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Vyseti‘eni polymorfismu genu STAT6 metodou PCR-RFLP

Abstrakt

Tato prace se zabyva problematikou alergii, pfedev§im téch potravinovych, které maji
negativni dopad na celkovou kvalitu Zivota a jejichZ prevalence se ve vyspélych zemich
neustale zvySuje. Reakce na nékteré potravinové alergeny mohou dokonce ohrozovat
zivot postizenych osob. Mezi takové alergeny patii napt. ofechy a araSidy. Na vznik
alergii maji vliv nejen faktory vnéjsiho prostiedi, ale také individualni geneticka vybava

konkrétniho jedince.

Kli¢ovym regulatorem alergickych onemocnéni je lidsky gen STAT6, ktery se nachazi
na 12. chromozomu. V tomto genu jiz bylo identifikovano mnoho polymorfismu, jednim

z nich je SNP G/A na pozici 2964 nachazejici se v 3'-netranslatované oblasti (rs324015).

Pro vysetfeni tohoto polymorfismu byly odebrany vzorky DNA od celkem 25 osob
z Ceské republiky, z nichz 16 trpélo alergii na ofechy nebo arasidy. Z t&chto vzorka byla
provedena izolace DNA a nasledné¢ PCR-RFLP. Poté byla provedena elektroforéza a byly
zjistény jednotlivé genotypy. Z nékterych izolatti bylo provedeno také sekvenovani, které
potvrdilo vysledky ziskané pouzitim PCR-RFLP. Genotyp A/A byl zjistén u 4 %, A/G
u 56 % a G/G u 40 % vysetienych osob, frekvence alel tedy byla 0,32 pro A a 0,68 pro G.

Frekvence alely G byla vysSi u osob, u nichz se alergie na ofechy a arasidy nevyskytovala.
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Analysis of STAT6 gene polymorphism by PCR-RFLP method

Abstract

This work deals with the issue of allergies, especially food allergies which have a negative
impact on the overall quality of life and whose prevalence is constantly increasing
in developed countries. Reactions to some food allergens can even be life-threatening.
Such allergens include, for example, nuts and peanuts. The development of allergies is
influenced not only by environmental factors, but also by the individual genetic makeup

of a particular individual.

A key regulator of allergic diseases is the human STAT6 gene that is located
on chromosome 12. Many polymorphisms have already been identified in this gene, one
of which is the G/A SNP at position 2964 located in the 3'-untranslated region (rs324015).

To analyze this polymorphism, DNA samples were taken from a total of 25 people
from the Czech Republic, 16 of whom suffered from nut or peanut allergies. DNA
isolation was performed from these samples and followed by PCR-RFLP. Electrophoresis
was then performed, and individual genotypes were determined. DNA sequencing was
also performed from some isolates to confirm the results obtained using PCR-RFLP.
Genotype A/A was found in 4 %, A/G in 56 % and G/G in 40 % of examined persons;
the frequency of alleles was 0.32 for A and 0.68 for G. The frequency of allele G was

higher in people who had no allergies to nuts and peanuts.
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1 Uvod

V soucasné dob¢ ¢im dal vice lidi trpi rtiznymi druhy alergii. Alergie se projevuje
neadekvatni reakci imunitniho systému na jinak neSkodné antigeny. Mezi alergeny, které
u mnoha lidi vyvoléavaji alergické reakce, se fadi také rlizné potraviny. Klinické projevy
alergie na potraviny jsou u kazdého jedince velmi individualni. Casto se projevuji jako
atopickd dermatitida, gastroenteropatie, astma, ryma ¢i koptivka. U nékterych jedinct se
muZze manifestovat anafylaktickym Sokem. Mezi potraviny, které casto zptsobuji tento

Zivot ohrozujici stav, patii také ofechy a arasidy.

Vyskyt alergii ovliviluji faktory vné&jSiho prostiedi, ale dilezitou roli hraji také genetické
faktory. Oblast chromozomu 12q je ziejmé spojena s celkovou koncentraci IgE v séru.
Vyznamnou roli v alergické odpovédi hraje gen STATG, ktery je kliCovym regulatorem
alergické odpovédi a ktery se nachazi pravé v oblasti 12q. Jeden z polymorfismu tohoto
genu se nachazi na pozici 2964 (G/A) a potencialné souvisi s rizikem vzniku alergie

na ofechy a arasidy.



2 STATG6

2.1 Gen STAT6

Lidsky gen STATG6 (signal transducer and activator of transcription 6) je lokalizovan
na 12. chromozomu (12g13.3-14.1). Zahrnuje vice nez 19 kb a obsahuje 23 exont a 22
intrond, jak je vidét na obr. 1. Prvni, druhy a ¢ast tietiho exonu patii do 5'-netranslatované

oblasti (5'-UTR) a ¢ast posledniho exonu je ve 3'-UTR (Patel et al., 1998).

GT repeats rs324011 rs3024974 rs1059513 rs4559
(»R1%)

rs167769 rs324015

rs71802646 rs324012 rs841718 rs703817

Obrazek 1: Struktura genu STAT6 (Godava et al., 2013).

2.2 Proteiny STAT

Proteiny STAT (signal transducer and activator of transcription) jsou skupinou
transkripcnich faktorti, které pfenaseji signaly z extracelularniho prostfedi bunék
do jadra. Jsou zasadni pro signalizaci mnoha cytokint, které jsou mediatory alergického
zanétu a které ovliviuji rizné typy bunék dilezitych pro alergii, napft. epitelové bunky,
zirné bunky (mastocyty), lymfocyty, dendritické buiiky a eozinofily (Chen and Hershey,
2007).

Substratové proteiny STAT jsou fosforylovany kindzami z rodiny Jak (Janus kindzy),
které byly aktivovany interakci INF-receptoru na bunééném povrchu s INF-o a INF-y.
Fosforylované proteiny STAT se pohybuji do jadra, vaZou specifické elementy DNA
a fidi ptimou transkripci (Darnell et al., 1994).

Tyto proteiny jsou jedinecné v tom, Ze obsahuji SH2, doménu vaZzici fosfotyrosin.

Doména SH2 miize interagovat s celou fadou signalnich proteind. Proteiny STAT tedy



mohou interferovat s vice signalnimi cestami. Po fosforylaci tyrosinu dochazi

k dimerizaci mezi doménami SH2 a doménou obsahujici fosfotyrosin (Ihle, 2001).

2.3  Struktura STAT proteinii

Vsechny proteiny STAT sdileji stejnou celkovou strukturu, ktera zahrnuje N-termindlni
doménu, stocenou doménu, doménu vazajici DNA, spojovaci doménu, SH2 doménu a C-

terminalni oblast, ktera usnadnuje aktivaci transkripce (Chen et al., 2004).

Proteiny STAT jsou latentni cytoplazmatické monomery, dokud nedojde ke stimulaci
cytokinl, poté se prostiednictvim svych konzervovanych domén SH2 ukotvuji
na fosforylované tyrosinové zbytky v receptorovych fetézcich. Potom jsou fosforylovany
Janus kindzami na konzervovaném tyrosinovém zbytku ve své C-termindlni oblasti.
Po fosforylaci se STAT disociuje z receptoru a tvoii dimery, nejcastéji homodimery.
Dimer vznika interakci SH2 domény jednoho proteinu STAT s fosforylovanym
tyrosinem v C-terminalni oblasti druhého STAT proteinu, vysledkem je stabilni

bivalentni interakce (Leonard a Lin, 2000).

2.4 Funkce STAT®6

STATG je dulezity pii provadéni biologickych odpovédi zprosttedkovanych IL-4. STAT6
je primarné aktivovan interleukinem-4 (IL-4) a vysoce pfibuznym interleukinem-13 (IL-
13). STAT6-deficientnim mySim chybi vétsina fyziologickych funkci, které jsou spojené
s IL-4, vcéetné diferenciace pomocnych T-lymfocyti Th2, exprese markert bunééného
povrchu a prechodu tfidy imunoglobulinti na IgE. Naopak proliferace zprostiedkovana

IL-4 je ovlivnéna pouze ¢astecné (Takeda et al., 1996; Shimoda et al., 1996).

STATG je klicovym regulatorem alergického onemocnéni, jeho aktivace hraje hlavni roli

V patogenezi alergického zanétu dychacich cest s eosinofilii (Myiata et al., 1999).

STATG6 je také nezbytny pro indukci kontaktni piecitlivélosti, kterou zprostiedkovava
ptes svou kli¢ovou ulohu v diferenciaci Th2, coz ma za nasledek stimulaci syntézy IgE

a infiltraci eozinofild nebo neutrofilti do kize (Yokozeki et al., 2000).
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2.5 Polymorfismy genu STAT6

Nejvyznamnéjsi polymorfismus genu STAT6 se nachazi v 3 '-netranslatované oblasti (3 '-
UTR) na pozici 2964 (rs324015), jedna se o tranzici G/A. V britské bélosské populaci se
alela A objevuje s frekvenci 0,33 a G s frekvenci 0,67. Genotyp A/A ma 10 %, G/IA 47 %
a G/G 43 % lidi. Frekvence genotypti u japonskych déti byla zjisténa znac¢né odlisna: A/A
49 %, G/A 42 % a G/G 9 % (Amoli et al., 2000; Negoro et al., 2006).

Tento polymorfismus byl asociovan s hladinou IgE v japonské populaci, tato asociace
vSak nebyla potvrzena u britskych déti. V populaci britskych déti vSak byla prokazéna
spojitost s alergii na ofechy, kde se alela G vyskytovala Cast&ji u tézSich piipadu.
V japonské populaci je tento polymorfismus spojen S eozinofilii, atopickym ekzémem

a potravinovou alergii (Gao et al., 2000; Amoli et al., 2002; Negoro et al., 2006).

Bylo také zjisténo, ze u déti s alergii na bilkovinu kravského mléka s genotypem G/G
dochazi k rozvoji tolerance kravského mléka ve vyssim véku, nez u ostatnich déti (Yavuz

etal., 2013).

Dalsi polymorfismus v genu STAT6 je stejné jako vysSe popsany polymorfismus SNP
(polymorfismus jediného nukleotidu) a je v oblasti rs167769. Tento polymorfismus je

spojen s dysregulaci celkové koncentrace IgE (Granada et al., 2012).
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3 Laboratorni vySetieni polymorfismu genu

3.1  Materidl a jeho odbér pro analyzu

K vyseteni polymorfismu genu je potieba odebrat pacientovi vzorek tkané. Muze jit
0 jakykoli material, ktery obsahuje bunky se zachovanymi jadry, ale odbér nesmi
pfedstavovat pro pacienta nadmérnou fyzickou nebo psychickou zatéz. Jednou
z moznosti ziskani vzorku je odbér epitelovych bun€k z tstni sliznice, které ziskame
jemnym seskrabnutim hlenu z bukalnich ¢asti stni sliznice, ktery tyto epitelové bunky
obsahuje. Jedna se tedy o neinvazivni odbér. Z odebraného vzorku se nésledné izoluje

DNA (Kocéarek, 2007).

