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Laktozova intolerance a jeji geneticka vySetieni

Abstrakt

Intolerance laktézy byva jednou z nejcastéjSich pfi¢in zdravotnich problému
souvisejicich s konzumaci mléka. Zakladni pficinou této malabsorpce je nedostate¢na
tvorba enzymu laktaza v tenkém stieve, coz vede k neschopnosti §tépit mlécny cukr, tedy

laktozu.

Nedostate¢na tvorba laktazy mize byt geneticky podminéna. V Evropské populaci byly
nalezeny dva jednonukleotidové polymorfismy odpovédné za pretrvavani laktazové

aktivity v dospélosti.

Cilem bakalaiské prace bylo vysetfeni téchto dvou polymorfismti dvéma molekularné
biologickymi metodami a jejich vzajemné srovnani. Konkrétné se jednalo o techniku

reverzni hybridizace na stripech a metodu PCR-RFLP.

V teoretické Casti prace je charakterizovana laktozova intolerance, popsana je napiiklad
zakladni patofyziologie, typy hypolaktazie, mechanismus a hypotézy vzniku laktézové
intolerance. Také je zde uvedena geneticka podstata vzniku hypolaktazie. Soucasti

teoretické Casti jsou i moznosti diagnostiky laktézové intolerance.

V praktické ¢asti jsou zpracovany vlastni vysledky prace. Vysetfovany soubor tvotilo 20
vzorkd ziskanych od dobrovolniki S podezienim na lakt6zovou intoleranci. U 39 %
vzorku se vyskytoval vysledny genotyp CC/GG, ktery souvisi s laktézovou intoleranci.
Genotyp TT/AA, souvisejici s toleranci laktozy, se ve vySetfovaném souboru nachazel v
28 %. Heterozygotni genotyp CT/AG se vyskytoval ve 22 %. U zbylych 11 % byly

prokazany jiné varianty.

Pro stanoveni diagnozy laktozové intolerance jsou vhodné obé z pouzitych metod.
Ackoliv metoda reverzni hybridizace neni standardné vyuzivana pro stanoveni diagnozy

hypolaktazie, osvédc¢ila se jako spolehlivéjsi. Vysledky ziskané touto technikou

vychazely pfesnéji nez rutinné vyuzivanou metodou PCR-RFLP.
Klicova slova

Laktozova intolerance; polymorfismy C/T 13.910 a G/A 22.018; PCR-RFLP; reverzni

hybridizace na stripech



Lactose intolerance and genetic testing

Abstract

Lactose intolerance tends to be one of the most frequent health conditions related to the
intake of milk. The essential cause of this malabsorption is the inadequate production of
the lactase enzyme by the small intestine, which leads to the inability to break down the
disaccharide contained in milk — lactose.

The inadequate production of lactase may be conditioned genetically. Two single
nukleotide polymorphisms were found in the European population that are responsible

for the retention of lactase aktivity through adulthood.

The aim of the thesis was to use the methods of molecular biology to assess and compare
the two polymorphisms. Specifically, the two methods were reverse hybridization on
strips and PCR-RFLP method.

The thoretical part characterizes lactose intolerance, which includes the description of
basic pathophysiology, the types of hypolactasia, the mechanisms of and hypotheses

related to acquiring lactose intolerance.

The empirical part presents the results of the study. The studied population consisted of
20 samples obtained from volunteers with suspected lactose intolerance. The CC/GG
genotype, which is connected to lactose intolerance, was found in 39 % of the population.
The TT/AA genotype, connected to lactose tolerance, was found in 28 % of the samples.
The heterozygote genotype CT/AG was identified in 22 % and other variants were found

in the remaining 11 % of the population.

Both methods are appropriate for the assessment of lactose intolerance. Although the
method of reverse hybridization is not commonly used for the diagnosis of hypolactasia,
it proved to be more reliable. The results obtained by this technique were more consistent
than results arrived at by the commonly used PCR-RFLP method.

Keywords

Lactose intolerance; polymorphisms C/T 13.910 and G/A 22.018; PCR-RFLP; reverse

hybridization on strips
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1. Uvod

Potravinové intolerance jsou v soucasnosti velmi diskutovanym tématem, a to zejména z
divodu, ze pravé potravinové intolerance maji v patologii riznych lidskych nemoci a

problému vyznamnou roli a ¢asto i snadné feseni.

Mezi nejcastéjsi potravinové intolerance patii intolerance laktozy, kterou trpi asi 70 %
svétové populace (Fojik et al, 2013). Hlavni pii¢inou laktézové intolerance je enzymova
deficience, konkrétné se jedna o nedostate¢nou tvorbu enzymu laktaza v tenkém stieve.
Tento deficit ma za nasledek neschopnost stépit laktézu na vstiebatelné monosacharidy —
glukozu a galaktozu. U postizenych 0sob vede uvedeny nedostatek enzymu k zalude¢nim
a stfevnim potizim, typické jsou bolesti bficha a nadymani (Svacina et al, 2010,
Fritzscheova, 2015). Dusledky hypolaktazie mohou vést v dospélosti az k rozvoji

osteopordzy (Fojik et al, 2013).

Neschopnost téla stépit laktozu muze byt zptisobena nékolika Ciniteli. Z toho dtivodu jsou
popsany tii typy laktozové intolerance — kongenitalni, primarni a sekundarni. Z téchto
forem je nejcastéjsi primarni nedostatek laktazy, ktery je podminén geneticky (Madry et
al, 2010).

V Evropské populaci byly nalezeny dva jednonukleotidové polymorfismy (SNP)
odpovédné za pretrvavani laktazové aktivity v dospélosti. Konkrétné se jedna o
polymorfismy C/T 13.910 a G/A 22.018, které se vyskytuji v intronech genu MCM6
(Friedrich et al, 2012). Prave tyto SNP byly testovany v ramci praktické Casti této prace.
Vysetfeni bylo provedeno dvéma metodami, konkrétné se jednalo o techniky reverzni
hybridizace na stripech a PCR-RFLP.

Jednim z cild prace bylo srovnani téchto dvou pouzitych metod, pii¢emz bylo
predpokladano, ze metodou reverzni hybridizace ptjde vysledny genotyp urcit 1épe nez
metodou PCR-RFLP.

Laktozova intolerance je Casto zaménovana s alergii na bilkovinu kravského mléka. Tato
alergie se vsak v populaci vyskytuje pouze ziidka. | kdyz jsou projevy laktozové
intolerance a alergie obdobné, podstata i feseni se velmi 1isi. Alergie je vyvolana imunitni
reakci na mlécné bilkoviny, nejcastéji na bilkovinu kasein, zatimco laktézova intolerance

je enzymova deficience, které se neticastni imunitni reakce (Lam et al, 2008).



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Zakladni patofyziologie

2.1.1 Laktoza

Laktoza (obr. 1), znama také jako mlécény cukr (Saccharum lactis), se fadi mezi
disacharidy. Je tedy tvofena dvéma jednoduchymi sacharidy, D-glukézou a D-
galaktdzou, které jsou navzajem spojeny B-1,4 glykosidickou vazbou (Stransky a Rysava,
2014).

Obrazek 1: Strukturni vzorec laktozy. Zdroj: vlastni.

Prvni zaznam 0 mlééném cukru se objevuje v dile ,,Encyclopaedia hermetico-dogmatica®,
z roku 1615. Autorem je italsky lékai Fabrizio Bartoletti. Dal§i zminku o laktoze
nachazime v lékaiskych knihach z 18. stoleti, kde je doporu¢ovana jako prostiedek proti

bolestem a kie¢im (Stransky a Rysava, 2014).

Laktéza je ve své puvodni formé pro nas organismus zbyte¢na. Prospésnou se nam stava
teprve, kdyz je rozsté€pena na jiz zminéné monosacharidy. Ke stépeni dochazi az v tenkém
stfevé pomoci enzymu laktazy. Uvolnéna glukoza i galaktoza jsou pak absorbovany do
krevniho ob&hu pomoci stfevnich enterocyti (Fritzscheova, 2015). Galaktoza se stava
soucasti glykoproteint a glykolipidd, glukéza je vyuzita jako zdroj energie (Fojik et al,
2013).

Laktoza se vyskytuje v mléce témét vSech savcl, vyjimku tvoii Ivoun kalifornsky
(Zalophus californianus), ktery patii do celedi lachtanovitych (Otariidae) (Stransky a
Rysava, 2014). Mléko je v prvnich tydnech zivota savcu jedinou potravou, a proto je
zivotn¢ dulezitym zdrojem energie. Mléko riznych druhd ma vSak charakteristické

koncentrace laktozy, bilkovin a tuku (tab. 1). Rozdilné poméry Zivin jsou nastaveny podle
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potieby danych kojenct. Lidské matetské mléko obsahuje nejvyssi koncentraci laktozy
mezi savci. A to hlavné z divodu velké potieby energie kojence na vyvoj mozku (Madry
et al, 2010, Fritzscheova, 2015).

Tabulka 1: Obsah latek v mléce u vybranych savca (g / 100 g)

Druh mléka | [aktéza Bilkovina Tuk

Lidské 49-95 1,0-14 3,5-4,6
Kobyli 6,2 21-23 1,3-20
Buvoli 4,9 4.0 8,0

Ovdi 4,3-5.2 5,0-11,6 2,0-13,0
Kravské 4,4-4,8 3,1-37 3,6-3,9
Kozi 40-49 29-47 34-51

(Fritzscheova, 2015)

Jestlize se laktoza v tenkém stieve $tépi zcela, prispiva télu stejné jako ostatni sacharidy
kalorickou hodnotou 4 kcal/g. V mnoha piipadech zde vsak laktdza neni §tépena vitbec
nebo ¢asteéné. Pokud nemuize dojit ke $té€peni, tak se nestravena laktoza dostava z tenkého
stieva do stieva tlustého, které je osidleno mnoha bakteriemi. Z bakterialni fermentace

laktozy v tlustém stieve ziska ¢lovek piiblizné 2 kcal/g (Schaafsma, 2008).

