

38. ZENZ, R., 2010. Weltweite Verteilung der Laktoseintoleranz. In: Wkipedia.de [online].
[cit. 05.02.2019] Dostupné z WWW:
https://cs.wikipedia.org/wiki/Intolerance lakt%C3%B3zy#/media/File:Laktoseintoleranz-

l.svg

53



15 Prilohy

Ptiloha 1: Protokol k validaci vySetini laktézové intolerance

Retrospektivni validace metody pro SOP1_GL _001_C:
VySetreni Laktozové intolerance (polymorfismy C/T 13910 a G/A 22018)
metodou PCR RFLP

Ugel metody:

Ugelem vysetieni je detekce vybranych genovych polymorfismi asociovanych s laktézovou
intoleranci. Pfi¢emz v€asnd a spravnd diagnéza muize predejit komplikacim vznikajicim pfi
traveni laktozy a souvisejicim nepfiznivym vedlejSim uc¢inkiim u pacienta. Primarni deficit
laktazy je spojovan s mutaci v MCM6 genu, ktery lezi na chromozému 2q21 a ktery se sklada
ze 17 exonil. V genu MCM6 byla zjisténa dvé polymorfni mista na intronech 13 (C/T 13910)
a 9 (G/A 22018). Jedné se o bodové mutace ovlivitujici produkei laktazy, kterd umozniiuje

Stépeni mlééného cukru laktdzy.

Pracovni postup: definovan v SOP9 _GL 001 C

Souvisejici dokumenty:

SOP9 GL 001 C

PP2 GL 001 C Mgfeni koncentrace nukleovych kyselin pomoci Qubit™™ Assays
PP4 GL 001 C Piiprava a provedeni gelové elektroforézy

PP6_GL 001 C Izolace genomové DNA z plné krve (GeneAll ExGeneTM Clinic SV)
PP7 _GL 001 C Izolace genomové DNA z bukalniho stéru (GeneAll ExGeneTM Clinic SV)

Specifi¢nost metody:

Pravdépodobnost negativniho vysledku testu v pfipadé nepfitomnosti hledané varianty
testovan¢ho znaku. Je vyjadfovdna jako pomér mezi sprdvnou negativitou (TN) a souctem

spravné negativity a faleSné positivity (FP): TN/(TN+FP).
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Citlivost metody:

Pravdépodobnost pozitivniho vysledku testu v piipadé ptitomnosti hledané varianty
testovan¢ho znaku. Je vyjadfovéna jako pomér mezi spravnou positivitou (TP) a souctem

spravné positivity a falesné negativity (FN): TP/(TP+FN).

Validaéni plan:

Pocet vzorka: 1 vzorek/ znamy genotyp (Wild type CC/GG), vysledny genotyp ovétreny

druhou nezavislou metodou sekvenovani v externi laboratoii SEQme s.r.o.

1. Opakovatelnost: stejny vzorek 3x v jednom dni jednim pracovnikem — 3 méfeni jednoho

vzorku.

2. Reprodukovatelnost: stejny vzorek 3x v riznych dnech (ve dvou riznych dnech, rizni

pracovnici) — 6 méfeni jednoho vzorku.

3. Robustnost: stejny vzorek 3x jina koncentrace DNA (3x2 pl DNA a dalsi vzdy o 0,5 ul
mén¢ — 1x1,5 ul DNA, 1x1 pul DNA a 1x0,5 ul DNA)

4. Vysledek externiho hodnoceni vzorku — sekvenace z 28.2. 2018.

Validac¢ni report:

Opakovatelnost, reprodukovatelnost a robustnost

Robustnost byla hodnocena vzhledem k vstupnimu mnoZzstvi DNA do reakce.

Vzorek 1/18, koncentrace (3x2 pul DNA, 1x1,5 ul DNA, 0,5 ul DNA)

Pro polymorfismus C/T 13910

Datum | Vzorek | Koncentrace | PCR produkt | Restrik¢ni Stépeni Vysledek Test prov
DNA
22.1.2018 | 1/18 708 ng/ul 201 bp 201 bp Wild type CC LC
22.1.2018 | 1/18 708 ng/ul 201 bp 201 bp Wild type CC LC
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22.1.2018 1/18 708 ng/ul 201 bp 201 bp Wild type CC LC
23.1.2018 1/18 708 ng/pl 201 bp 201 bp Wild type CC DP
23.1.2018 1/18 708 ng/pl 201 bp 201 bp Wild type CC DP
23.1.2018 1/18 708 ng/pl 201 bp 201 bp Wild type CC DP
23.1.2018 1/18 531 ng/pl 201 bp 201 bp Wild type CC DP
23.1.2018 1/18 354 ng/pl 201 bp 201 bp Wild type CC DP
23.1.2018 1/18 177 ng/ul 201 bp 201 bp Wild type CC DP
Pro polymorfismus G/A 22018
Datum | Vzorek | Koncentrace | PCR produkt | Restrik¢ni Stepeni Vysledek Test
DNA proved