3.2 Izolace DNA

Nukleové kyseliny béhem Zivota buriky interaguji s riznymi typy proteind, coz do znacné
miry znemoziuje jejich laboratorni vySetieni. Z tohoto divodu je vychozim materidlem
pro vétsinu molekularné genetickych analyz vodny extrakt vySetfované DNA zbaveny

podilu bilkovin (Beranek, 2016).

Izolace lidské DNA se provadi Setrnou extrakci z bunééného jadra nebo mitochondrii.
K extrakci mohou byt pouzity nativni tkang, télesné tekutiny nebo bunécéné kultury
po mechanické homogenizaci biologického vzorku. Pfi vlastni extrakei jsou chemicky
rozruSeny komplexy proteini a DNA. V zéasaditém prostiedi lyza¢niho pufru dochazi
Vv ptitomnosti detergentu ke zvySeni permeability bunéénych membran a k disociaci
nukleoproteinovych komplext. Poté jsou uvolnéné proteiny enzymové rozstépeny. Dalsi
kroky se odviji podle konkrétni zvolené metody extrakce. Vybér metody izolace DNA

zavisi na zptisobu jeji nasledné analyzy (Smarda et al., 2005; Beranek, 2016).

Jednou z metod izolace DNA je fenol-chloroformova extrakce. Tato metoda sice
poskytuje velky vytézek DNA 1 vysoky stupen Cistoty extraktu, ale nevyhodou je prace
s organickymi rozpoustédly, které predstavuji moznd zdravotni a bezpecnostni rizika

pro pracovniky laboratote (Beranek, 2016).

Dalsi metoda vyuziva adsorpci nukleovych kyselin na silikatovy povrch. Molekuly DNA

se Vv pfitomnosti chaotropnich soli pfipojuji na povrch specidlné pfipraveného skla, které
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ma vétSinou formu drobnych kulicek. DNA se po zfedéni roztoku znovu uvoliuje

metoda, ale jeji nevyhodou jsou vyssi naklady na jeji realizaci (Koc¢arek, 2007).

Dalsi technikou pfti izolaci DNA je pouziti vysolovaci metody. Pfi ni se vyuziva velmi
koncentrovaného roztoku soli, jehoz plsobenim se vysrdzi ptitomné bilkoviny. Tato

metoda je ¢asové mén¢ narocna oproti fenol-chloroformové extrakci (Beranek, 2016).

Izolaci DNA lze také provést pomoci raznych typh separacnich mikrokolonek, jako jsou
napf. iontoménicové, adsorpcni, mikroafinitni kolonky, nebo extrakéni kolonky na bazi

ultrafiltrace a gelové filtrace (Beranek, 2016).

3.3 Stanoveni koncentrace DNA

Soucasné metody méfeni koncentrace DNA ve vzorku vétSinou vyuzivaji
spektrofotometrie v ultrafialové oblasti. Nukleové kyseliny absorbuji nejvice zatreni
0 vlnové délce 260 nm. Mira absorpce takového zafeni odpovida koncentraci nukleovych
kyselin ve vzorku. Pfi vyuZiti pfimého spektrofotometrického stanoveni v UV svétle se
koncentrace pocitad ptfimo z optické denzity méfeného vzorku. Pouziva se v piipade, Ze
vzorek neobsahuje vyznamné mnozstvi necistot a ma dostatecnou koncentraci.
V opacném piipad€ je vhodnéjsi pouziti fluorimetrické metody, kde se pfed méfenim
pfidava do roztoku fluorescenéni barvivo (nejcastéji ethidiumbromid), které se navaze
na DNA. Koncentrace DNA se pak stanovuje z intenzity emitovaného zafeni. Nevyhodou
je vSak nutnost ptipravy celé fady standardnich vzorkii DNA se vzristajici koncentraci,
jejichZ absorbance se prométuje k sestaveni kalibracni kiivky. Hodnota optické denzity
je také zavisla na délce molekuly DNA a pfitomnosti ssDNA (jednotetézcova DNA) nebo
dsDNA (dvoutetézcova DNA) (Kocarek, 2007).

3.4 Polymerdzova ietézova reakce (PCR)

Polymerazova ftetézova reakce (PCR — polymerase chain reaction) je zakladni
molekularné-genetickd metoda pro ptripravu dostateného a v podstat¢ neomezeného
mnozstvi vySettovanych sekvenci DNA pro dal§i analyzy. V nékterych svych

modifikacich muize slouzit i pfimo k identifikaci polymorfismt. Pfi PCR dochdzi
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k amplifikaci cilové sekvence DNA, nachézejici se mezi dvéma oligonukleotidovymi
primery. Ty jsou navrzeny tak, aby jeden z nich byl komplementarni k jednomu fetézci
molekuly DNA na jedné stran¢ cilové sekvence a druhy primer byl komplementarni
k druhému fetézci molekuly DNA na opaéné strané cilové sekvence. Primery jsou
prodluzovéany syntézou fizenou DNA-polymerazou podle sekvence mezi nimi, ¢imz
vznikaji nové fetézce cilové sekvence DNA. Opakovanim cykli tepelné denaturace,
hybridizace primerti a enzymové syntézy dochdzi k jejich exponencialnimu zmnozovani

(Knoll a Vykoukalova, 2002; Nussbaum et al., 2004).

3.4.1 Pribéh PCR reakce

Prvnim krokem je denaturace genomové DNA, kterd obsahuje sekvence, které maji byt
amplifikovany. Denaturace DNA probiha zahfatim na teplotu 92-95 °C po dobu asi
30 sekund (Snustad a Simmons, 2009).

V druhém kroku, tzv. annealingu, dochazi k hybridizaci denaturované DNA s nadbytkem
syntetickych oligonukleotidovych primerii. Inkubuji se spolecné pfi teploté vétsinou 50-

60 °C po dobu 30 sekund (Snustad a Simmons, 2009).

Ve tfetim kroku, tzv. elongaci, dochazi k replikaci useku mezi misty, ktera jsou
komplementarni  k oligonukleotidovym  primertiim, spomoci DNA-polymerazy.
K polymeraci dochazi pti teplot¢ cca. 70-72 °C po dobu 90 sekund (Snustad
and Simmons, 2009).

Tyto tfi kroky se cyklicky opakuji. V kazdém znasledujicich cykld se produkty
z ptedchozich cyklt denaturuji a po ptipojeni primera replikuji DNA-polymerazou (viz
obr. 2). Pocet cyklu urCuje stupen amplifikace, ktera je exponencialni. Po 30 cyklech

vzniké vice nez miliarda kopii poZadované sekvence DNA (Snustad a Simmons, 2009).

Efektivitu PCR urcuje struktura templatové DNA, struktura primerd, sloZeni reakcni
smési, teplotni profil PCR, tvorba nespecifickych produkti a vlastnosti pouzité

polymerazy (Beranek, 2016).

Ptistroje pro PCR neboli termalni cyklery mohou pojmout velké mnoZzstvi vzorkl
a teplotu méni automaticky. Pii pouziti nadbytku termostabilni DNA-polymerazy (Taq-

polymerazy) hned pfi ptipravé smési pro PCR je tedy amplifikace specifickych sekvenci
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DNA relativné jednoduchd, protoze neni potieba v kazdém cyklu dodévat ¢erstvy enzym
a jednotlivé kroky a cykly jsou fizeny pouze stiidanim teploty (Snustad a Simmons,

2009).

[ Pl
+ ----------
kédujici fetézec =
nekodujici fetézec > gg _'—> ------ =
2 > f

Obrazek 2: Pribéh amplifikace DNA béhem polymerazoveé feté¢zové reakce. DNA (A) je

denaturovana (B), poté probihd annealing (C) a elongace (D). Tyto kroky se cyklicky
opakuji (E, F) (Beranek, 2016).

3.4.2 Tag-polymerdza

Tag-polymeraza patifi mezi termostabilni DNA polymerdzy. Poprvé byla objevena
Vv poloving 80. let minulého stoleti a izolovana z bakterialniho kmene Thermus aquaticus
YT1 (Taq). Tato bakterie se vyskytuje v gejzirech Yellowstoneského narodniho parku
v USA. Katalytickd aktivita této polymerdzy je inhibovana heparinem, melaninem,
chlorofylem, fenolem, alkoholy, porfyriny, detergenty a mnoha dal$imi latkami. Tag-
polymeréza nemé 3'-5" exonukledzovou aktivitu. Optimalni teplota této polymerazy se

pohybuje mezi 65-75 °C (Beranek, 2016).
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3.4.3 Vyznam a vyuZiti PCR

PCR je vyznamnym nastrojem, ktery zjednodusSuje celou tadu analyz provadénych
v zédkladnim a aplikovaném vyzkumu i v praxi. Tato metoda se vyuziva pii diagndze
dédi¢nych onemocnéni u lidi, pfedev§im v prenatalni diagnostice, kde je k dispozici
velmi malé mnozstvi DNA. Také se pouziva k detekci a typizaci patogennich
mikroorganizmi, k identifikaci onkogent a typizaci nador nebo k monitorovani terapie
rakoviny. V kriminalistice se vyuziva k poskytnuti diikazu totoZnosti osob (Smarda et al.,
2005; Snustad a Simmons, 2009).

3.4.4 Nevyhody PCR

Jednou z nevyhod PCR je, Ze nejcastéji pouzivana Tag-polymeraza nema na rozdil
od vétsiny polymeraz 3'—5'-korekéni aktivitu (3'-exonukleazovou aktivitu), takze
S nizkou cetnosti zafazuje do amplifikovanych kopii nekomplementdrni nukleotidy.
Frekvence téchto chyb je zavisla na vyvazenosti jednotlivych slozek reakce. Pokud je
vyzadovana vysokd piesnost, lze pouzit jinou termostabilni polymerdzu s 3'—5'-
korek¢ni aktivitou, napt. Pfu-polymerazu (Pyrococcus furiosus) nebo Tli-polymerazu

(Thermococcus litoralis) (Smarda et al., 2005; Snustad a Simmons, 2009).