Hydrolyzou laktozy v tlustém stfevé vznika Kyselina mlécna, ktera zde vytvari kyselé
prostiedi. Snizeni pH posiluje rist potiebnych mikrobialnich kmeni (napft. laktobacilit).
Toto prostiedi zaroven brani mnozeni nezadoucich paraziti 1 patogennich
mikroorganismii. Timto zpisobem muze mléény cukr pomoci k znovuobnoveni
fyziologické stievni mikroflory, naptiklad po prodélané stievni infekci. Lakt6za ma tedy

prebiotické vlastnosti (Stransky a Rysava 2014).

Mlé¢ny cukr se také podili na ptijmu zivotné dilezité mineralni latky, vapniku. Za
vstiebavani vapniku neni zcela odpovédna laktoza, nybrz produkt jejiho Stépeni, kyselina
mlécna. Snizenim pH ve stfeveé se zlepSuje rozpustnost a tim i vyuzitelnost této mineralni
latky. Vapnik ma dulezitou funkci v tvorbé a mineralizaci kosti a zubt. Dale se tcastni
procesu srazeni krve, aktivaci enzymu a pfevodu nervovych vzruchii (Stransky a Rysava
2014, Fritzscheova, 2015).
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21.2 Laktaza

Laktaza-phlorizin hydrolaza, bézn¢ znama jako laktaza nebo také beta-galaktosidaza je
enzym nachazejici se v buikach tenkého stieva. Jak jiz bylo feceno, tento enzym je
zodpovédny za $tépeni laktdzy na vstiebatelné monosacharidy glukozu a galaktozu (obr.
2) (Madry et al, 2010).

—OH —OH —OH —OH
o) o} o)
OH i H OH OH 4 OH H 9 OH
H
0 Enzym laktaza + o

OH H OH H H,0 OH H OH H
o H H H H OH H

H OH H OH H OH H OH

Laktdza Galaktdza Glukdza

Obrazek 2: Hydrolyza laktozy enzymem laktaza. Zdroj: vlastni.

Laktaza je pritomna na povrchu kartaGového lemu enterocytii v tenkém stieveé. NejveEtsi
exprese tohoto enzymu byla nalezena ve stiedni Casti jejuna. V jejunu je nizka

koncentrace bakterii, proto je zde minimalni Sance zkvaseni laktozy (Madry et al, 2010).

Laktaza ma dvé aktivni mista. V jednom misté probiha hydrolyza laktozy a v dal$im

rozklad phlorizinu (aryl-alfa glukosid) a glykolipidu (Fojik et al, 2013).

Tvorba laktazy je podminéna geneticky. Je pfitomna jiz u plodu, kde postupné dozrava
do aktivni formy, aktivita se zvysuje az do 34. tydne t€hotenstvi. Pti narozeni je exprese
laktazy na svém vrcholu. Nicméné béhem nékolika prvnich mésicti Zivota se aktivita
laktazy snizuje. V ramci niz§i konzumace mléka po odstaveni od kojeni klesa az na
nedetekovatelné hladiny. Aktivita laktazy ptetrvava v dospélosti asi u 30 % celkové

svétové populace (Lomer et al, 2007).

Aktivitu laktazy ovlivigje i etnicky pivod. Napiiklad dospéla bila populace se vyznacuje
vysokou aktivitou v priabéhu celého Zivota (Fojik et al, 2013). Je-li divodem nedostatecné
aktivity laktazy jeji snizené mnozstvi ve stfevni sliznici, nezvysime tuto aktivitu ani

dostate¢nym piisunem laktozy (Stransky a Rysava, 2014).

2.2 Mechanismus laktézové intolerance
Jak jiz bylo zminéno, laktézova intolerance je zptisobena nedostatkem enzymu laktaza v
kicich tenkého stfeva. Nedostatek tohoto enzymu vede k hromadéni nevstiebatelné
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laktozy ve stievnim traktu. Pokud neni laktdza rozstépena, dochazi pomoci bakterii stieva
k jeji fermentaci, coz ma za nasledek vznik mastnych kyselin s kratkym fetézcem. Pri
tomto procesu dochazi také k tvorbé plynt, zejména vodiku, oxidu uhli¢itého a methanu.
Uvedené plyny pak zptsobuji typické piiznaky laktdézové intolerance (Deng et al, 2015).
Vodik krvi putuje do plic, odkud je odstranén z t¢la vydechnutim. Toho se muze vyuzit

pfi stanoveni diagnozy jako jeden z ukazateld hypolaktazie (Fritzscheova, 2015).

Nehydrolyzovana laktéza v tenkém streve také zplisobuje zvySené osmotické zatizeni a
zvySuje obsah vody ve stievé, coz je pfi¢inou charakteristickych prujmu (Deng et al,
2015).

| pfes to mize vétsSina 0S0b S nesnasenlivosti mlééného cukru tolerovat malé mnozstvi
laktozy (méné nez 12 g, coz odpovida jednomu salku) (Deng et al, 2015). Nékteti mohou
dokonce konzumovat vétsi mnozstvi a nezaznamenaji zadné negativni symptomy. Pro
ucinny metabolismus a vyuziti laktdzy je nezbytna alespon 50% aktivita laktazy (Madry
et al, 2010).

Dalsim faktorem, ktery muze hrat roli pti toleranci mlééného cukru, je jeho pravidelny

ptijem Vv potravé. Tolerance miize byt také vyvolana adaptaci stievni flory (Deng et al,
2015).

2.3 Typy laktozové intolerance

Neschopnost t¢la stépit laktozu byva zptisobena nékolika ¢initeli. Z toho davodu popisuje
diagnoza laktozové intolerance nékolik druhti. Primarni laktézova intolerance neboli
primarni nedostatek laktazy je pouze jednou z forem této poruchy. Dalsim typem muze
byt kongenitalni laktézova intolerance. Jina oznaceni pro tuto formu jsou také vrozeny
nedostatek laktazy ¢i alaktazie. Tato forma se vyskytuje jen ziidka. Jinym typem je
sekundarni laktézova intolerance, ktera je zptsobena druhotné u pacientt, ktefi trpi

onemocnénim traviciho tstroji (Fritzscheova, 2015).

2.3.1 Vrozeny nedostatek laktdzy (alaktdzie)

Jedna se 0 vzacny a zavazny gastrointestinalni defekt, ktery je zptisoben minimalni
tvorbou laktazy jiz od narozeni (Fojik et al, 2013). Patii mezi monogenni poruchy s
autosomalné recesivnim typem dédi¢nosti. Nejcastéjsi pti¢inou této formy laktozové
intolerance jsou zkracené proteiny, vzniklé v disledku posunu c¢tecich ramct nebo

chybnych mutaci v kodujici oblasti LCT genu (Amiri et al, 2015).
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Aktivita laktazy je ve stfevni sliznici snizena na 0-10 U/g bilkoviny, coz ma jiz pfi prvnim
poziti matetského mléka za nasledek vyskyt charakteristického, vodnatého prijmu. Jedna
se 0 silny osmoticky prijem nasledovany dehydrataci, acidézou a ztratou hmotnosti.
Navzdory témto priznakim jsou kojenci s touto poruchou vitalni a hladovi. Po
dodrzované bezlaktozové dieté symptomy rychle ustupuji a déti normalné rostou a maji

také normalni psychomotoricky vyvoj (Kuokkanen et al, 2006).

Vyskyt alaktazie se uvadi 1 : 60 000 a patti mezi 36 vzacnych monogennich poruch
(Kuokkanen et al, 2006). Celosvétove bylo popsano asi jen 40 pripadi (Fojik et al, 2013).

2.3.2  Primdrni nedostatek laktdzy

Tato forma laktozové intolerance postihuje piiblizn¢ 70 % celkové svétové populace
(Fojik et al, 2013). Primarni nedostatek laktazy je bézna autosomalné recesivni porucha,
ktera je zpusobena fyziologickym poklesem aktivity laktazy béhem vyvoje. VéEtsinou se
rozviji po ukonéeni kojeni do patého roku zivota (Enattah et al, 2007, Kuokkanen et al,
2003).

Za stalost laktazy v prubéhu zivota odpovidaji autosomalné dominantni alely genu LCT.
S perzistenci laktazy v kavkazské populaci piimo souvisi dva jednonukleotidové
polymorfismy, C/T 13.910 a G/A 22.018. Zvlastnosti je, ze se tyto polymorfismy
nevyskytuji pfimo v genu LCT, ale byly nalezeny v intronech sousedniho genu MCM6
(Friedrich et al, 2012). Zajimavé také je, ze v africké populaci byly objeveny odlisné
polymorfismy souvisejici se snasenlivosti laktozy, polymorfismus C/T 13.910 se zde
vyskytuje pouze s malou Cetnosti (Amiri et al, 2015). Genetickd podstata laktozové

intolerance je vice rozebrana v jiné kapitole.

Symptomy lidi trpicich primarnim nedostatkem laktazy se pohybuji od mirnych pfiznak
az po tézky prijem, ktery pozdé&ji piisobi tibytek hmotnosti. Ne vSichni postiZeni timto
typem laktozové intolerance vykazuji stejné priznaky. Obecné plati, Ze intenzita
symptoml souvisi S konzumovanym mnozstvim laktéozy a potravin, které obsahuji

mlécny cukr (Amiri et al, 2015).

Ukazalo se, ze pacienti, ktefi maji minimalni laktazovou aktivitu jsou vice nachylni k
nékterym gastrointestindlnim onemocnénim. Piikladem mutize byt syndrom drazdivého

tracniku (Amiri et al, 2015).
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2.3.3 Sekunddrni nedostatek laktazy

Na rozdil od ptedchozich popsanych forem neni sekundarni nedostatek laktazy podminén
geneticky (Fritzscheova, 2015). Tento typ intolerance vznika v dusledku snizené
produkce laktazy v tenkém stievé v souvislosti s gastrointestinalnim onemocnénim,

urazem Nnebo chirurgickym zakrokem (Madry et al, 2010).

Mezi onemocnéni spojena S timto druhem hypolaktazie patii naptiklad Crohnova nemoc
a celiakie. Dalsim vinikem sekundarniho nedostatku laktazy maze byt parazitarni infekce
¢i jina infek¢ni onemocnéni traviciho traktu spojena naptiklad s uzivanim nékterych 1éku.
Tato forma laktozové intolerance muze také vzniknout nasledkem chemoterapie ¢i
ozafovani (Amiri et al, 2015). Z tohoto divodu se tento typ intolerance oznacuje také

jako ziskany nedostatek laktazy.