22.1.2018 1/18 708 ng/ul 271 bp 196 + 75 bp Wild type GG LC
22.1.2018 1/18 708 ng/ul 271 bp 196 + 75 bp Wild type GG LC
22.1.2018 1/18 708 ng/ul 271 bp 196 + 75 bp Wild type GG LC
23.1.2018 1/18 708 ng/ul 271 bp 196 + 75 bp Wild type GG DP
23.1.2018 1/18 708 ng/ul 271 bp 196 + 75 bp Wild type GG DP
23.1.2018 1/18 708 ng/ul 271 bp 196 + 75 bp Wild type GG DP
23.1.2018 1/18 531 ng/ul 271 bp 196 + 75 bp Wild type GG DP
23.1.2018 1/18 354 ng/ul 271 bp 196 + 75 bp Wild type GG DP
23.1.2018 1/18 177 ng/ul 271 bp 196 + 75 bp Wild type GG DP
Foto gelu:

22.1.2018: PCR produkty C/T 13910 a G/A 22018

Popis gelu:
1. vzorek 1/18 PCR produkt C/T 13910
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. vzorek 1/18 PCR produkt C/T 13910
. vzorek 1/18 PCR produkt C/T 13910
. M — hmotnostni marker

. vzorek 1/18 PCR produkt G/A 22018
. vzorek 1/18 PCR produkt G/A 22018
. vzorek 1/18 PCR produkt G/A 22018

~N N B W

Foto gelu:
22.1.2018: Restrik¢ni Stépeni

Popis gelu:

1. vzorek 1/18 restrikéni Stépeni C/T 13910
2. vzorek 1/18 restrik¢ni Stépeni C/T 13910
3. vzorek 1/18 restrik¢ni Stépeni C/T 13910

M - hmotnostni marker

4. vzorek 1/18 restrikéni Sté€peni G/A 22018
5. vzorek 1/18 restrik¢ni St€peni G/A 22018
6. vzorek 1/18 restrikni Stépeni G/A 22018

Foto gelu:
23.1.2018: Opakovatelnost + robustnost — PCR produkty C/T 13910 a G/A 22018

| — | —— C— — pe— Ce— -——— —m | —— C——

Popis gelu:
1. vzorek 1/18 PCR produkt C/T 13910 ( 2 ul DNA)
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2. vzorek 1/18 PCR produkt C/T 13910 ( 2 ul DNA)

3. vzorek 1/18 PCR produkt C/T 13910 ( 2 ul DNA)

4. vzorek 1/18 PCR produkt C/T 13910 (1,5 ul DNA)
5. vzorek 1/18 PCR produkt C/T 13910 ( 1 ul DNA)

6. vzorek 1/18 PCR produkt C/T 13910 ( 0,5 ul DNA)
M — hmotnostni marker

7. vzorek 1/18 PCR produkt G/A 22018 ( 2 ul DNA)

8. vzorek 1/18 PCR produkt G/A 22018 ( 2 ul DNA)

9. vzorek 1/18 PCR produkt G/A 22018 ( 2 ul DNA)
10. vzorek 1/18 PCR produkt G/A 22018 ( 1,5 ul DNA)
11. vzorek 1/18 PCR produkt G/A 22018 (1 pul DNA)
12. vzorek 1/18 PCR produkt G/A 22018 ( 0,5 ul DNA)

evwr

PCR reakce byla 177 ng/pl.

58



16 Seznam zkratek

A

C
DNA
ELFO
DMSO

LCT
MCM6
PCR
RFLP
SNP
ssDNA

adenosin

cytosin

deoxyribonukleova kyselina

elektroforéza

dimethylsulfoxid

guanin

gen pro laktazu

minichromosome maintenance komplex komponent 6
polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
polymorfismus délky restrikénich fragnmentt

single nucleotid polymorphism (jednonukleotidovy polymorfismus)
single-stranded DNA (jednonukleotidova DNA)

thymin
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