Dalsi nevyhodou je neti¢innost amplifikace usekit DNA, které jsou delsi nez n€kolik tisic
nukleotidovych pari. Pfi amplifikaci delSich useki 1ze misto Tag-polymerazy pouzit Tfl-
polymerazu (Thermus flavus), ktera amplifikuje fragmenty az do velikosti kolem 35 kb.
Fragmenty, které jsou jesté delsi, nelze touto metodou ucinné amplifikovat (Snustad

a Simmons, 2009).

3.5 PCR-RFLP

PCR se pouziva ve velkém mnozstvi riznych variant. Jednou znich je stanoveni

polymorfismu délky restrikénich fragmentli u produktl polymerazové fetézové reakce
(PCR-RFLP) (Smarda et al., 2005).

PCR-RFLP se vyuziva k typizaci cilové sekvence, obvykle genu, ktery obsahuje

sekvenéni polymorfismus (Smarda et al., 2005).
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Specifickd sekvence genomové DNA se amplifikuje pomoci PCR. Tato sekvence je
pomoci nékteré z restrikénich endonukledz rozStépena na restrikéni fragmenty. V piipadé
bodové mutace v restrikénim misté toto misto zanika nebo naopak vznikéd nové, coz ma
za nasledek vznik fragmentti DNA riizné velikosti. Ty jsou separovany na agar6zovém
nebo polyakrylamidovém gelu. Vizualizace DNA je provaddéna napf. pomoci

ethidiumbromidu (Knoll a Vykoukalova, 2002; Beranek, 2016).

Tato metoda je relativné nenarocnd a umoziiuje urceni mista mutace. Pouziva se
pro piimou analyzu mutaci, které podmiiuji onemocnéni, i pro nepifimou vazebnou

analyzu (Knoll a Vykoukalovéa, 2002; Beranek, 2016).

3.5.1 Restrikcni endonukledzy

Restrikéni endonukledzy jsou bakteridlni enzymy, které rozpoznavaji specifickou
dvouretézcovou sekvenci v molekule DNA a zevnitt ji rozstépi. Molekula DNA je
roz§tépena piimo v rozpoznavacim misté, nebo v definované vzdalenosti za vzniku
restrikénich fragmentti. VSechny restrikéni enzymy jsou klasifikovany do tfi zékladnich
ttid I-III, vyznam v molekularni biologii maji pfedev§im restrikéni enzymy typu II

(Nussbaum et al., 2004; Beranek, 2016).

Rozpoznavacim mistem restrikénich endonukledz ve vldknech DNA jsou
tzv. palindromy, coz jsou definované sekvence dlouhé 4-8 nukleotidd, které jsou shodné
na obou komplementarnich vldknech DNA pii ¢teni od 5'-konce. Jsou tedy osové
symetrické. Proces vlastniho Stépeni fetézcl vSak symetricky byt nemusi (Beranek,
2016).

3.6  Elektroforéza

Elektroforéza je metoda, kterd se pouziva na separaci, identifikaci a purifikaci latek
(napf. nukleovych kyselin) ve stejnosmérném elektrickém poli na zaklad¢ jejich
rozdilného naboje, velikosti a prostorového uspofdddni molekul. Zatizeni se sklada
z elektroforetické vany s anodou, katodou a pufrem, drzaku gelu a externiho zdroje
stejnosmérného napéti. Molekuly DNA migruji separaénim gelem v elektrickém poli

smérem od katody k anod¢. Na rychlost pohybu maji kromé vlastnosti DNA vliv také
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prochazeji gelem pomaleji a ziistavaji blize mistu naneseni vzorkd. Po separaci molekul
na jednotlivé prouzky mohou byt zviditelnéné barvenim napft. ethidium bromidem, které
zpusobi fluorescenci DNA v UV svétle (Griffiths et al., 1996; Knoll a Vykoukalova,
2002; Beranek, 2016).

3.7 Sekvenovani DNA

Pojmem sekvenovani rozumime stanoveni primarni struktury neboli sekvence nukleotidii
v molekulach nukleovych kyselin. Pouzivd se pro mapovani genomu nebo jako
vySetfovaci metoda v klinické genetice, nebot’ umoznuje piimo identifikovat mutaci
zodpovédnou za vznik geneticky podminéné nemoci. Tuto technologii lze také vyuzit
ke spolehlivé konfirmaci vysledki jinych molekularné genetickych metod, napi. PCR-
RFLP (gmarda et al., 2005; Kocarek, 2007; Beranek, 2016).

K sekvenovani DNA se pouzivaji dvé rizné metody, kazda z nich je zalozena na jiném
principu. Pro obé metody je nutné pfipravit soubor fragmenti DNA. Nejcastéji se
pouzivaji naklonované restrikéni fragmenty nebo fragmenty ziskané PCR, které maji
stejny zacatek (na stejném nukleotidu) na 5'-konci. Na 3'-konci jsou zakonceny ve vSech
moznych néaslednych nukleotidech a tento konec obsahuje volnou OH skupinu, coz je
misto, kde dochazi k prodluzovéani tfetézce DNA-polymerazou. Fragmenty se poté
separuji v zavislosti na délce svych fetdzcti pomoci gelové elektroforézy (Smarda et al.,

2005; Snustad a Simmons, 2009).

V obou metoddch jsou provadény ctyfi oddélené reakce najednou. V kazdé
z téchto reakci se tvoti soubor fragmentli DNA, které jsou zakonceny vZdy jednou ze Ctyf

bazi (A, G, C, T) (Snustad a Simmons, 2009).

3.7.1 Maxamovo-Gilbertovo sekvenovani

Maxamovo-Gilbertovo sekvenovani je také oznacovano jako chemickd metoda, nebot’ je
zaloZena na specifickém rozStépeni fetézcl nukleovych kyselin pomoci chemickych
¢inidel. Vychozi materidl je rozdélen do ¢tyt vzorkd, které se nechaji reagovat se Ctyfmi

riznymi latkami, které rozstépi fragmenty DNA v misté specifické baze. Fragmenty
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DNA jsou potom rozdéleny pomoci elektroforézy v denaturujicim polyakrylamidovém

gelu (obr. 3). Jejich detekce probiha autoradiograficky (Smarda et al., 2005).

A>G G>A C C+T
B M M M ]

>PH004>000 4>

Obrazek 3: Vysledek Maxamova-Gilbertova sekvenovani (Beranek, 2016).

Reaktivita pouzivanych chemickych ¢inidel je vSak ovlivnéna riiznymi necistotami, coz
muze zpisobovat nejednoznacnost vysledkl. Vychozi material je navic na jednom konci
radioaktivné znacen, coz piinasi nevyhodu relativné vysoké tirovné radioaktivity. Navic
V porovnani s enzymovou (Sangerovou) metodou sekvenovani poskytuje relativné kratsi

wewvr

Gilbertova metoda dnes pfili§ nepouziva (Smarda et al., 2005; Snustad a Simmons, 2009).

3.7.2 Sangerovo sekvenovini

Sangerova neboli enzymova metoda sekvenovani DNA je zaloZena na principu replikace
DNA, ktera je preruSena zafazenim chemicky modifikovaného nukleotidu,
tzv. dideoxyribonukleotidu. Pivodni provedeni této metody bylo velmi pracné
a zdlouhavé a vyuzivalo se radioaktivné znacenych nukleotidi. Hodnoceni vysledkt
(obr. 4) probihalo po separaci fragmentii na denatura¢nim polyakrylamidovém gelu
a po provedeni zdznamu radioaktivity na fotograficky papir (Kocarek, 2007; Beranek,

2016).

19



Komplementarni

retézec
1 1 N mn ] ‘
3
— A
—— T
— G
— C
— C
— A
— T
— G
— C
— T
— A
5

Obrazek 4: Vysledek pivodni Sangerovy metody sekvenovani (Beranek, 2016).

Dnes pouzivana modifikace Sangerovy metody sekvenovani je zaloZena na principu
PCR. Metoda vyuziva schopnosti DNA-polymerazy vytvaiet piesné kopie molekul DNA
a schopnosti specifické syntézy fetézce DNA ve sméru 3'—5" od primeru s volnou
OH skupinou. Syntéza fetézce kon¢i v misté, kde je do rostouciho fetézce zarazen
dideoxyribonukleosidtrifosfat (ddNTP) misto normélniho deoxyribonukleosidtrifosfatu.
Inkorporovany ddNTP funguje jako koncovy inhibitor syntézy DNA, protoZze mu chybi
volna OH skupina na 3'-konci (Smarda et al., 2005).

Sekvenacni reakce se dfive provadely ve Ctyfech oddélenych vzorcich. Kazda reakéni
smés obsahovala vzdy jen jeden ze Ctyf riznych dANTP. Po probéhnuti PCR se vzniklé
produkty o riznych velikostech denaturovaly a separovaly na polyakrylamidovém gelu

(Smarda et al., 2005; Kod&arek 2007).

V soucasné dobé je vétSina sekvenaci provadéna na automatickych sekvenatorech, které
vyuzivaji rdzné¢ modifikovanou Sangerovu metodu. Misto radioaktivnich izotopl se
pouzivaji Ctyfi riznd fluorescenéni barviva. Detekce produktid probihd automaticky
v prib¢hu elektroforézy pomoci laserového detektoru v jedné spolecné draze nebo

kapilafe (Smarda et al., 2005; Snustad a Simmons, 2009).
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4 Alergie

Alergie jsou definovany jako skupina chorob, u kterych opakované vystaveni neSkodnym
antigenim zevniho prostedi navozuje ve tkanich a riiznych organech zanétlivé zmény,

které nasledné vedou k porucham jejich struktury a funkce (Hotejsi et al., 2017).

Alergicka onemocnéni dnes patii k velmi ¢astym zdravotnim problémtm. V ekonomicky
vyspélych zemich se jednd o nejéastéjsi imunopatologicky stav. Béhem poslednich
nckolika desetileti se jejich vyskyt zacal velmi rychle zvySovat, nyni postihuje asi 20 %
obyvatel. Pti¢ina tak rychlého naristu neni zcela jasna. Na vzniku alergii se podili v rtizné
mife fada faktorii, jako jsou napf. vrozené dispozice nebo faktory vnéjsiho prostredi

(Litzman et al., 2001; Hotejsi et al., 2017).

Alergie jen relativné vzacné ohrozuji zivot ¢lovéka, maji vSak velmi negativni dopad

na kvalitu Zivota postizenych jedinci (Litzman et al., 2001).