Po odeznéni gastrointestinalniho onemocnéni, ¢i po jeho Uspésném zaléCeni je stievni
sliznice ve vétsin¢ pripadd opét schopna produkovat dostate¢né mnozstvi laktazy. Proto

je obvykle sekundarni nedostatek laktazy pouze prechodnym stavem (Fojik et al, 2013).

2.4 Prevalence

V prubéhu nékolika let byly provadény pruzkumy vyskytu fenotypt laktazové perzistence
v mnoha populacich po celém svété. Vyzkum odhalil, Zze nestala hladina laktazy je
nejcastéji se vyskytujici fenotyp u ¢loveéka a asi 70 % svétové populace trpi laktozovou
intoleranci. Dal§im vysledkem popisovaného prizkumu je tvrzeni, ze vznik laktézové
intolerance vyrazné ovliviiuje etnicky pivod. Pricemz stala hladina laktazy v pribéhu
Zivota je bézna pouze u populaci s dlouhou historii pastevectvi a chovem dobytka. Na
zaklad¢ toho byla vytvofena ,,Kulturné — historickd hypotéza“, které je vénovana cast

nasledujici kapitoly (Ingram et al, 2009).

Stalost laktazy ma nejvétsi Cetnost vV severozapadni Evropé. Smérem na jih a vychod
postupné klesa (obr. 3). V nekterych zemich Asie dosahuje prevalence primarni laktozové
intolerance az 100 %. U jedinct bilé populace severni Evropy, severni Ameriky a

Australie je prevalence pouze od 5 do 17 % (Fojik et al, 2013).

V Africe je Cetnost fenotypu laktazové perzistence nepravidelna. Byly totiz nalezeny
nekteré koCovné, pastevecké kmeny, které mély vysokou hladinu laktazy, ve srovnani s

jinymi socialnimi skupinami zijicimi ve stejné zemi (Ingram et al, 2009).
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Zajimavé je, ze U 0SOb se smiSenym etnickym pivodem je sledovan nizsi vyskyt
intolerance (Fojik et al, 2013).

Obrazek 3: Prevalence laktozové intolerance u dospélych osob ve svété. Zdroj: Kocna a
Dvorak, 2010.

2.5 Hypotézy vzniku laktézové tolerance

Vime, ze pokles aktivity laktazy je podminén geneticky. Pro¢ se tedy prevalence
hypolaktazie v jednotlivych populacich tolik 1isi? Jediné vysvétleni na polozZenou otazku
je, ze musely a stale musi existovat urcité faktory, které k tomuto rozdilu prevalenci vedou
nékolik tisic let. Tyto faktory se mohou u riznych populaci lisit, ale zaroven musi

néjakym zplisobem souviset s konzumaci mléka nebo vyrobkl z néj vytvorenych.

Mléko bylo v nékterych populacich z riznych divodt dilezitou slozkou potravy. Proto
je jasné, ze u ¢lend téchto populaci byla tolerance laktozy velkou vyhodou. Lidé snasejici
mlécny cukr museli tedy nést ve svém genotypu mutaci pro laktézovou perzistenci. V
prubéhu nékolika generaci pak doslo k selekci téchto prospésnych mutaci a ty byly dale

pfedavany potomkim.

Z duvodu velkého mnozstvi mutaci, které zvyhodnuji traveni laktozy existuje nékolik
hypotéz vzniku laktézové tolerance. Jednotlivé teorie se navzajem svym zpuisobem
nevylucuji, naopak se doplnuji, protoze ani jedna sama neobjasni vznik tolerance laktozy

V celosvétovém meéritku.
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2.5.1 Kulturné-historickd hypotéza

Vice nez pied ctyticeti lety Simoons a McCracken nezavisle na sobé vypracovali
“kulturné-historickou hypotézu®, ktera je v dneSni dobé nejvice podporovanou teorii
vzniku laktozové tolerance. Hlavni mysSlenkou této hypotézy je, Ze vzrust laktazové
perzistence se vyvijel spolecné s poc¢atkem konzumace mléka (Sahi, 2001, Ingram et al,
2009).

Tato hypotéza tudiz Gzce souvisi S pocatkem chovu mlécného skotu, tedy s dobou
ptiblizné pted 10 000 lety. Kulturné-historickd hypotéza tvrdi, ze u populaci, které
chovaly mléény skot a pravidelné konzumovaly mléko a mlé¢né vyrobky, se postupné
zaCala zvySovat schopnost produkovat laktazu i v dospélosti (Khabarova et al, 2012).
Lidé, u kterych pretrvala aktivita laktazy, ziskavali selektivni vyhody oproti lidem, ktefi
trpé€li laktozovou intoleranci. Tito lidé mohli 1épe vyuzivat ziviny a vitaminy z mléka, bez
zaZivacich obtizi. Také v dob¢ oslabeni organismu, napiiklad v obdobi epidemie cholery,
travici obtize zbyteéné nezatézovaly organismus, tim méli lidé, kteti byli tolerantni vici
laktoze, vy$si moznost preziti. Nejspis méli i vice potomki nez jedinci trpici laktozovou
intoleranci. Tato mutace zacala byt nutricné prospéS$na a postupné zacala ziskavat i lepsi

pozici v lidském genomu (Swallow, 2003, Khabarova et al, 2012).

Tato hypotéza vsak nevysvétluje ptivod hypolaktazie po celém svété. Naptiklad v Etiopii,
kde je hojn¢ vyuzivano kravské i velbloudi mléko, je vysoka prevalence laktozové
intolerance. Jednim z vysvétleni vysokého podilu malabsorpce v této zemi je, Ze historie
pastevectvi zde neni tak dlouha, aby se mutace pevné zaclenily do genomu (Swallow,
2003).

2.5.2  Aridni klima a poustni nomadi
Jedna z dalsich hypotéz vzniku lakt6zové tolerance byla vyslovena autory Cookem a Al-

Torkim v roce 1975. Tito autoii popsali vznik laktozové perzistence u poustnich nomadu.

V poustnich podminkach, kde jsou voda i jidlo velmi vzacné, pouzivaly kocovné kmeny
své velbloudy nejen jako dopravni prostiedek, ale vyuzivaly také jejich mléko, jako zdroj
zivin. Tato zvifata jsou schopna piezit i vice nez dva tydny bez jidla a vody, a to diky

zasobam tuku obsazenych Vv jejich hrbech.

Lidé, ktefi toleruji laktdozu, maji vV poustnich podminkach zna¢nou vyhodu. Mohou

vyuzivat velbloudi mléko jako zdroj zivin.
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Tato hypotéza vsak nevysvétluje vysoké rozsifeni mutaci v severni Evropé, proto jsou

upiednostinovany jiné teorie vzniku laktozové tolerance (Ingram et al, 2009).

2.5.3 Nedostatek vitaminu D
Tuto hypotézu navrhli roku 1973 autofi Flatz a Rotthauwe, kteti studovali vznik

laktozové tolerance v severni Evropé, kde je pravé tato mutace nejvice rozsifena.

Nizka troven slune¢niho zafeni je ve vysokych zemépisnych Sifkach spojovana se
zvySenym rizikem vzniku k¥ivice a osteomalacie pro nedostate¢nou tvorbu vitaminu D.
Pravé tento vitamin je vychozi latkou pro syntézu kalcitriolu, coz je hormon, ktery
vyznamné ovlivituje metabolismus vapniku a fosforu. Za normalnich okolnosti se vitamin
D syntetizuje v kuzi, ptisobenim slune¢niho zafeni. Pfi nizké slune¢ni expozici mize byt
jeho piijem nahrazen z mléka, kde se v malém mnozstvi nachazi (Ingram et al, 2009,
Khabarova et al, 2012).

Z toho vyplyva, Ze jedinci, ktefi jsou tolerantni vici laktoze, 1épe vstiebavaji vapnik, tim
padem maji podstatné méné potizi s kiivici a kostnimi deformitami nez lidé intolerantni
vici mléénému cukru. Ti sice mohou ziskat vapnik z mlé¢nych vyrobkd se snizenym
obsahem laktozy, ale schopnost pit Cerstvé mléko je vyhodnéjsi. Mléko totiz obsahuje

mnohé dalsi dilezité slozky (Ingram et al, 2009).

2.6 Geneticka podstata laktozové intolerance

Jiz na pocatku sedmdesatych let bylo zjisténo, Ze tolerance laktozy ma geneticky ptivod.
Za stalost laktazy v prubéhu zivota odpovidaji autosomalné dominantni alely genu LCT.
Exprese genu LCT je regulovana jak transkripénimi, tak posttranskripénimi mechanismy.
Regulace zahrnuje i cis-pusobici prvky, které fidi podobu laktazy jesté pted narozenim
(Waud et al, 2008).

Prvni objevenou mutaci, spojovanou s laktdézovou toleranci, byla alela T 13.910. Velmi
dlouhou dobu byla tato alela povazovana za jedinou moznou mutaci. Pravé kvili tomu,
ze vyzkumy mutaci laktézové tolerance probihaly zpoc¢atku hlavné v severni Evropé, kde
je vyskyt této alely nejcetné;jsi. Napiiklad v Africe se alela T 13.910 vyskytuje pouze v

malém mnozstvi (Ingram et al, 2009).

Dalsi alelické varianty, spojované s laktézovou toleranci, byly nelezeny bé&hem
screeningu sekvence enhanceru LCT genu. V prvnich studiich probihajicich v populacich

Stredniho vychodu a Afriky, byly objeveny tfi jednonukleotidové polymorfismy spojené
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s laktazovou perzistenci: C/G 13.907, T/G 13.915 a G/C 14.010. Z nich se v Africe
nejcastéji vyskytuje polymorfismus T/G 13.915 (Liebert et al, 2016).

V oblasti enhanceru bylo nalezeno jesté nékolik dalsich alelickych variant. U nékterych

byla spojitost s laktézovou toleranci prokazana, u jinych nikoliv (Liebert et al, 2016).