4.1  Alergie a atopie

Pojem alergie a pojem atopie byvaji ¢asto zaménovany. Pojem atopie oznacuje geneticky
podminénou tendenci jedincli odpovidat na expozici nizkym davkam béZnych alergenti
z vnéjsiho prostredi nadmeérnou tvorbou specifickych protilatek IgE. Néasledné interakce
protilatek s alergenem vede k rozvoji zanétu, ktery se klinicky manifestuje jako alergické

onemocnéni (Hotejsi et al., 2017).

4.2  Alergeny

Alergeny jsou vngjsi antigeny, které jsou zodpoveédné za klinicky priubéh alergického
onemocnéni. Klinické ptiznaky alergie jsou projevem opakovaného setkani citlivého
Cloveka s alergenem a nasledného spusténi kaskady bunéénych pochodl s uvolnénim

mediatort alergické reakce (Litzman et al., 2001; Hotejsi et al., 2017).

Termin alergen mtze byt pouzit pro zdroj alergenu, i pro konkrétni imunochemicky nebo
molekularn¢ definované antigenni struktury. Obvykle jsou to proteiny nebo

glykoproteiny s enzymatickou aktivitou. Komplexni organické slou¢eniny vyvolavaji
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pfevazné protilatkovou odpoveéd, zatimco anorganické latky vyvolavaji prevazné

bunéénou odpoveéd’ (Hoiejsi et al., 2017).

4.3  Faze alergické reakce

Béhem alergické reakce se rozliSuji tfi faze: fdze senzibilizace, Casnd (akutni) faze

a pozdni faze (Hotejsi et al., 2017).

4.3.1 Faze senzibilizace

Ve fézi senzibilizace dochazi k tvorbé specifickych IgE pii prvnim kontaktu s urcitym
alergenem a k vazb¢ téchto protilatek na receptory na povrchu zirnych bunék a bazofilt.
K senzibilizaci dochazi nejcastéji na sliznicich. Alergen pronika do hlenové vrstvy
zazivaciho traktu nebo dychacich cest, a tim je umoZznén jeho kontakt s epitelovymi
buitkami a buiilkami prezentujicimi antigen. Poté muze byt alergen transportovan
pfes mizni cévy i do lymfatickych uzlin. Antigenni prezentace je klicova pro naslednou
aktivaci lymfocytli a rozvoj patologické reakce (Ferencik et al., 2005; Hotejsi et al.,
2017).

Pii senzibilizacni fazi nedochdzi k zadnym klinickym projeviim, ty vznikaji teprve

pii opakovaném setkani s pfislusnym alergenem (Hofejsi et al., 2017).

4.3.2 Casnd fize

K rozvoji ¢asné faze alergické reakce dochazi ihned po opakovaném setkani s alergenem.
Dochazi pfi ni k navazani alergenu na IgE navazané na povrch zirnych bunék. Z nich
nasledné¢ dojde k uvolnéni preformovanych mediatora alergické reakce, hlavné histaminu
a heparinu, které maji pfedevSim vazodilatacni Uc¢inky, podporuji sekreci hlenu
a zpusobuji spazmus hladkych svalt pridusek. Také stimuluji nervova zakonceni v kiizi,

coz se projevuje jako sveédéni (Jilek, 2004; Hotejsi et al., 2017).
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4.3.3 Pozdni faze

Po akutni fazi nastupuje faze pozdni, kterd se projevuje az po nckolika hodinach.
V pribéhu pozdni faze dochazi k tvorbé prozanétlivych sekundarnich mediatort de novo.
Tyto mediatory pusobi chemotakticky na eozinofily, trombocyty, neutrofily i lymfocyty,
které dale produkuji cytotoxicky uc¢inné mediatory. Ty mohou zpusobit nékdy az trvalé

zmény v postizenych tkanich (Hotejsi et al., 2017).

Pozdni faze alergické reakce muze probihat autonomné jako chronicky zanét jiz
bez zavislosti na alergenu, ktery tuto reakci vyvolal. Hlavni roli zde hraji bunééné

mechanismy imunity (Hofejsi et al., 2017).

4.4 Potravinovd alergie

Termin potravinova alergie se pouziva pro reakce na slozky potravy, kterych se ucastni
imunitni systém. Uplatiiuje se zde predevsim imunopatologicka reakce 1. typu, ktera je
zprostiedkovana protilatkami téidy IgE. Tyto specifické protilatky interaguji s alergeny
obsazenymi v potrave, ¢imz dochdzi k degranulaci mastocytl ve tkanich nebo bazofilnich
granulocytii v krvi pacienta. Medidtory uvolnéné z téchto bunék zplsobuji akutni
zanétlivou reakci. Klinické projevy mohou byt u kazdého pacienta rizné (Kvasnickova,

1998; Krejsek a Kopecky, 2004; Ferencik et al., 2005).

Alergie na potravu Casto byva zaménovana za potravinovou nesnasenlivost neboli
intoleranci. Klinicky se velmi obtizn¢ rozliSuji. Intolerance potravy je stejné jako
potravinova alergie nezddouci reakce na jidlo, ale neucastni se ji imunitni systém.
Potravinova intolerance se muze projevovat podobnymi chorobnymi stavy jako
potravinova alergie, ale jejich nejcastéjsi pfi¢inou byvaji enzymové defekty, které se
projevuji sniZzenou schopnosti metabolizmu zpracovat urcité slozky potravy, nebo
pfitomnost napf. histaminu v n€kterych potravindch. Potravinova intolerance se u lidi
vyskytuje mnohem castéji nez potravinova alergie. Prevalence potravinovych alergii se
u dospélé populace pohybuje mezi 3-6 %, u kojenci je to asi 6-8 %. (Ferencik et al., 2005;
Fuchs et al., 2016).
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4.4.1 Alergeny v potravé

Alergeny jsou vétSinou proteiny, nebo chemické slouceniny na proteiny navazané.
Nekteré ptsobi jako kompletni antigeny, tzn. vyvolavaji Gplnou odezvu IgE, a nékteré
alergeny naopak tuto schopnost samy o sobé nemaji a obvykle konjuguji s proteiny. Tyto

konjugaty pak ptisobi jako kompletni antigeny (Kvasni¢kova, 1998).

Struktura potravnich alergent je déana riznymi faktory. Alergen musi mit dostate¢nou
velikost, aby byl schopen vytvofit mistek mezi dvéma molekulami IgE na povrchu
zirnych bun¢k, a musi mit vice nez jedno vazebné misto pro IgE. Molekulova hmotnost
alergenu je také omezena intestinalni permeabilitou, proteiny s molekulovou hmotnosti
nad 70000 se budou mén¢ ucinn¢ absorbovat pres mukdézni membrany stiev oproti
mensim proteinim. Se zvySujici se molekulovou hmotnosti proteinu roste také jeho
imunogenita, spodni hranice molekulové hmotnosti pro imunogenni odezvu je 10000

(Kvasnickova, 1998).

Alergent v potravé je nespocetné, mnoho z nich je dnes jiz molekularné definovéno.
Nékteré z nich jsou unikétni pro danou potravinu, jiné se naopak nachéazeji v fadé€ riznych
potravin, které mohou byt bud’ stejného ptivodu (napi. ovoce), nebo mohou reagovat
zkiizené napfi¢ mezi taxony. Casta je zkiizena reakce na alergeny potravy s pylovymi

alergeny (Krejsek et al., 2016).

4.4.2 Projevy potravinové alergie

Projevy alergie na potraviny mohou byt velmi rtizné, lokdlni i systémové, a jsou
zpusobeny kumulaci ¢inkt mediatorti Zirnych bunék na okolni tkané. Tyto projevy se
mohou meénit s anatomickym mistem v zavislosti na rlznych faktorech jako jsou
napf. citlivost tkani na mediatory Zirnych bungk, fenotyp lokalnich zirnych bunék nebo
povaha ¢i misto kontaktu s alergenem. Alergie na potraviny se ¢asto projevuji atopickym
ekzémem, kopfivkou, vyskytem edémul ¢i gastrointestindlnimi potizemi. Mohou se
projevovat 1 jako alergicka ryma, priduSkové astma, sekretorickd otitida, celkova
anafylaxe nebo jako migrény a poruchy soustredéni. Klinické projevy potravinové alergie
se mohou objevovat s riiznou intenzitou a casto postupné mizi se vzrustajicim vékem, a to

predevSim u déti, coz je zpisobeno ontogenetickym vyvojem reaktivity imunitniho
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systému. U déti je nejvyssi vyskyt alergii na potraviny (Kvasnickova, 1998; Litzman
et al., 2001; Bartinkova et al., 2005; Krejsek et al., 2016).

4.4.2.1 Urtikarie a angioedém

Kuze je pii alergické reakci na potraviny jednim z nejéastéji postizenych organi.
Urtikarie neboli koptivka je onemocnéni, pro které je typicka tvorba pomfi, které jsou
svédivé a nekdy také palivé. Béhem 1-24 hodin tyto pomfy mizi. Angioedém vznika
ve spodnich vrstvach kiize a charakteristicky je pro n€j nahle vznikly otok, ktery vsak
ustupuje nékdy az po 72 hodinach. Nejcastéji se vyskytuje spolu s urtikarii. Arasidy
aofechy patii u déti i dospélych mezi nejcastéj$i potravinové spoustéte urtikarie

a angiaedému (Fuchs et al., 2016).

4.4.2.2 Alergicka ryma

Alergickd ryma je nejCastéjsi projev alergického onemocnéni u nas i v Evropé,
ve vyspélych zemich ji trpi vice neZ 20 % populace. Je spojena predevsim s precitlivélosti
na pylové alergeny, roztoce a zviteci alergeny. Muze byt jak sezénni, tak i1 celorocni,
podle druhu alergenu. Projevuje se vodnatou sekreci z nosu, intermitentni obstrukci,
kychanim, svédénim a zvySenou produkci slz. Chronickd ryma milzZze vést
napf. ke zhorseni az ztraté ¢ichu nebo rozvoji sekretorické otitidy. Asiu 10 % nemocnych

se rozvine asthma bronchiale (Krejsek a Kopecky, 2004; Bartinkova et al., 2005).

4.4.2.3 Atopicky ekzém

Atopicky ekzém je zanétlivé onemocnéni klize. Je to druhé nejcastéjSi alergické
onemocnéni u nas. Jeho incidence neustile naristd. Casto se vyskytuje u pacientl
S jinymi atopickymi poruchami, napf. alergickou rymou nebo astmatem. Zavaznost
atopického ekzému je spojena s vysokou hladinou sérového IgE. 50 % atopiki s ekzémem
trpi také néjakou potravinovou alergii. U 93 % déti trpicich potravinovou alergii se

vyskytuje atopicky ekzém (Bartinkova et al., 2005; Negoro et al., 2006).
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4.4.2.4 Astma

Astma je chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest projevujici se stavy reverzibilni
obstrukce dychacich cest. Jeho klinickymi projevy jsou napft. kaSel, dusnost, hvizdavé
dychani a pocit tize na hrudi. Astmaticky zachvat zprostfedkovany IgE je vyvolan
nejcastéji inhala¢nimi alergeny. SpousStécimi mechanizmy jsou kromé alergenti také
virové infekce, télesnd zatéz, chlad, tabakovy kout a drazdivé chemické latky. Akutni
astmaticky zachvat se obvykle dostavi béhem nékolika minut po expozici alergenu.
Bronchialnim astmatem trpi ve svété vice nez 100 milionti obyvatel (Krejsek a Kopecky,

2004; Bartinkova et al., 2005).

4.4.2.5 Anafylaxe
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ktery bez vCasné a spravné lécby muze skoncit smrti postizeného jedince. Projevy
anafylaktické reakce mohou byt mistni nebo celkové a mohou se liSit ve své intenzité
I v dobé¢ do zacatku prvnich potizi. Rychlé rozvinuti pfiznakd od 5 do 30 minut vétSinou
znaci téz§i prubéh reakce nez anafylaxe s pozdéjs$im nastupem potizi. Mistni piiznaky se
a vznikaji jejich kombinaci a vystupfiovanim, coz se oznacuje jako anafylakticky Sok.
U postizeného jedince typicky dochdzi k pocitu generalizovaného svédéni, objevuje se
kozni exantém nebo koptivka, pocit stazené¢ho hrdla, izkosti, nasledné tize na hrudi,

dusnost, a nakonec dochazi ke ztraté védomi. (Litzman et al., 2001)

4.4.3 Diagnostika a terapie potravinovych alergii

Diagnostika potravinovych alergii je velmi obtizna, a ne vzdy je uspé$na. Zakladem je
peclivé vySetieni pacienta a zhodnoceni jeho osobni i rodinné anamnézy. Je potieba
odlisit potravinovou alergii od intolerance potravy, ale také od jinych stavl. Jednim
z diagnostickych nastroju jsou kozni expozi¢ni testy. Alergické reakce na potravu vSak
vétSinou nevedou k pozitivité koznich testll, coz komplikuje diagnosticky postup. Dalsi

moznosti je testovani in vitro v pfitomnosti specifickych IgE, které reaguji s potravnimi
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alergeny. Optimaln¢ by mél byt proveden dvojité slepy placebem kontrolovany

provokacni test (DBPCFC) (Krejsek a Kopecky, 2004; Krejsek et al., 2016).

Terapie potravinovych alergii je velmi individudlni. VétSinou spociva v tplné eliminaci
potravy obsahujici dané alergeny. U nékterych pacienti je mozné provést
tzv. hyposenzibilizaci, ktera spociva v postupném zavadéni tepelné upravené potravy
obsahujici alergeny. Takto je mozné postupné navodit toleranci k dané slozce potravy.
Pacienti s rizikem rozvoje zivot ohrozujici anafylaktické reakce musi, kromé¢ striktniho
dodrzovani eliminace alergenu v potravé, byt vybaveni autoinjektorem s adrenalinem

(Krejsek a Kopecky, 2004; Krejsek et al., 2016).

4.4.4  Alergie na ofechy a arasidy

Alergické reakce na arasidy jsou témét vzdy zprosttedkované IgE protildtkami a projevy
této alergie jsou nejcastéji vyvolany jejich konzumaci. Ménég Casto se alergie projevuje
po kontaktu s kiizi nebo inhalaci prachu ¢i aerosolu. Reakce se muize projevit jak lokalné,
tak i systémové. AraSidy patii mezi potraviny, které nejcastéji vyvolavaji anafylaktické

reakce (Fuchs et al., 2016).

V podzemnici olejné existuje vice nez 20 alergennich proteinl, mezi ty hlavni patii
napt. Arah 1 (vicilin), Ara h 2 (koglutin), peanut-1 a CARG. K vyvolani alergické reakce

u citlivych jedincii staci jiz n€kolik mg proteinu z podzemnice (Kvasnickova, 1998).

Jedinci alergicti na araSidy jsou velmi Casto alergicti i na ofechy, napf. liskové ofechy,
mandle, keSu nebo para ofechy. Jeden z hlavnich arasidovych alergenii Ara h 2 ma
podobné epitopy vazajici IgE jako alergeny z para ofechil a z mandli, coz ziejmé piispiva
k vysoké frekvenci vyskytu alergie na ofechy v populaci, ktera je alergicka na arasidy

(de Leon et al., 2003; de Leon et al., 2007).

Vyznamné je také spojitost alergii na ofechy s pylovymi alergiemi. Tato zkiiZena
reaktivita se objevuje napf. u alergikd citlivych na pyl bfizy (Bet v 1), ktefi maji
Castéji alergii na liskové ofechy (alergen Cor a 1). Homologie mezi alergeny Bet v 1

a Coral je totiz vyssi nez 90 % (Krejsek et al., 2006; Fuchs et al., 2016).

V poslednich letech se zvySuje pocet déti, které trpi alergii na ofechy (vCetné alergie

na arasidy). Prevalence této potravinové alergie se mezi lety 1997 az 2008 zvedla z 0,6 %
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na 2,1 % americkych déti, zatimco u dospélych zlistava zhruba na stejné trovni kolem
1,4 %. Primérny vék jedince pii vzniku alergie na ofechy se navic snizuje, coz je
pravdépodobné zplisobeno zvySenou konzumaci ofechii t€hotnymi matkami a détmi

Vv nizkém véku (Hourihane et al., 1996; Sicherer et al., 2010).

28



3) Cil prace

Cile:

1. vySetieni polymorfismu 2964 G/A v genu STAT6 metodou PCR-RFLP u dvaceti

péti vzorkl, ovéteni tii vzorkd metodou sekvenovani formou sluzby

2. analyza ziskanych vysledki a jejich vyhodnoceni v kontextu ptitomnosti alergie

na ofechy a arasidy
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6 Metodika vySetieni polymorfismu genu STAT6

Prvnim krokem pted analyzou polymorfismu genu STAT6 byl odbér materidlu, ktery byl
ziskan pomoci bukalniho stéru vysetfovanych osob. Nasledn¢ byla ze stéri provedena
izolace DNA, poté stanoveni koncentrace DNA. Vlastni vySetfeni polymorfismu genu

bylo provedeno metodou PCR-RFLP s pouzitim gelové elektroforézy.

Vysetfeno bylo celkem 25 osob ve véku od 2 do 64 let, z nichz 16 trpi alergii na ofechy
nebo arasidy. VSechny osoby poskytly vzorky své DNA anonymné. Zaroven vyplnily
kratké dotazniky, které byly spolu s odebranymi vzorky déale vedeny pouze

pod identifika¢nimi ¢isly.

Nasledna analyza vSech odebranych vzorkli byla provedena v laboratofi Zdravotné

socialni fakulty JihoGeské univerzity v Ceskych Budé&jovicich.

Nékteré z odebranych vzorkil byly navic po provedeni PCR enzymaticky ptecistény

a po priprave sekvencnich reakci zaslany do firmy GenSeq s.r.o. k osekvenovani.

6.1 Odbér materialu

Material pro analyzu DNA byl ziskan provedenim bukalniho stéru, ktery si vySetfované
osoby provedly samy pomoci sterilniho tamponu. Tento stér obsahoval epitelidlni buniky
sliznice ustni dutiny, z jejichZ jader byla nasledn€ izolovana DNA. Pied samotnou izolaci

byly vzorky uchovany pfi teploté 4 stupné Celsia.

6.2  lzolace DNA
Pouzité ptistroje a pomicky:

Vodni lazen, centrifuga, vortex, sada automatickych pipet, Spicky, rukavice, nizky,
mikrozkumavky (1,5 ml), mikrozkumavky s kolonkami (NucleoBond® od firmy

Macherey-Nagel).

30



Pouzité reagencie a jejich skladovani:

- proteindza K — skladovéani v mrazicim boxu (-20 °C)

- PBS - skladovani pii pokojové teploté

- ethanol (96%) — skladovani pfi pokojové teploté

- pufr B3 (z kitu NucleoSpin® Tissue od firmy Macherey-Nagel) — skladovani
pfi pokojové teploté

- pufr B5 (z kitu NucleoSpin® Tissue od firmy Macherey-Nagel) — skladovani
pii pokojové teploté

- pufr BE (z kitu NucleoSpin® Tissue od firmy Macherey-Nagel) — skladovani
pti pokojové teploté

- pufr BW (z kitu NucleoSpin® Tissue od firmy Macherey-Nagel) — skladovani

pii pokojové teploté

Pracovni postup:

Nejprve byl do pfedem oznacené mikrozkumavky sterilné odstfizen tampon, kterym byl
proveden bukalni stér. Do mikrozkumavky stampénem bylo pipetou ptidano 25 pl
proteinazy K, 200 pl PBS a 200 pl pufru B3. Vzorek byl zvortexovan a kratce stoen
v centrifuze. Poté byl inkubovan v pfedem piipravené vodni lazni 10 minut pii teploté
70 °C.

Po inkubaci byl vzorek zvortexovan a stocen v centrifuze. Potom byl tampon vyjmut
z mikrozkumavky. Do mikrozkumavky bylo pipetou piidano 200 ul 96% ethanolu. Pak
byl vzorek znovu zvortexovan a stocen v centrifuze. Obsah této mikrozkumavky byl
prepipetovan na kolonku nové kolekéni mikrozkumavky a nechal se stocit v centrifuze
piti 11000 rpm po dobu 1 minuty. Kolonka byla pfesunuta do nové kolekéni

mikrozkumavky, mikrozkumavka s filtratem byla odstranéna.

Do kolonky v nové kolek¢éni mikrozkumavcee bylo ptidano 500 ul pufru BW. Vzorek byl
stoen v centrifuze pti 11 000 rpm po dobu 1 minuty. Poté byl z mikrozkumavky
odstranén filtrat a do kolonky bylo pipetou pfidano 600 pl pufru BS5. Vzorek
v mikrozkumavce s kolonkou byl pak sto¢en v centrifuze pii 11 000 rpm po dobu 2 minut

a filtrat z mikrozkumavky byl odstranén. Potom byl vzorek v mikrozkumavce s kolonkou
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znovu stocen v centrifuze, tentokrat pii 13 400 rpm po dobu 1 minuty. Mikrozkumavka

s filtratem byla odstranéna a kolonka byla pfendéna do dal$i mikrozkumavky.