V kavkazské populaci je pretrvavani aktivity laktazy spojeno zejména se dvéma
polymorfismy, C/T 13.910 a G/A 22.018. Zvlastnosti je, Ze se tyto polymorfismy
nevyskytuji piimo v genu LCT, ale nachazeji se v devatém a tfinactém intronu genu
MCMBG, piiblizné 14 kb (13.910) a 22 kb (22.018) proti sméru transkripce (upstream) od
promotoru genu LCT (Friedrich et al, 2012). Bylo dokéazano, ze polymorfismus C/T
13.910 je dominantni s alelou C, ptfi¢emz tato alela souvisi s poklesem exprese MRNA,

bez které se nevytvoii enzym laktaza (Fojik et al, 2013).

Osoby s homozygotni formou CC a GG prakticky nemaji v dospélosti zjistitelnou hladinu
laktazy ve stievnim epitelu, zatimco homozygoti s TT nebo AA maji aktivitu laktazy
celozivotné stalou. Jedinci s heterozygotni formou obou mutaci vykazuji stfedni hladiny
laktazy, jsou vice nachylni k rozvoji intolerance v dob¢ stresu a po gastrointestinalni
infekci. Dukaz popisovaného jevu miizeme najit v in vitro experimentech, které ukazuji
silnou vazbu transkripéniho faktoru na variantu T 13.910, coz mlze mit za nasledek
zvySeni aktivity promotoru genu LCT a také mize zvysit hladinu exprese laktazy ve
stievni sliznici. Varianta T 13.910 je spojena s laktazovou perzistenci, a to vétSinou u

jedinct evropského pivodu (Amiri et al, 2015).

2.6.1 GenLCT aMCM6

Gen LCT odpovida za stalost laktazy v prubéhu zivota. LCT gen je slozen ze 17 exond,
je piiblizn¢ 49 kb velky a nachazi se na dlouhém raménku druhého chromozomu. Je
umistén na pozici 2921.3 pobliz genu MCM6 (Al-Abri a Bayoumi, 2013).

Gen MCM6 (minichromosome maintenance complex component 6) se také sklada ze 17
exonu. Tento gen #idi transkripci genu LCT. V intronech genu MCM6 byla objevena dvé
polymorfni mista, ktera se ukazala jako dulezita pro regulaci exprese LCT genu.
Konkrétné se jedna o introny 13 a 9. V intronu 13 byl identifikovan polymorfismus C/T
13.910 a v devatém intronu se vyskytuje polymorfismus G/A 22.018 (obr. 4). Bylo
dokazano, ze polymorfismus C/T 13.910 funguje jako zesilujici prvek, schopny aktivovat

transkripci promotoru genu LCT. (Enattah et al, 2002).
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Obrazek 4: Lokalizace polymorfismii asociovanych s aktivitou enzymu laktazy. Zdroj:
Kocna a Dvorak, 2010.

2.7 Ur¢eni diagnézy laktozové intolerance

Existuje vice zpsobu stanoveni diagndzy laktozové intolerance, které mizeme rozdeélit
do dvou skupin, na testy pfimé a nepiimé. Mezi piimé testy fadime vySetieni vzorku
ziskanych jejunalni biopsii (Usai-Satta et al, 2012). Neptimé metody zahrnuji mnoho
typu testd, které maji rizny stupen naroc¢nosti. Od zakladniho expozi¢niho testu, ktery si

muze provést kazdy sam az po genetické vySetieni (Fojik et al, 2013).

2.7.1 Expozicni test

Expozi¢ni test probiha podanim jednoho litru mléka obsahujiciho 50 g laktozy. Pokud se
do ¢tyt hodin projevi gastrointestinalni ptiznaky, ma pacient vysokou pravdépodobnost
intolerance (Fojik et al, 2013).

Expozi¢ni test |1ze provést jednoduse i doma pozitim jednoho hrnku mléka (250 ml mléka
obsahujici 12 g laktozy) (Fojik et al, 2013).

2.7.2  Dechové testy

Dechové testy se fadi mezi nepiimé, neinvazivni metody. Pouzivaji se zejména v
diagnostice v oblasti gastroenterologie. Rozlisujeme dva zakladni typy dechovych testu,
vodikovy a uhlikovy. Jsou zalozené na méfeni koncentrace vodiku (Hz) nebo uhliku (*3C)

ve vydechovaném vzduchu. Po urceni poméru jednotlivych vydechovanych plyni
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mizeme zjistit mnoho dulezitych faktoru tykajicich se traviciho ustroji. Jejich vyhodou

je rychlé provedeni a bezpecna aplikace pro déti i t¢hotné zeny (Kocna, 2006).

2.7.2.1 Vodikovy dechovy test
Pro stanoveni laktozové intolerance se jiz v 70. letech vyuzival vodikovy dechovy test.
Jeho principem je pifimo umérné stoupajici koncentrace vodiku ve vydechovaném

vzduchu Kk hydrolyze laktoézy (Kocna, 2006).

Provedeni vodikového dechového testu je jednoduché. Po vypiti testovaciho roztoku se
méii mnozstvi vodiku ve vydechovaném vzduchu v tficetiminutovych intervalech po
dobu tfi hodin (Fojik et al, 2013). Koncentrace vodiku v dechu je stanovovana metodou

plynové chromatografie nebo pomoci jednoduchych ruénich analyzatorti (Kocna, 2006).

Bohuzel u popisovaného testu nachazime jak fale$né negativni, tak fale$né pozitivni
vysledky. Pfi¢inou fale$sné negativniho vysledku mize byt neschopnost stievni flory
produkovat vodik po poziti neabsorbovatelnych sacharidi nebo po nedavném uziti
antibiotik. Fale$sn¢ negativni vysledek mtizeme najit i U pacientd S plicnimi poruchami.
Falesn¢ pozitivni vysledek je méné Casty. Objevuje se hlavné, kdyz pacient nedodrzi
doporucené postupy pied vysetienim. A to zejména nedodrzeni hladovky nebo poruseni
zakazu kouteni (Usai-Satta et al, 2012).

2.7.2.2 BC izotopovy dechovy test

| u tohoto typu testu jsou odebirany vzorky vydechovaného vzduchu. V téchto vzorcich
je stanovovano mnozstvi izotopu uhliku 3C, coz je marker podavaného vzorku laktozy.
V podavaném mnozstvi laktozy je piesné stanovena hodnota uvedeného izotopu. Tato
hodnota je posléze porovnavana S mnozstvim stejného izotopu ve vydechovaném

vzduchu (Kocna, 2006).

Driive se k uvedenému testu pouzivaly substraty znacené radioaktivnim izotopem uhliku

14C. Ten je dnes ale pIn& nahrazen stabilnim izotopem uhliku *3C (Kocna, 2006).

2.71.3 Laktozovy tolerancni test

Dalsi nepfimou metodou stanoveni diagndzy laktozové malabsorpce je laktdézovy
toleranéni test. Principem uvedeného testu je srovnani hodnoty krevniho cukru pted a po
podani zkusebniho roztoku. ZkuSebni roztok se sklada z padesati grami laktozy
rozpusténé Vv pul litru vody. Po podani zkusebniho roztoku se sleduje hladina glukozy v

krvi po 15, 30, 60 a 90 minutach. Vzestup glykemie vétsi nez 1,4 mmol/l znaéi spravné
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Stépeni laktozy. Nizsi hladina glukozy znamena nedostateéné stépeni mlééného cukru a

tim padem znaci laktozovou intoleranci (Di Rienzo, et al 2013).
Nevyhodou tohoto testu je nutnost nékolikanasobného odebirani krve pacienta.

Laktézovy tolerancni test ma senzitivitu 75 % a specifitu 96 %. Fale$n¢ negativni
vysledky mtzeme sledovat u pacientt trpicich diabetem (Rasinperi et al, 2004, Fojik et
al, 2013).

2.7.4 Jejundlni biopsie

Biopsie sliznice tenkého stieva s imunohistochemickym vySetfenim patii mezi pifimé
metody stanoveni diagnozy laktozové intolerance. Pfi tomto vysetfeni se stanovuje
aktivita laktazy ve sliznici tenkého stfeva, a to ve stupnici: normalni aktivita, lehky,
stiedni a teézky deficit. Po odbéru se vzorky zkoumaji pod mikroskopem a hledaji se

zmény na stievni sliznici (Swallow, 2003, Madry et al, 2010, Fojik et al, 2013).

Problémem popisovaného vySetieni je ale samotny odbér vzorku. Biopticky vzorek se
totiz musi odebrat pii endoskopickém vySetieni, kdy je pacient pii védomi. Cely proces

odbéru vzorku je pracny a pro pacienta nepiijemny (Swallow, 2003, Fojik et al, 2013).

Vyhodou této metody je odliseni sekundarnich pfic¢in deficitu pfi postizeni sliznice, coz

je nejcastéji pii celiakii (Fojik, et al, 2013).

Jelikoz se jedna o0 invazivni postup pro diagnézu tak mirného stavu, pii kterém mohou
byt vysledky ovlivnény diseminaci aktivity laktazy ve sliznici tenkého stieva, postupné
se od této metody ustupuje (Usai-Satta et al, 2012).

2.7.5 Genetické vySetieni laktézové intolerance

Jak jiz bylo feceno, v kavkazské populaci je stalost laktazy spojena zejména se dvéma
polymorfismy, C/T 13.910 a G/A 22.018. Pii genetickém vySetieni laktozové intolerance
se tedy urcuje, zda je v genu MCMG6 ptitomna mutace vedouci ke snizené tvorb¢ laktazy,

¢i nikoliv (Rasinperi et al, 2004).

Vhodnym materialem pro genetické vysetieni této malabsorpce je nesrazena periferni

krev nebo bukalni stér.

Pro detekci mutaci souvisejicich s laktézovou intoleranci se da vyuzit mnoha molekularné

biologickych metod. V nasledujici kapitole jsou uvedeny principy metod PCR-RFLP a
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reverzni hybridizace. Pravé témito metodami vySetieni laktozové intolerance jsem se
zabyvala v praktické casti bakalaiské prace. Dalsi moznosti vySetieni této malabsorpce

mohou byt napiiklad metoda Sangerova sekvenovani, Real-time PCR a dalsi.

Geneticky test je ve srovnani S ostatnimi testy jednoduchy, neinvazivni a nevyvolava
ptiznaky intolerance laktdzy. Je ptesnou a spolehlivou metodou pii potvrzeni nebo

vylouceni hypolaktazie u dospélych osob (Madry et al, 2010).

2.8 Genetické testovani laktézové intolerance

2.8.1 Polymerdzova ietézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce byla poprvé provedena v roce 1983. O dva roky pozdéji
byla zavedena do praxe, coz znamenalo pro obor molekularni biologie obrovsky piinos
srovnatelny napiiklad s objevem restrikénich endonukleaz. O tento objev se zaslouZil
americky védec Kary B. Mullis (Smarda et al, 2005).

Polymerazova ftetézova reakce, z anglického Polymerase Chain Reaction (PCR), je
metoda rychlého a snadného zmnozeni vybraného useku DNA, zaloZzena na principu

replikace nukleovych kyselin.

2.8.1.1 Princip metody

Principem polymerazové fetézové reakce je replikace nukleovych kyselin in vitro.
Podstatou PCR je selektivni amplifikace studovanych tuseki analyzovaného genu
prostiednictvim enzymu DNA polymerdazy. Vybrany tsek DNA je ohrani¢en
oligonukleotidovymi primery, které se vazou na protilehlé fetézce DNA tak, ze jejich
3’konce smé&fuji k sobé. Od téchto primert je zahajena syntéza DNA. Po piidani
nukleotidi a DNA polymerazy probiha enzymova syntéza novych vlaken na obou

fetézcich protismémé (Smarda et al, 2005).

2.8.1.2 DNA polymerdza

Funkci replikazy plnila zpocatku DNA polymeraza | izolovana z E. coli. Uvedeny enzym
se vSak inaktivuje teplotou béhem denaturacniho kroku PCR. Proto se musel ve tietim
kroku kazdého cyklu opétovné ptidavat cerstvy enzym. Hlavni vylepseni PCR proto
pfislo s objevem termostabilni DNA polymerazy v termofilni bakterii Thermus aquaticus.
Tato polymeraza, nazvana Tag-polymeraza zistava béhem denatura¢niho kroku PCR

aktivni, proto se nemusi po kazdém takovém kroku znovu piidavat (Snustad et al, 2009).
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2.8.1.3 Prubéh PCR

V prubéhu PCR se pravideln¢ stiidaji tfi kroky, béhem kterych probihaji tfi odlisné dé&je
s rozdilnymi teplotnimi naroky. Polymerazova fetézova reakce je zahajena pocate¢ni
denaturaci, ktera probiha pii teplotich 92-95 °C. V nasledujicim kroku dochazi k
pfipojeni primerti kK oddélenym fetézcim DNA, tzv. annealing. Teplota pti tomto d¢ji je
individualni, zalezi na slozeni pouzitych primerd. Hodnoty se pohybuji v rozmezi 30-65
°C. Ve tietim kroku dochazi k syntéze novych fetézci DNA prostiednictvim DNA
polymerazy (obr. 5). Teplota posledniho kroku se pohybuje v rozmezi 65-75 °C (Snustad
et al, 2009).

Reakéni smés pro PCR obsahuje pufr udrzujici stabilni pH po celou dobu reakce, dale
DNA slouzici jako templat, termostabilni DNA polymerazu a smés vSech Ctyf
deoxyribonukleotidi. Reak¢éni smés musi také obsahovat minimalné jeden par
oligonukleotidovych primerd komplementarnich k 3’koncovym sekvencim uréeného

useku na obou vlaknech templatové DNA (Ruml et al, 2002).

PCR probiha v zafizeni zvaném termocykler, ve kterém se teplota méni automaticky.
Postupnym opakovanim jednotlivych kroki se exponencialné vytvaii az miliarda kopii
vybraného tGseku. Vysledna koncentrace produktu tedy zavisi na mnozstvi cyklti (Smarda
et al, 2005).

Templatova DNA 2, IO OO 5

1. Denaturace *

(%}
(¥

2. Pfipojeni primerd *

3. Syntéza novych fetézcl *

3TTTITITTTITTTITTTIT I I I I T I I T I I IIT 5°
SRR 37

s R 5

2 3
Ransnnusnnanunnnnnnnsnnsnnnnsl
(R RRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRN)

[P VSR TR P
(PSR PP

Obrazek 5: Pribéh polymerazové fetézové reakce. Zdroj: vlastni.
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2.8.1.4 Vyhody a nevyhody PCR

Pro vyuziti PCR v praxi jsou vyhodné jeji nasledujici prednosti. Vysoka citlivost v uvodu
reakce postacuje velmi malé mnozstvi nukleové kyseliny. Dalsi pfednosti PCR je vysoka
vynosnost, po 30 amplifika¢nich cyklech vznikne vice nez miliarda kopii vybraného
useku DNA. Dalsi vyhodou PCR je relativné kratké trvani celého procesu (Ruml et al,
2002).

Vysoka citlivost PCR je spise fazena mezi prednosti této metody, ale tato vlastnost mize
byt i velkou nevyhodou. A to zejména pii kontaminaci vzorku. | jedina exogenni

molekula posta¢uje pro ziskani faleiné pozitivniho vysledku (Smarda et al, 2005).

Primery musi byt komplementarni ke svému templatovému vlaknu v mistech, které
lemuji cilovy tsek. Proto na jejich ptipravu potfebujeme znat presnou sekvenci bazi
amplifikovaného useku DNA. Tudiz nemtizeme PCR pouzit u genti S neznamou sekvenci.

Tuto skute¢nost miizeme také oznacit jako nevyhodnou (Brown, 2007).

2.8.1.5 Analyza PCR produkti
Na PCR navazuje cela fada dalsich experimentd. Ty se zamé&fuji na studium vysledného
produktu PCR a snazi se ziskat informace o pavodni molekule DNA, ktera byla pouzita

jako templat (Brown, 2007).

Vysledky PCR produkta se ovétuji nebo rovnou hodnoti pomoci agardzové elektroforézy.
Elektroforéza patii v molekularni biologii k nejpouzivanéj§im separaénim technikam.
Principem této metody je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli, pficemz hlavnim
nositelem naboje nukleovych Kyselin jsou negativné nabité fosfatové skupiny. Proto se
nukleové Kyseliny pohybuji v elektrickém poli ke kladné nabité anodé (Smarda et al,
2005).

2.8.1.6 Modifikace PCR
Existuje mnoho riznych modifikaci PCR, které se od sebe navzajem lisi. At uz se jedna
0 odli$nost v uziti specifickych sekvenci primert, rozdilnost v pfisnosti podminek pro

amplifikaci nebo zptisob detekce produktii PCR a mnohé dalsi (Smarda et al, 2005).

Pro stanoveni diagnozy laktozové intolerance se z téchto variant nejcastéji vyuziva PCR-

RFLP, které je vénovana nasledujici kapitola.

24



2.8.2 PCR-RFLP

Lidsky genom obsahuje vice nez tii miliony malych genetickych variaci, zejména se
jedna o jednonukleotidové polymorfismy (SNP). Polymorfismus je variaci v jedné pozici
v sekvenci DNA mezi jednotlivci. S nékterymi SNP se poji uréita onemocnéni, na druhé
stran¢ jsou znamé jednonukleotidové polymorfismy, které nezpiisobuji Zadnou poruchu.
Kvili potfebé vyhledat polymorfismy bylo nezbytné vyvinout techniku, pomoci které by
bylo mozné tyto malé genetické variace dohledat. Pro tento ucel vzniklo n¢kolik metod.
Jednou z nich je pravé PCR-RFLP (Rasmussen, 2012).

Zkratka RFLP pochazi z anglického oznaceni molekularn¢ biologické metody,
Restriction Fragment-Length Polymorphisms, coz se do cestiny pieklada jako
polymorfismus délky restrikénich fragmentd. Pravé diky této metodé muzeme
identifikovat alely na zakladé pritomnosti ¢i absence specifického restrikéniho mista
(Snustad et al, 2009).

V zavislosti na volbé primerti a na vybéru vhodné restrikéni endonukledzy mizeme

provést analyzu jakéhokoliv genu (Smarda et al, 2005).

Pomoci zvolenych primert amplifikujeme studovanou sekvenci daného genu, za piisnych
podminek, pomoci PCR. Vysledné PCR produkty, které maji stejnou délku se kontroluji
elektroforézou v agardézovém gelu. V dalsim kroku jsou amplifikované PCR produkty
Stépeny zvolenou restrikéni endonukleazou. V piipadé bodové mutace v restrikénim
misté toto misto zanika nebo naopak vznika nové. To ma za nasledek vznik fragmentt
DNA riizné velikosti, ty jsou poté znovu elektroforeticky zanalyzovany (Smarda et al,
2005).

Za pomoci enzymi restriktaz dochazi k rozstépeni izolované DNA na fragmenty rozdilné
délky. Restrikéni endonukleazy ¢i restriktazy jsou enzymy, které Stépi DNA na
specifickych mistech. Popisované enzymy jsou izolovany z bakterii, jimz slouzi jako

ochrana pied nezadoucimi viry ¢i plazmidy (Knoll a Vykoukalova, 2002).

Mezi vyhody této metody patii moznost presného uréeni mista mutace. Dalsi vyhodou je
nenaro¢né provedeni a snadna interpretace vysledki. Nevyhodou RFLP je relativné nizka
pravdépodobnost detekce polymorfismu, ktera zavisi na poctu pouzitych enzymu a

velikosti daného polymorfismu. Tato metoda je tedy vhodnéjsi pro geny s vétSim
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polymorfismem. Vyssi Gi¢innosti mtizeme dosahnout kombinaci se sekvenovanim PCR

produktu a naslednym vyhledanim vhodné restriktazy (Knoll a Vykoukalova, 2002).

Zajimavosti na RFLP je, Ze pravé tato metoda se ukazala jako neocenitelna pti konstrukci

podrobnych genetickych map (Snustad et al, 2009).