Pfimo na kolonku v nové mikrozkumavce bylo pfidano 25 pl pufru EB a vzorek se nechal
inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 5 minut. Nasledné byl stocen v centrifuze
pii 11 000 rpm po dobu 1 minuty. Obsah mikrozkumavky byl piepipetovan zpét
do kolonky a nechal se inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 5 minut. Na zavér byl
vzorek v mikrozkumavce s kolonkou sto¢en v centrifuze pti 13 400 rpm po dobu 2 minut.
Po odstranéni kolonky byl vzorek v mikrozkumavce zvortexovan a kratce stocen

v centrifuze.

6.3 Stanoveni koncentrace DNA v izoldtu
Pouzité pfistroje a pomticky:

Spektrofotometr (Colibri od firmy Titertek Berthold), automaticka pipeta, $picky,

rukavice.

Pouzité reagencie a jejich skladovani:

- pufr BE (z kitu NucleoSpin® Tissue od firmy Macherey-Nagel) — skladovani

pfi pokojové teploté

Pracovni postup:

Spektrofotometr byl nejdiive nakalibrovan pomoci 1,5 pl pufru BE. Koncentrace DNA
byla méfena z 1,5 pl vzorku, ktery byl automatickou pipetou nanesen na cocku

spektrofotometru. Méfeni probihalo pii pokojové teploté.

Po stanoveni koncentrace izolované genomové DNA byly vzorky skladovany v mrazicim
boxu pfii teploté¢ -20 °C. Nameétené koncentrace DNA v jednotlivych izolatech jsou

uvedeny v tab. 1.
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Tabulka 1: Naméfené koncentrace DNA v izolatech.

¢. vzorku koncentrace ¢. vzorku koncentrace
1. 5,48 ng/ul 14. 2,43 ng/ul

2. 7,91 ng/ul 15. 51,01 ng/ul
3. 25,69 ng/ul 16. 38,29 ng/ul
4. 42,09 ng/ul 17. 31,09 ng/ul
5. 22,26 ng/ul 18. 130,73 ng/ul
6. 52,35 ng/pl 19. 40,63 ng/ul
7. 30,73 ng/ul 20. 75,27 ng/ul
8. 26,55 ng/ul 21. 66,28 ng/pl
9. 120,28 ng/ul 22. 42,73 ng/ul
10. 16,21 ng/ul 23. 35,85 ng/ul
11. 39,54 ng/pl 24. 32,27 ng/ul
12. 28,46 ng/pl 25. 48,61 ng/pul
13. 11,75 ng/ul

6.4 PCR-RFLP

6.4.1 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Pouzité ptistroje a pomicky:

Termocykler (MJ Mini od firmy Bio-Rad Laboratories), sada automatickych pipet,

Spicky, mikrozkumavky (0,2 ml), mikrozkumavka (1,5 ml), rukavice.
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Pouzité reagencie a jejich skladovani:

- mastermix (OneTaq® Quick-Load® 2x MM w/Std Buffer od firmy New England
BioLabs) — skladovani v mrazicim boxu (-20 °C)

- voda — skladovani pii pokojové teploté

- primery STAT6_F (forward) a STAT6_R (reverse) (od firmy Generi Biotech) —

skladovéani v mrazicim boxu (-20 °C)

Sekvence pouzitych primert:
forward primer: 5'-GAA GTT CAG GCT CTG AGA GAC-3'

reverse primer: 5'-CCA TCA CCC TCA GAG AGC-3’

Pracovni postup:

Vzorky s izolovanou DNA a ostatni reagencie byly rozmraZzeny pii pokojové teploté. Poté
byly zvortexovany a kratce stoceny v centrifuze. Nasledné byla do jedné mikrozkumavky

(1,5 ml) ptfipravena reak¢éni smés podle tab. 2.

Tabulka 2: SloZeni reakcni smési pro PCR.

reagencie objem pro 1 vzorek
PCR mastermix 12,5 ul

forward primer 3ul

reverse primer 3ul

voda 3ul

Takto pfipravend smés byla rozpipetovana do mikrozkumavek (0,2 ml) po 21,5 pl.
Do kazdé mikrozkumavky s reakéni smési bylo piidano 3,5 pl izolované DNA. Mnozstvi

pfidané DNA a vody se ptizpisobovalo podle namétfené koncentrace DNA v kazdém
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izolatu tak, aby kazda vznikla smés méla objem 25 pl. Tyto reakéni smési s DNA byly
zvortexovany a kratce stoCeny v centrifuze. Poté byly vlozeny do termocykleru, kde

probéhla PCR. Reakéni profil této reakce je uveden v tab. 3.

Tabulka 3: Reakéni profil PCR.

krok teplota cas pocet cykli
pocatecni denaturace 95 °C 3 min 1
denaturace 95°C 455

annealing 55°C 45s 40

extenze 72 °C 45s

termindlni extenze 72 °C 2 min 1

Vysledné PCR produkty by mély mit velikost 93 bp.

6.4.2 Kontrola produktit PCR

Po dokonceni PCR byla provedena kontrola jeji uspéSnosti, a to pomoci gelové
elektroforézy na 3% agar6zovém gelu. Produkty PCR byly vizualizovany pomoci

ethidiumbromidu pod UV svétlem a na detekénim systému byly potizeny fotografie.

Vzhledem k tomu, Ze ethidiumbromid je silny mutagen, je pii praci s nim vyzadovana
zvySend bezpecnost prace, je potieba vyhradit misto pro praci s nim, a také ho likvidovat

jako nebezpe¢ny odpad.

Pouzité ptistroje a pomucky:

Mikrovinna trouba, elektroforeticky systém, automaticka pipeta a Spicky, rukavice,
sklenénd kadinka, laboratorni pfedvazky, odmérny valec, detekéni systém

s fotoaparatem.
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Pouzité reagencie a jejich skladovani:

- praskova agar6za (od firmy Serva) — skladovani pii pokojové teploté

- 1x TBE pufr (ptipraveny z Rotiphorese® 10x TBE Buffer od firmy Carl Roth) —
skladovani pti pokojové teploté

- ethidiumbromid (od firmy Serva) — skladovani v lednici (4 °C)

- DNA ladder (Quick-Loaded® 100 bp DNA Ladder od firmy New England
BioLabs) — skladovani v lednici (4 °C)

Pracovni postup:

Pti ptipravé 150 ml 3% agardzového gelu do sklenéné kadinky bylo na laboratornich
pfedvazkach odvazeno 4,5 g praskové agardzy. V odmérném valci bylo odméteno 145,5
ml pufru 1x TBE, ktery byl nasledné pfidan do kadinky k navaZené agardze. Poté byla
kadinka vlozena do mikrovinné trouby, kde byla smés ohtata tak, aby se agar6za
Vv roztoku uplné rozpustila a vytvofil se tak agar6zovy gel. Po ¢aste¢ném zchladnuti bylo
do gelu pipetou pfidano 5 pl ethidiumbromidu. Po dostatecném rozmichéni byl agarézovy
gel vylit do ptipravené elektroforetické formy, kam byl vloZen elektroforeticky hieben.
Pomoci Spicky byly ze vzniklého gelu odstranény vzniklé bublinky a gel se nechal

tuhnout po dobu asi 15 minut.

Po uplném ztuhnuti agar6zového gelu byl z formy vyjmut hieben, ktery v gelu vytvofil
jamky (sloty). Do jedné jamky bylo napipetovano 5 ul DNA ladderu a do dalSich jamek
byly napipetovany produkty PCR po 10 pl. Celd forma byla vloZena do elektroforetické
vany naplnéné pufrem 1x TBE tak, aby byl agardézovy gel v pufru Gplné ponofen.

Elektroforéza byla spusténa na 40 minut pii napéti 110 V.

Po dobéhnuti elektroforézy byl gel opatrné vyjmut a pienesen na detekéni systém, kde
byla poiizena fotodokumentace (viz obr. 5), diky které mohla byt provedena kontrola

uspésnosti amplifikace DNA pii PCR.
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200 bp -
100 bp -

Obrazek 5: Kontrola produkti PCR pomoci gelové elektroforézy. Do jamky ¢. 1 byl
napipetovan DNA ladder (100 bp), do jamkek ¢. 2-6 produkty PCR.

6.4.3 Stépeni DNA restrikéni endonukledzou
Pouzité ptistroje a pomicky:

Termocykler (MJ Mini od firmy Bio-Rad Laboratories), automaticka pipeta a Spicky,

mikrozkumavka (1,5 ml), rukavice.

Pouzité reagencie a jejich skladovani:

- pufr G (od firmy Thermo Scientific) — skladovani v mrazicim boxu (-20 °C)
- restrikéni endonukleaza Hinll (BsaHI od firmy Thermo Scientific) — skladovani
vV mrazicim boxu (-20 °C)

- voda — skladovani pii pokojové teploté

Pracovni postup:

Do jedné mikrozkumavky byla ptipravena smés pufru G, vody a restrikéni endonukleazy
Hinll o koncentraci 10 U/ul podle tab. 4. Reak¢éni smés byla pfipravovana v chladicim

boxu.
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Tabulka 4: Slozeni reakéni smési pro restrikéni Stépeni DNA.

reagencie objem pro 1 produkt PCR
pufr G 2 ul

Hinll (BsaHI) -5 U 0,5 ul

voda 8 ul

Tato smés byla napipetovana po 10,5 ul do kazdé mikrozkumavky obsahujici produkt
PCR. Tyto mikrozkumavky byly zvortexovany a kratce stoCeny v centrifuze. Néasledné
byly vlozeny do termocykleru, kde se nechaly inkubovat pfi teplot¢ 37 °C po dobu
3 hodin.

6.4.4 Kontrola produktii restrikcniho Stépeni

Kontrola probéhlého restrikéniho S$tépeni DNA byla provedena pomoci gelové
elektroforézy. Vzorky rozstépené DNA byly vizualizovany pomoci ethidiumbromidu

pod UV svétlem detekéniho systému, kde byla potizena fotodokumentace.

Pouzité pristroje a pomicky:

Mikrovinna trouba, elektroforeticky systém, automatickd pipeta a Spicky, rukavice,
sklenénd kadinka, laboratorni pfedvazky, odmérny valec, detekéni systém

s fotoaparatem.