2.8.3 Reverzni hybridizace

Dalsi metodou detekce bodovych mutaci a SNP je reverzni hybridizace. Tato metoda je
postavena na principu hybridizace jednoietézcovych molekul nukleovych kyselin na
zaklad¢ jejich komplementarity za vzniku molekuly dvoufetézcové. Pticemz jedno
vlakno tvoii vySetfovand DNA. Druhé vldkno ptedstavuje referencni usek DNA 0 znamé

sekvenci, oznacovany jako sonda (Beranek, 2016).

Proces reverzni hybridizace se sklada z nékolika ¢asti. Prvnim krokem této metody je
izolace DNA ze vzorku. Poté dochazi pomoci PCR k amplifikaci cilovych genovych
sekvenci. Nasledn¢ jsou ziskané amplifika¢ni produkty denaturovany, naptiklad pomoci
chemickych cinidel. Jednotliva denaturovana vlakna jsou poté hybridizovana s

referen¢nimi sondami (Zima, 2007).

Existuje nékolik zptsobu vizualizace uspésné hybridizace testované DNA s referencni
sondou. Jednim z nejstarSich je radioaktivni znaceni, které vyuziva nukleotidy s
navazanym radioizotopem. Radioaktivni znaceni bylo z bezpecnostnich duvoda
nahrazeno neradioaktivnim, které funguje na zakladé riznych principt. Piikladem mize
byt princip chemiluminiscence, vyuzivajici upravenych nukleotidi, které se v prubéhu
amplifikace klasicky zac¢leni do nové vznikajiciho vlakna. Tyto nukleotidy obsahuji
vazebny protein, ktery se béhem detekce vaze s partnerskou molekulou s vysokou
afinitou, takovou molekulou mtze byt napiiklad protilatka, ligand nebo jiny protein.
Partnerska molekula je pak konjugovana s fluorescencnim barvivem nebo s enzymem,

ktery zprostiedkuje chemiluminiscenci (Beranek, 2016).

Velice rozsifenym zptisobem neradioaktivniho znaceni je tzv. metoda ABC (avidin-biotin
complex). Principem je oznaceni sekundarni protilatky biotinem, na ktery se navaze
avidin-biotinovy komplex oznaeny kienovou peroxidazou. Na zakladé enzymatické

aktivity peroxidazy pak dojde k zviditelnéni hybridizovaného komplexu (Zima, 2007).
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2.8.3.1 Reverzni hybridizace na stripech

Reverzni hybridizace na stripech je typem reverzni hybridizace vyuzivajici imobilizované
referen¢ni sondy na nitrocelulézovych prouzcich, tzv. stripy (obr. 6). Jednotlivé sondy
jsou ukotveny na stripu pod sebou v paralelnich liniich. Pfi¢emz kazda sonda obsahuje

bud’ béznou (wild type) nebo mutovanou sekvenci DNA (Beranek, 2016).

Tato metoda zac¢ina klasickou amplifikaci studované DNA, pfi které jsou PCR produkty
navic znaceny biotinem. Po dokonceni amplifikace musi dojit k denaturaci produktd, po
které prichazi na fadu hybridiza¢ni krok vyuzivajici principu komplementarity bazi mezi
sondou a studovanym PCR produktem. Pokud neni PCR produkt hybridizovan na strip,
dojde v promyvaci fazi k jeho vymyti. Hybridizovanou sondu poté zviditelnime ptidanim
protilatky proti biotinu. Vysledek testu lze snadno odecist pouhym okem (Matyskova,
Cech, 2009).

— Cerveny marker (horni ¢ast stripu)

| — Kontrola
2 ¢ |mm—> G LCT G/A 22.018
3¢— |l —— T LCT C/T 13.910
MUTANT
4 | — A LCT G/A 22.018
mem| — Zeleny marker (spodni ¢ast stripu)

Obrazek 6: Ukazka stripu pro detekci polymorfismi laktézové intolerance. Zdroj:

vlastni.
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3. Cile prace a hypotézy
3.1 Cile prace

1. MoZnosti testovani laktozové intolerance.

2. VySetfeni pacientd S podezienim na laktozovou intoleranci metodou PCR-RFLP a

zaroven komer¢né dodavanym CE IVD kitem na principu reverzni hybridizace.

3. Srovnani pouzitych vysetfovacich metod.

3.2 Hypotézy

1. Pifedpokladam, ze metodou reverzni hybridizace pajde vysledny genotyp 1épe uréit nez
metodou PCR-RFLP.
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4. Prakticka ¢ast
Prakticka ¢ast této prace byla provedena v molekularné-genetické laboratofi na Zdravotné
socialni fakulté Jihodeské univerzity v Ceskych Budgjovicich pod odbornym vedenim

Ing. Tomase Nixe, Ph.D.

Vychozi biologicky material této prace tvotily vzorky ziskané stérem bunék z bukalni
sliznice. Vzorky byly postupné sbirany v obdobi od 5. 9. 2017 do 9. 2. 2018. VétSinu
vySetifovaného souboru tvofily vzorky ziskané od dobrovolnikti S podezienim na
laktozovou intoleranci. K dispozici byly také vzorky od vybranych pacientii genetické

laboratofe GENLABS, s.r.0., které pro tuto praci poskytla Mgr. Dagmar Bystticka, Ph.D.

K jednotlivvm metoddm bylo nutné vyuziti téchto pfistroju:

- Laminarni box: TELSTAR AV-100

- Sada automatickych mikropipet

- Inkubator: Mini Dry Bath

- Minicentrifuga: Prism™Mini

- Centrifuga: MiniSpin eppendorf

- Vortex mixer: Labnet international, Inc.

- Chladnicka pro laboratorni pouziti

- Spektrofotometr: UV/VIS Shimadzu BioSpec-nano

- Termocykler: MJ Mini™ Personal Thermal Cycler

- Analytické vahy

- Laboratorni sklo

- Mikrovlnna trouba

- Elektroforeticky systém: MS major science Safe Blue MBE-150 PLUS
- UV transiluminator a detekéni systém: Uvitec Cambridge, UVISAVE HD5

- Tiepana vodni lazen: Julabo sw22

4.1 lzolace DNA

Prvnim krokem vétsiny molekularné biologickych metod je izolace DNA z bunék a jejich
separace od ostatnich buné¢nych slozek. Je znamo vice metod izolace nukleovych
kyselin, které jsou zalozeny na rozdilnych principech (Smarda et al, 2005). V praktické
casti této prace byl pro izolaci genomové DNA vyuzit komer¢né dodavany Kit
ExtractNow™ DNA Mini Kit od firmy Minerva Biolabs. Uvedeny kit vyuziva schopnost

nukleové kyseliny vazat se v ptitomnosti chaotropnich soli na silikatovy povrch v
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silikagelové kolonce (piibalova informace k soupravé ExtractNow™ DNA Mini Kit,

2015).

Pro tuspésnou izolaci DNA je zcela klicovy spravny odbér vzorku. Nejcastéjsim

primarnim vzorkem pro izolaci DNA je bud’ nesrazena periferni krev nebo stér z bukalni

sliznice (Smarda et al, 2005). Jako vychozi biologicky material byly v této praci vyuzity

vzorky ziskané z bukalnich stéru.

Reagencie:

Lyzacni pufr: Lysis Buffer C
Proteinaza K: Proteinase K
Vazaci pufr: Binding Buffer C
Promyvaci pufr: Wash Buffer E
Elu¢ni pufr: Elution Buffer A

Pracovni Postup:

Pied zahdjenim samotné izolace byla nastavena sucha lazen na 50 °C.

© © N o g B~ w D
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Vlozit tampon se vzorkem z bukalniho stéru do 1,5 ml mikrozkumavky.
Pridat 400 pl lyza¢niho pufru a 25 pl proteinazy K, vortexovat a stocit.
15 minut inkubovat smés v suché lazni pti 50 °C.

Po dokonéeni inkubace steriln¢ odstranit tampon.

Pridat 200 pl vazaciho pufru a dikladné vortexovat.

Vyslednou smés prevést na kolonku, centrifugovat 2 min. pii 12210 rpm.
Po ukonceni centrifugace vymeénit spodni ¢ast kolonky za novou.

Ptidat 700 pl promyvaciho pufru a centrifugovat 1 min. pii 12210 rpm.
Zopakovat sedmy a osmy Krok.

. Slit filtrat a centrifugovat 2 min. na max.

. Kolonku s navazanou DNA dat do nové 1,5 ml mikrozkumavky oznacéené stitkem.
. Ptidat 100 pl elu¢niho pufru a 5 min. inkubovat pii pokojové teploté.

. Centrifugovat 2 min. pti 9458 rpm.

. Zopakovat dvanacty a tiinacty krok.

. Pro kratkodobé uskladnéni je tifeba izolovanou DNA uchovat pii 4 °C, pro

dlouhodobé pti -20 °C (piibalova informace k soupravé ExtractNow™ DNA Mini
Kit, 2015).
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4.2 Precipitace DNA
Precipitace neboli piec¢isténi nukleovych kyselin je metoda, ktera se vyuziva ve chvili,
kdy jiz mame vyizolovany vzorek DNA a potiebujeme jej zbavit nezadoucich piimeési.

Metoda precipitace se také muze vyuzit v ptipadé potieby zvyseni koncentrace DNA.

Nejcastéjsim zpisobem precipitace DNA je vyuziti octanu sodného v kombinaci s
ethanolem. Pravé tento postup byl vyuzit i v praktické ¢asti této prace. Pracovni postup
je uveden nize. K piecisténi DNA lze také vyuzit jiné soli napiiklad chlorid lithny, octan

amonny a jiné.

Reagencie:
- 3M octan sodny

- 100 % ethanol (pfedchlazeny)
- 75 % ethanol
- PCRvoda

Pracovni postup:

1. Kroztoku DNA ptidat 22 ul 3M octanu sodného, vortexovat a stocit.
Pfidat 2 - 2,5 objemu 100% piredchlazeného ethanolu, tj. 555 pl, vortexovat.
Vyslednou smés inkubovat minimalné 1 hodinu pii teploté -20 °C.
Centrifugovat 20 min. pti 13000 rpm.

Odstranit supernatant.

Pfidat stejny objem 75% ethanolu, tj. 800 ul, promichat.

Centrifugovat 5 min. pti 13000 rpm.

Odstranit supernatant.

Odpatit zbytky ethanolu.

© © N o g bk~ 0w DN

10. Rozpustit ziskany sediment v malém mnozstvi PCR vody.

4.3 Méreni koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla méfena pomoci pfistroje UV/VIS Shimadzu BioSpec-nano.
Uvedeny pfistroj pracuje na principu spektrofotometrie a je vhodny pro kvantifikaci
DNA, RNA a analyzu proteini. Kvantifikace je rychla a jednoducha. Tento model je

vhodny i pro kvantifikaci vzorkti s malym objemem.
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4.4 Reverzni hybridizace na stripech

Pro vysetieni jednonukleotidovych polymorfisma C/T 13.910 a G/A 22.018 byly v této
praci vyuzity dvé metody. Jednou z metod vyuzitych pro vysetieni téchto SNP byla pravé
reverzni hybridizace na stripech. Pro tuto metodu byl pouzit komeréné dodavany CE IVD

kit Lactose Intolerance StripAssay od firmy ViennaLab.

Principem metody je reverzni hybridizace biotinylovaného PCR produktu, za vzniku
barevnych prouzki na stripu, na zaklad¢ pfitomnosti daného polymorfismu u testovaného
jedince. Specificka hybridizace biotinylovanych sekvenci je pak detekovana na stripu
pomoci streptavidin-alkalické fosfatazy a barevného substratu (ptibalova informace k
soupravé CE VD StripAssay, 2015).

Cely pracovni postup byl piesné dodrzen dle krokd uvedenych v manualu, ktery byl

soucasti kitu.

Reagencie:
Veskeré reagencie potiebné k provedeni jednotlivych kroka jsou dodavany v jedné

souprave s vyjimkou DNA polymerazy, ktera je dodavana zvlast'.
- Dilu¢ni pufr: Taq Dilution Buffer
- Amplifika¢ni mix: Amplification Mix
- DNA polymeraza: DreamTag DNA Polymerases
- DNAT
- Hybridiza¢ni pufr: Hybridization Buffer
- Promyvaci roztok A: Wash Solution A
- Konjugacni roztok: Conjugate Solution
- Promyvaci roztok B: Wash Solution B

- Barvici roztok: Color Developer
1. Amplifikace

Pracovni postup:

1. Natedit DNA polymerazu v diluénim pufru na potifebnou koncentraci.
2. Pro kazdy vzorek ptipravit jednu PCR zkumavku.
3. Pro kazdy vzorek pripravit PCR reakéni mix, Ktery se sklada z:

- 15 pl Amplifika¢niho mixu

- 5 pl natedéné Tag DNA Polymerazy
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- 5 ul vyizolované DNA (doporucena koncentrace DNA je 5-40 pg/ml)
4. Uzaviit PCR zkumavky, vlozit je do termocykleru a spustit ptislusny program

(tab. 2).

Tabulka 2: PCR reak¢ni protokol

x Pocet
Krok programu Teplota |Cas cykli
Pocatecni 94 °C 2 min 1 cyklus
denaturace
Denaturace 94 °C 15s
Annealing 58 °C 30s 35 cykla
Extenze 72 °C 30s
Terminalni extenze |72 °C 3 min 1 cyklus
Chlazeni 4°C 10 min 1 cyklus
Do
Chlazeni 16 °C vyndani 1 cyklus
vzorku ze
cykleru

2. Gelova elektroforéza PCR produktii

Dle doporuceni vyrobce byla provedena kontrola PCR produkti na 2,5% agarézovém

gelu.
Reagencie:

- 0,5 x TBE pufr, ptipraven natedénim roztoku 10x TBE buffer

- Agaroza: Top Vision Agarose, thermoscientific

- Ethidium bromid: Ethidium bromide aqueous solution 1% w/v, SERVA

- 10x Loading Buffer

- 100 bp DNA Ladder equalized, Carl Roth GmbH + Co. + Co.KG Karlsruhe

Pracovni postup:

1. Ptipravit 2,5% agar6zovy gel:

- 2,25 g agardzy + 75 ml 0,5 x TBE pufru, vzniklou smés povatit.

© ok~ w N

Gel nechat ztuhnout.
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Smés ochladit pod tekouci vodou na 70 °C.
Pridat 2 pl ethidum bromidu, dobfe promichat.

Pripravenou smés vylit do formy na gel, vzniklé bubliny odstranit.

Vlozit gel do elektroforetické vany s 0,5 x TBE pufrem.




7.

8.
9.

Na gel nanést 10 pl PCR produktu, ktery je pfedem smichan s 2 pl 10x Loading
Bufferu.
Pridat 10 ul 100 bp DNA Ladderu.

Zapnout elektroforézu na 30 minut pti napéti 70 V.

10. Po uplynuti 30 minut ptenést gel na detekéni systém a vyfotit.

3. Hybridizace

Pied zapocetim samotné hybridizace bylo zapotiebi upravit teplotu vodni lazn¢ na 45 °C.

Na stejnou teplotu byl také vytemperovan hybridiza¢ni pufr a promyvaci roztok A.

Ttepana platforma vodni lazné byla nastavena na sttedni frekvenci tfepani, tj. cca 50 rpm.

Pracovni postup:

1.

Napipetovat do spodni ¢asti promyvaciho korytka 10 ul DNAT.
Do kapky DNAT ptidat 10 ul PCR produktu.

2
3. Vznikly roztok promichat pipetou a nechat stat 5 min. pii pokojové teploté.
4,
5
6
7

Do kazdého sloupce korytka pridat 1 ml hybridiza¢niho pufru.
Do prtislusnych sloupct korytka vloZzit oznacené testovaci prouzky.
Prouzky zcela ponofit a inkubovat 30 min. pti 45 °C na tiepané platformé.

Po dokonceni inkubace odsat hybridizacni roztok.

4. Promyvdni

Vsechny kroky promyvaci faze musi probéhnout pii 45 °C na tiepané 1azni.

Pracovni postup:

1.

2
3
4.
5. Zopakovat tieti a ctvrty krok.

Pridat 1 ml pfedehiatého promyvaciho roztoku A, inkubovat 10 sekund.
Po uplynuti 10 sekund odsat veskerou tekutinu.
Ptidat 1 ml ptedehtatého promyvaciho roztoku A, inkubovat 15 minut pii 45 °C.

Po dokonéeni inkubace odsat tekutinu.

5. Barveni

Cela faze barveni musi probéhnout pti pokojové teplote.

Pracovni postup:

1.

Pridat 1 ml konjugacniho roztoku.
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Inkubovat 15 minut na tiepacce pii pokojové teploté.

Po uplynuti 15 minut odsat veskerou tekutinu.

Pridat 1 ml promyvaciho roztoku B, inkubovat 10 sekund pii pokojové teplot¢.
Po uplynuti 10 sekund odsat zbylou tekutinu.

Pridat 1 ml promyvaciho roztoku B.

Inkubovat 5 minut na ttepacce pii pokojové teploté.

Po dokonceni inkubace odsat veskery roztok.

© © N o g bk~ DN

Zopakovat Sesty, sedmy a osmy krok.
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. Pfidat 1 ml barviciho roztoku.

[N
[N

. Inkubovat 15 minut pii pokojové teploté na tiepacce, ve tme.

[EEN
N

. Po uplynuti 15 minut jednotlivé stripy nékolikrat oplachnout destilovanou vodou.

13. Stripy ususit ve tm¢ na filtra¢nim papiru.
6. Vyhodnoceni

Vysledkem reverzni hybridizace jsou fialové prouzky na testovacim stripu. Prouzky se
objevi pouze v piipadé¢, kdyz se vysettovana DNA nahybridizuje k pfislusné sondé
ukotvené na hybridiza¢nim stripu. Vysledky byly odecitany pomoci Sablony, ktera byla
soucasti Kitu (obr. 7, tab. 3).

Kazda mutace, at’ uz v oblasti wild type nebo v oblasti mutant (obr. 6) musi mit alespon
jeden nebo oba prouzky. Dva prouzky v oblasti wild type znamenaji toleranci laktozy.
Dva prouzky v oblasti mutant se vyskytuji u pacientd s laktézovou intoleranci. Dal$im
moznym vysledkem je zabarveni v§ech Ctyf prouzkii na stripu, v takovém ptipadé se jedna
0 heterozygota. Pacienti s takovym vysledkem jsou vice nachylni k rozvoji laktézové
intolerance. Mohou se vyskytnout i kombinace prouzki mezi oblasti mutant a wild type,
napiiklad 1 prouzek ve wild type a dva prouzky v oblasti mutant. Tyto kombinace se
nevyskytuji Casto, protoze vySetiované polymorfismy se vyskytuji v genu MCM6 blizko

u sebe a ve vétsing pripadu se dédi spolecné.

NOR HET HOM

Oblast wild type ---- i -

Oblast mutant ---- - -
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Obrazek 7: Hodnoceni genotypu — vizualizace prouzkii na testovacim stripu. Zdroj:

vlastni.

Tabulka 3: Uréovani genotypti pomoci reverzni hybridizace.

Wild type | Mutant Genotyp

NOR negativni pozitivni tolerance laktozy

HET pozitivni pozitivni heterozygot

HOM pozitivni negativni intolerance laktézy
45 PCR-RFLP

Dalsi vhodnou metodou pro vysetieni jednonukleotidovych polymorfisma C/T 13.910 a
G/A 22.018 je vyuziti principi polymerazové fetézcové reakce a polymorfismu délky

restrikénich fragmenti.

Metoda PCR-RFLP se sklada ze dvou hlavnich krokd. Nejprve se pomoci PCR reakce za
vyuziti dvou ohranicujicich oligonukleotidovych primert amplifikuje vySetfovana oblast
genu. Ve druhém kroku se pak k amplifikovanému tseku piida enzym restriktaza, ktery

Stépi specificky. Vysledek stépeni se pak odecita na 4% agardzovém gelu.