Pouzité reagencie a jejich skladovani:

- praskova agaroza (od firmy Serva) — skladovani pii pokojové teploté
- 1x TBE pufr (ptipraveny z Rotiphorese® 10x TBE Buffer od firmy Carl Roth) —
skladovani pti pokojové teploté

- ethidiumbromid (od firmy Serva) — skladovani v lednici (4 °C)
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- DNA ladder (Quick-Loaded® 100 bp DNA Ladder od firmy New England
BioLabs) — skladovani v lednici (4 °C)

Pracovni postup:

Nejdiive byl pfipraven 4% agarézovy gel o objemu 150 ml. Na laboratornich
predvazkach bylo odvazeno 6 g praSkové agardzy. V odmérném vélci bylo odméteno 139
ml pufru 1x TBE. Poté byly tyto dvé reagencie smichany ve sklenéné kadince, ktera byla
vlozena do mikrovinné trouby a ohtivala se tak dlouho, dokud nedoslo k tplnému
rozpusténi agardzy a nevznikl tak gel. Po kratkém zchladnuti tohoto gelu bylo do n¢j
napipetovano 5 pul ethidiumbromidu, ktery byl v gelu rozmichan. Takto pfipraveny gel
byl nésledné vylit do elektroforetické formy, kam byl pfidan také elektroforeticky hieben.
Po odstranéni bublinek z agardézového gelu pomoci pipetovaci Spicky se gel nechal

tuhnout asi 15 minut.

Po ztuhnuti agar6zového gelu byl vynddn hieben, kterym byly vytvofeny jamky.
Do téchto jamek byly napipetovany vzorky nastépenych DNA po 10 ul. Do jedné jamky
bylo napipetovano 5 pl DNA ladderu. Nasledné¢ byla forma s gelem vloZena
do elektroforetické vany, ktera byla naplnéna pufrem x TBE. Cely gel byl ponoien

v tomto pufru. Elektroforéza byla spusténa na 45 minut pii napéti 110 V.

Po 45 minutach byla elektroforéza vypnuta a gel byl pfenesen na detekéni systém pod UV
svétlo, kde byl gel vyfotografovan. Z potizenych fotografii (viz obr. 6) byly vyhodnoceny
vysledky jednotlivych vzorkd.

200 bp -

100 bp - -93bp

- 74 bp

Obrézek 6: Rozdéleni produkti PCR po restrik¢nim §té€peni pomoci gelové elektroforézy.

Do 9. jamky byl napipetovan DNA ladder, v jamkach 2-6 produkty restrikéniho $tépeni.
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6.4.5 Hodnoceni vysledki restrikéniho Stépeni

Vysledky restrikéniho Stépeni fragment PCR byly hodnoceny podle pozice prouzki
v agar6zovém gelu, které vznikly provedenim elektroforézy. Prouzky ptedstavuji
jednotlivé useky DNA o rtzné velikosti, kterd je urCena tim, zda doSlo k rozstépeni
enzymem. Restrikéni endonukleaza Hinll (BsaHI) rozstépila jen ty produkty PCR, které
obsahuji alelu G (wild-type), a to na dva fragmenty o velikosti 74 bp a 19 bp. Produkty
PCR, které obsahovaly mutantni alelu A a byly dlouhé 93 bp, roz$tépeny nebyly
(viz tab. 4). Produkty o velikosti 19 kb v gelu nejsou patrné, protoze kvuli své malé

velikosti splyvaji s primery.

Tabulka 4: Velikosti fragmentii pro hodnoceni polymorfismu na pozici 2964 v genu

STATG.

velikost fragmenti DNA genotyp

2X (74 bp + 19 bp) wild-type homozygot G/G
93bp+74bp+19bp heterozygot A/G

2x 93 bp mutantni homozygot A/A

6.5  Enzymatické ¢isténi PCR produkti
Pouzité pfistroje a pomticky:

Termocykler (MJ Mini od firmy Bio-Rad Laboratories), automaticka pipeta a Spicky,

mikrozkumavky (0,2 ml), rukavice.

Pouzité reagencie a jejich skladovani:

- exonukleaza Exo | (Exonuclease | od firmy New England BioLabs) — skladovani
Vv mrazicim boxu (-20 °C)
- alkalicka fosfatdza rSAP (Shrimp Alkaline Phosphatase od firmy New England

BioLabs) — skladovani v mrazicim boxu (-20 °C)
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Pracovni postup:

Do mikrozkumavky byly postupné napipetovany exonukleaza, alkalicka fosfataza a PCR

produkt v mnozstvi podle tab. 5.

Tabulka 5: SloZeni smési pii enzymatickém ¢isténi PCR produkti.

reagencie objem
exonukledza 0,5 ul
alkalicka fosfatdza 1 pul
PCR produkt 5ul

Takto ptipravené smési byly vlozeny do termocykleru, kde probihala inkubace pii teploté
37 °C po dobu 15 minut k degradaci ptebyte¢nych primerti a defosforylaci zbytkovych
deoxynukleotidii. Naslednd inaktivace enzymu probihala pfi teploté 80 °C po dobu

15 minut.

6.6  PFiprava vzorknu k sekvenaci
Pouzité pristroje a pomicky:

Automaticka pipeta a Spicky, mikrozkumavky (1,5 ml), rukavice.

Pouzité reagencie a jejich skladovani:

- primery STAT6_F (forward) a STAT6_R (reverse) (od firmy Generi Biotech) —
skladovani v mrazicim boxu (-20 °C)

- voda — skladovani pfi pokojové teploté
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Pracovni postup:

Piiprava smési na sekvenaci byla provedena pro kazdy vzorek dvakrat, zvlast s forward

primerem a zvIast’ s reverse primerem.

Do mikrozkumavky byly napipetovany primery, PCR produkty a voda podle tab. 6.

Tabulka 6: Slozeni smési pro sekvenaci DNA.

reagencie objem
PCR produkt 1,5 ul
forward/reverse primer 5ul

voda 3,5ul

Mikrozkumavky se vzniklou reakéni smési byly oznaceny identifikacnimi ¢arovymi kody

a zaslany do firmy GenSeq, s.r.0., jejimz prostfednictvim probéhlo samotné sekvenovani.
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7 Vysledky

7.1  Popis souboru

Na piitomnost mutace 2964 G/A v genu STAT6 bylo testovano celkem 25 osob (10 muzi
a 15 zen) z Ceské republiky ve véku od 2 do 64 let. Jak je vidét na obr. 7 a 8, 16 z nich
trpélo alergii na ofechy nebo arasidy; alergii na ofechy trpélo 15 a alergii na arasidy 7

Z téchto vysetienych osob.

1(6%)

9 (36%)

16 (64%)

M nealergicti na ofechy/arasidy alergicti na ofechy i arasidy

M alergiCti pouze na ofechy

M alergicti na ofechy/arasidy W alergicti pouze na aradidy
Obrazek 7: Podil osob alergickych Obrazek 8: Rozdéleni osob alergickych
anealergickych na  ofechy/araSidy na ofechy/arasidy.

ve vysetfeném souboru.

7.2  Vysledky PCR-RFLP

Pfitomnost ¢i nepfitomnost mutace na pozici 2964 v genu STAT6 byla pomoci metody

PCR-RFLP vysetiena u vSech 25 osob (tab. 7).
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Tabulka 7: Genotypy osob vysetfenych metodou PCR-RFLP.

¢. vzorku genotyp ¢. vzorku genotyp
1. AlG 14. AlG
2. AlG 15. G/G
3. AlG 16. AlG
4. G/G 17. AlG
5. AlG 18. AlG
6. AlG 19. G/G
7. G/G 20. AlG
8. G/G 21. AlG
9. G/G 22. G/G
10. AlG 23. G/G
11. G/G 24. AlG
12. A/A 25. GIG
13. AlG

Pfitomnost mutantni alely A byla prokazéna u 15 osob. Frekvence alely A byla zjiSténa
0,32 a frekvence alely G 0,68. Jak je vidét v tab. 8, jedinci alergiti na ofechy/arasidy

méli frekvenci alely A vyssi a frekvenci alely G niZsi nez ti, ktefi touto alergii netrpéli.

Zastoupeni genotypt a podil osob alergickych ¢i nealergickych na ofechy nebo arasidy
v ramci jednotlivych genotypt je zndzornéno na obr. 9 a 10. Genotyp G/G byl prokazan
u 10 a genotyp A/G u 14 vySetienych osob. Genotyp A/A se vyskytl pouze u 1 osoby,
ktera trpi alergii na ofechy i araSidy. Podil osob alergickych na ofechy/arasidy byl mirné

vys$si u genotypu A/G nez u genotypu G/G.
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Tabulka 8: Frekvence alel a genotypt u vysetfenych osob.

celkem alergicti na nealergi¢ti na
ofechy/arasidy ofechy/araSidy
A 0,32 0,34 0,28
G 0,68 0,66 0,72
A/A 0,04 0,06 0
AlIG 0,56 0,56 0,56
G/G 0,40 0,38 0,44

o 10
[e]
2 9
:g 8
g 7
6
5
4
3 4 i
14 (56%) 2
. . i
0
G/G A/G A/A
enot
M alergiCti na ofechy/arasidy & vP
G/G mA/G mA/A m nealergi¢ti na ofechy/arasidy
Obrazek 9: Podil zjisténych genotypi Obrazek 10: Pocty osob alergickych
vySetienych osob. anealergickych na  ofechy/araSidy

v ramci jednotlivych genotypt.

Vysledky nebyly vice statisticky analyzovéany, nebot’ by kvili nizkému poctu vzorkl

nemély ze statistického hlediska téméf zadnou vypovidajici hodnotu.
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7.3 Vysledky sekvenovdni

Sekvenovany byly tiseky genu STAT6 celkem 3 osob, u nichz bylo dfive provedeno také
vySetfeni metodou PCR-RFLP. Zjisténé genotypy byly 1 x A/A (obr. 11), 1 x A/IG
(obr. 12) a 1 x G/G (obr. 13).

- 30 60 iy
GCGCGCTITGCAGGTGCAG GCATG TTG GG GTIGTC TCTCAG AGC CTG AACT

1
mwmJA.J“.JAM,ummm‘m

Obrazek 11: Sekvence useku genu STAT6 (reverse primer) u vzorku ¢. 12 (A/A),

polymorfismus je oznacen Sipkou.

20 30 40 30 60
GC GC GCTGCAG GT GCAGGCAT GT T G GGGCGTCITCTCAGAGCCT GAACT

|
gl Al LMMLMM

Obrazek 12: Sekvence useku genu STAT6 (reverse primer) u vzorku ¢. 10 (A/G),

polymorfismus je oznacen Sipkou.
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30 40 50 60 70
GCGCGC IGCAG G TIGCAGGCATGTIGOGGGCGTICTCTICAGAGCCT G AACT

|
ool Yo u“ﬁ ) m&. MY

Obrazek 13: Sekvence useku genu STAT6 (reverse primer) u vzorku ¢. 15 (G/G),

polymorfismus je oznacen Sipkou.

Vysledky sekvenovani byly vyhodnoceny pomoci programu BioEdit a databaze NCBI,
kde byla vyhledana referen¢ni sekvence NG_021272.2 (na obr. 14) pro srovnani

se sekvencemi, které byly ziskany sekvenovanim.

|48.750 [48.790 48,208 48,818 |48.220 |48.838 |48.848 |4B 858

TCCTTCCAGCACTGACTGGAAGGGAAGTTCAGGCTCTGAGACACACCCCAACATGCCTGCACCTGCAGCGCGCAC
AGGAAGGTCGTGACTGACCTTCCCTTCAAGTCCGAGACTCTGTGTGGGGTTGTACGGACGTGGACGTCGCGCGTG

STATE > > > - > - -
N B@31535 > »- > i » >
= > > »> »> > >

r:324e1s B A/E

Obrazek 14: Cast referen¢ni sekvence: Homo sapiens signal transducer and activator
of transcription 6 (STAT6), RefSeqGene (LRG_1369) on chromosome 12; NCBI
Reference Sequence: NG_021272.2; umisténi polymorfismu je znazornéno cervené

(htpps:/mvww.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_021272.2?report=graph).

Vysledky sekvenovani se ve vSech ptipadech shodovaly s vyse popsanymi vysledky
vysetieni pomoci metody PCR-RFLP.
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8 Diskuze

Pro praktickou ¢ast této prace bylo odebrano 25 vzorkt, vSechny z nich byly vysetieny
metodou PCR-RFLP v laboratofi Zdravotn¢ socidlni fakulty JihoCeské univerzity
v Ceskych Budgjovicich. Nékolik vzorki bylo také osekvenovéno, a to ve firmé GenSeq,
S.r.0., nebot’ fakultni laboratof nedisponuje sekvenatorem. Tato metoda je relativné rychla
a levnd, 1 samotna ptiprava vzorkl pred jejich odeslanim byla jednoducha. Nevyhodou
vyuziti sluzeb komer¢ni laboratofe byla nemoznost individualni upravy nastaveni

parametrt sekvenatoru.

Vysledky sekvenovani se shodovaly s vysledky PCR-RFLP, coz bylo potvrzenim, ze zde
popsany a provedeny postup piinesl spravné vysledky. Tyto sekvence byly hodnoceny
pomoci programu BioEdit a databaze NCBI, kterd umoziuje celkoveé zhodnotit sekvence
a klasifikovat nalezené mutace. Prace s databazi byla zpocatku komplikovana, ale

po dal§im prozkoumdni svij ucel splnila.

Izolace DNA ze stéra bukalni sliznice probéhla bez komplikaci. Naméfena koncentrace
DNA se ale v jednotlivych vzorcich velmi lisila, pfestoze byl u vS§ech vzorkl pouzit stejny
postup. Koncentrace se pohybovala v rozmezi od 2,43 do 130,73 ng/ul. Tyto velké rozdily
mohly byt zplsobeny lehce odliSnou technikou stéru bukdlnich bun¢k, ktery si
vySetfovani provadéli pod dohledem sami. Vzorky s velmi nizkou koncentraci byly
odebrany vice nez tyden pied izolaci. Naopak nejvyssi koncentraci mél vzorek, ktery byl
odebran bezprosttedné pted izolaci. Rlizna délka Casu, po ktery byly vzorky skladovany
pted provedenim izolace DNA, by vSak neméla mit na toto zadny vliv (van Wieren-de
Wijer et al., 2009).

PCR-RFLP je relativné levna metoda vhodna k vySetfeni SNP v genu. Ptiprava vzorki
do termocykleru byla relativné rychla, nejvice ¢asu zabrala samotna amplifikace a $tépeni
DNA v termocykleru. Pti jeho pouzivani vSak Casto dochédzelo ke zmenSeni objemu
nékterych vzorkl, coz bylo ziejmé zplsobeno kvalitou pouzitych mikrozkumavek,
jejichz vicka v nékterych piipadech netésnila ani po jejich peclivém a opakovaném

uzavieni.

Kontroly uspésnosti amplifikace DNA a poté také restrikéniho $té€peni byly provedeny

pomoci gelové elektroforézy. Pii ptipravé 4% agardzového gelu nebylo snadné nastavit
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mikrovlnnou troubu tak, aby nedosSlo k vyteeni gelu znadoby, a zaroven byl gel
bez bublinek. Samotna elektroforéza pak probéhla bez problémil. Pouziti elektroforézy
pro kontrolu uspésnosti amplifikace sice neni nutnosti, ale vzdy se vyplati ji provést, aby
nedochazelo ke zbyteCnym ndkladim 1 ztraté Casu pii dalSim laboratornim postupu
s nevyhovujicimi vzorky. Odecitani vysledkt z agar6zového gelu po restrikénim Stépeni
vzorkdl muze byt do znacné miry subjektivni, pokud nejsou pruhy zcela zfejmé, a proto
bylo potfeba u nekterych vzorkii upravit mnozstvi enzymu pouzitého pii restrikénim
Sté€peni, aby doslo k dostateénému rozst€peni daného useku DNA a pruhy v gelu tak byly

jasn¢ patrné a vysledky jednoznacné.
Tyto drobné komplikace vSak nemély zadny vliv na kone¢né vysledky této analyzy.

Zjisténé frekvence alel byly pro A 0,32 a pro G 0,68, coz odpovida tomu, co bylo zjisténo
diive na vzorku 100 britskych bélochii, u nichz byla frekvence alel 0,33 A a 0,67 G
(Amoli et al., 2000).

Frekvence alely G zde byla vyssi u osob bez alergie na ofechy ¢i arasidy. To se shoduje
s ptedchozim zjisténim, kde byly testovany déti a bylo prokdzano spojeni mezi alelou A
a alergii na ara$idy, vys$i urovni IgE a t€Z§imi projevy této alergie. Alela A byla taktéz

spojena s vyssi hladinou IgE u alergie na kravské mléko (van Ginkel et al., 2018).

Je to v8ak v rozporu s tim, co bylo zjisténo dfive, kde byla zjisténa frekvence alely G

naopak vys$i u lidi s alergii na ofechy a genotyp G/G byl spojen s téz§imi projevy této

alergie (Amoli et al., 2002).

Souvislost mezi genotypy a zavaznosti projevu alergie zde nebyla zkoumana, nebot’ ani

jedna ze zde vysetienych osob netrpéla tézkymi projevy této alergie.

Kvili nizkému poctu zde vysetienych vzorki nelze z téchto vysledki vyvozovat obecné
platny zavér, zda rizné varianty rs324015 genu STAT6 maji i rizny vliv na vyskyt alergii
na ofechy a arasidy. Navic vzhledem k protichidnym zavérim ptedchozich studii Ize
predpokladat, Ze polymorfismus rs324015 genu STAT6 je sice zapojen do patofyziologie

potravinovych alergii, ale neni spojen s konkrétni potravinou ptedstavujici alergen.

K rutinnimu testovani pacientu s alergii na ofechy a arasidy se tedy toto vySetfeni v praxi
ptilis nehodi. Pro pacienty s touto alergii by bylo piinosné&jsi vyuzit jiné testy, napt. kozni

prick testy nebo stanoveni hladiny specifickych protilatek v séru.
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9 Zavér

V této praci byla pfedstavena problematika alergii na potraviny. Také zde byl popsan gen
STATG, jehoz polymorfismus 2964 G/A (rs324015) ma spojitost s alergii na ofechy
a araSidy, a bioanalytické metody, které byly nasledné pouzity pii vySetieni tohoto
polymorfismu metodou PCR-RFLP, cozZ bylo hlavnim cilem této bakalaiské prace. Cely
postup tohoto vySetieni byl podrobné popsan, od ziskani vzorkd, pies izolaci DNA
Z bukalnich stérti, PCR-RFLP, az po zptisob hodnoceni vysledka. Vysetieno bylo celkem
25 vzorkl, z nichz 16 pochazelo od osob alergickych na ofechy nebo arasidy. Nékolik
vzorkl bylo navic pfipraveno a poslano k osekvenovani, ¢imz byly vysledky piredchoziho
vySetfeni oveéfeny. Na zavér byly tyto vysledky vyhodnoceny pomoci programu BioEdit

a databaze NCBI.

Zastoupeni genotypll ve vySetfovaném souboru bylo 4 % A/A, 56 % A/G a 40 % G/G
a frekvence alely A byla tedy 0,32 a frekvence alely G 0,68. Tyto vysledky se nijak

vyznamné nelisily od analyz provedenych dfive v evropské populaci.

Tato prace je spiSe pilotni studii, jejimz cilem bylo pfedev§im osvojeni Si nékterych metod
molekularni biologie, vySetieni polymorfismu 2964 G/A v genu STAT6 metodou PCR-
RFLP u dvaceti péti vzorki, ovéteni tfi vzorkli metodou sekvenovani formou sluzby,
analyza ziskanych vysledkdi a jejich vyhodnoceni v kontextu pfitomnosti alergie

na otechy a arasidy. Tyto cile tedy byly naplnény.

V dal§im vyzkumu by bylo vhodné vysSetfit genotypy u vétSiho souboru osob a zaméfit
se, krom¢ alergie na ofechy a araSidy, na vice parametrl, napf. i jiné alergie, a zaroven

také vySetfit hladinu téchto specifickych IgE v séru.
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11  Seznam zkratek

DBPCFC dvojité slepy placebem kontrolovany provokacni test
ddNTP dideoxyribonukleosidtrifosfat

DNA deoxyribonukleova kyselina

dsDNA dvousroubovice DNA

IgE imunoglobulin tfidy E

IL-4 interleukin-4

IL-13 interleukin-13

INF-a interferon-alfa

INF-y interferon-gama

PCR polymerazova fetézova reakce

RFLP polymorfismus délky restrikénich fragmentt
SNP jednonukleotidovy polymorfismus

sSDNA jednotetézcova DNA

STAT signal transducer and activator of transcription
STAT6 signal transducer and activator of transcription 6
UTR netranslatovana oblast (untranslated region)

uv ultrafialove
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