Tato prace je zaméfena na vysetieni dvou nejcastéji se vyskytujicich polymorfisma C/T
13.910 a G/A 22.018 v kavkazské populaci. Pro kazdy polymorfismus musely byt vyuzity
jiné sekvence primeri, odlisné teploty pii amplifikaci v termocykleru a samoziejmé také
razné restrikéni enzymy. Z téchto divodi musely byt testované polymorfismy

vysetfovany oddélené.
VySetieni polymorfismit C/T 13.910 a G/A 22.018 metodou PCR-RFLP

1. Amplifikace

Reagencie:
- Master mix: EmeraldAmp GT PCR Master Mix of firmy Takara

- Primery (20 pmol/ul) od firmy Generi biotech: pro SNP C/T 13.910:
lac 13910 C/T_F a lac 13910 C/T_R, nebo pro SNP G/A 22.018:
lac_22018 G/A_Falac_22018 G/A_R

- Templat DNA

- PCRvoda
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Sekvence primert pro SNP C/T 13.910:

lac_13910 _C/T_F: 5’- GCT GGC AAT ACA GAT AAG ATA ATG GA -3’
lac_13910 C/T_R:5-CTG CTT TGG TTG AAG CGA AGA T -3’ (sekvence primert
byly ziskany ze ¢lanku: Mattar et al, 2008).

Sekvence primeru pro SNP G/A 22.018:

lac_22018 G/A_F:5’- CTC AGT GAT CCT CCC ACC TC -3’
lac_ 22018 G/A _R:5’- CCC CTA CCC TAT CAG TAA AGG C -3” (sekvence primert
byly pievzaty ze ¢lanku: Coelho et al, 2005).

Pracovni postup:

1. Pro kazdy vzorek ptipravit jednu PCR zkumavku.

2. Pro kazdy vzorek piipravit PCR reakéni mix, ktery se sklada z:

25 pl master mixu

22 ul PCR vody

0,5 ul primeru lac_13910 C/T_F, nebo 1 ul primeru lac_22018 G/A_F
0,5 ul primeru lac_13910 C/T_R, nebo 1 ul primeru lac_22018 G/A_R
2 ul vyizolované DNA

3. Uzavtit PCR zkumavky, vlozit je do termocykleru a spustit ptislusny program
(tab. 4).

Tabulka 4: PCR reakéni protokol pro oba polymorfismy soucasné.

Krok programu Teplota Cas Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 95°C 5 min 1 cyklus
Denaturace 95°C 60 s

Annealing 2(7):‘1‘ g S;g gﬁ ggig 60's 35 cykli
Extenze 72 °C 60 s

Terminalni extenze 72 °C 5 min 1 cyklus
Chlazeni 4°C 10 min 1 cyklus

Do vyndani
Chlazeni 16 °C vzorkl ze 1 cyklus
cykleru
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2. Kontrola PCR produktii gelovou elektroforézou

Dle doporuceni byla provedena kontrola PCR produktid gelovou elektroforézou. Ke
kontrole byl vyuzit 2,5 % agar6zovy gel (2,25 g agar6zy + 75 ml 0,5 x TBE pufru). PCR
produkty byly vizualizovany pomoci 2 pl ethidum bromidu. Elektroforéza probihala v

elektroforetické vané s 0,5 x TBE pufrem pii napéti 70 V po dobu 30 minut.

Na gel bylo napipetovano z kazdého vzorku 5 ul amplifika¢nich produktt. Vzorky byly
naneseny na gel se 4 ul 10 x Loading Bufferu. Pro orienta¢ni stanoveni velikosti PCR
produkti byl pouzit 100 bp DNA Ladder. Pticemz velikosti amplifika¢nich produktt by
m¢ély mit délku 201 bp pro polymorfismus C/T 13.910 a 271 bp pro polymorfismus G/A
22.018.

3. Restrikcni Stépeni PCR produktit

Pro detekci polymorfismti C/T 13.910 a G/A 22.018 se pouzivaji restrikéni enzymy

izolované z bakterie Haemophilus influenzae.

Pro SNP C/T 13.910 se uziva enzym oznacovany jako Hinfl. Tento enzym Sstépi
amplifika¢ni produkty na specifické fragmenty v sekvenci 5°... G?ANTC ... 3" nebo na
druhém raménku DNA v sekvenci 3°...CTNA"G ...5".

U polymorfismu G/A 22.018 se pouziva restrikéni enzym oznacovany jako Hin6l. Tato
restriktaza $tépi PCR produkty na fragmenty v sekvenci 5°...G"CGC... 3" nebo na
druhém raménku DNA v sekvenci 3°...CGC"G ...5".

Reagencie pro SNP C/T 13.910:
- Enzym: Hinfl (10U/ ul), ThermoScientific
- Pufr: 10x Buffer R, ThermoScientific

Reagencie pro SNP G/A 22.018
- Enzym: Hin6l (10U/ pul), ThermoScientific
- Pufr: 10x Buffer Tango, ThermoScientific

Pracovni postup:
1. Restrikéni $té€peni PCR produktu pro SNP C/T 13.910 piidat 4,5 pl 10x Buffer R
a 1,5 ul enzymu Hinfl. Pro SNP G/A 22.018 pridat k PCR produktu 4,5 pl 10x
Buffer Tango a 1,5 ul enzymu Hin6l.
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2. Smés zvortexovat a stocit.

3. Smés vlozit do predem vyhtatého inkubatoru nejméné na 1 hodinu pii 37 °C.
4. Gelova elektroforéza

Kontrola rozstépenych amplifika¢nich produktii se provadi na 4% agarézovém gelu.

Reagencie:
1 x TBE pufr, pfipraven nafedénim roztoku 10x TBE buffer

Agardza: Top Vision Agarose, thermoscientific

Ethidium bromid: Ethidium bromide aqueous solution 1% w/v, SERVA
10x Loading Buffer

100 bp DNA Ladder equalized, Carl Roth GmbH + Co. + Co.KG Karlsruhe

Pracovni postup:

1. Ptipravit 4% agarozovy gel:
- 6 gagarozy + 150 ml 1 x TBE pufru, vzniklou smés povatit.
Smés ochladit pod tekouci vodou na 70 °C.
Ptidat 4 pl ethidum bromidu, dobie promichat.
Ptipravenou smés vylit do formy na gel, vzniklé bubliny odstranit.
Gel nechat ztuhnout.
Vlozit gel do elektroforetické vany s 0,5 x TBE pufrem.
Na gel nanést 20 ul PCR produktu.
Pridat 10 ul 100 bp DNA Ladderu.

Zapnout elektroforézu na 30 minut pti napéti 70 V.

© o0 N o g bk~ DN
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. Po uplynuti 30 minut ptenést gel na detekéni systém, zkontrolovat vysledek
pomoci UV svétla a vyfotit. Pokud neni mozné odecist vysledek, vratit gel zpét
do elektroforetické vany, kde ho nechat tak dlouho, dokud neptijde vysledek dobte

VvV w

odecist. Gel kontrolovat v intervalech ptiblizné 20 minut a pribézné fotit.

5. Vyhodnoceni

SNP C/T13.910
Restrikéni enzym Hinfl st€pi PCR produkty, které maji velikosti 201 bp, v sekvenci
GMANTC na fragmenty specifickych velikosti. Pravé podle velikosti téchto fragmentt

muzeme urcit genotyp vysettovaného pacienta (Hubacek et al, 2017).
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Na agar6zovém gelu mizeme vidét:

- Jeden fragment, o velikosti 201 bp. Jedna o genotyp CC.

- Dva fragmenty, o velikosti 177 bp a 24 bp. Zde se jedna se 0 genotyp TT.

- Tt fragmenty, o velikosti 201 bp, 177 bp a 24 bp. Takovy vysledek se oznacuje
jako heterozygot a jedna se o genotyp CT (Hubacek et al, 2017).

SNP G/A 22.018

Enzym Hin6l stépi amplifikacni produkty o velikosti 271 bp, na specifické fragmenty v
sekvenci GM"CGC, podle jejich velikosti pak mizeme urcit vysledny genotyp (Coelho et
al, 2005).

Jsou mozné 3 vysledky $tépeni:

- Na gelu vidime jeden fragment o velikosti 271 bp. V takovém piipad¢ se jedna o
genotyp AA.

- Na gelu jsou viditelné dva fragmenty o velikostech 196 bp a 75 bp. V tomto
ptipadé muzeme tvrdit, Ze se jedna se 0 genotyp GG.

- Na gelu jsou patrné tti fragmenty o velikostech 271 bp, 196 bp a 75 bp. Takovy
vysledek se oznacuje jako heterozygot a jedna se tedy o genotyp GA (Coelho et
al, 2005).
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5. Vysledky
Pro tuto praci byl vysetfen soubor 20 vzorku. Z tohoto souboru byly vsechny vzorky
vySetieny metodou reverzni hybridizace. Metodou PCR-RFLP bylo vysetteno pouze 8

vzorku, divodem byl zejména nedostatek vyizolované DNA.

Vysettované vzorky byly ziskané stérem bunék z bukalni sliznice od dobrovolnika s
podezienim na laktézovou intoleranci. DNA byla izolovana komeréné dodavanym kitem.
Vysledné koncentrace DNA testovanych vzorkd jsou uvedeny v tabulce (tab. 5). Vzorky

s niz8i koncentraci byly zakoncentrovany pomoci vakuové odparky.

Tabulka 5: Koncentrace DNA testovanych vzorkt uvedenych v ng/ul.

vg(;?ll?u Koncentrace [ng/pl] vgc;srllgu Koncentrace [ng/pl]
1 230,9 11 19,6
? 585,6 12 21,7
3 39,8 13 19,1
4 41,7 14 27,3
5 40,6 15 44,3
6 24,8 16 16,2
7 72,9 17 87,6
8 27,1 18 117,3
9 30,6 19 51,2
10 54,1 20 87,8

5.1 Reverzni hybridizace na stripech

Gelova elektroforéza

Amplifika¢ni produkty byly dle doporuceni vyrobce zkontrolovany pomoci gelové
elektroforézy. Na 2,5% agarozovy gel bylo naneseno 10 pl PCR produktd. Po dokonéeni
gelové elektroforézy by mély byt na gelu viditelné dva amplifikacni produkty o
velikostech 142 bp a 319 bp. Priklad vysledku kontroly amplifika¢nich produktd gelovou

elektroforézou je znazornén na obrazku (obr. 8).

41



<«— 319bp
<«— 142 bp

Obrazek 8: Kontrola PCR produktu ziskanych pomoci certifikovaného kitu CE VD
Strip Assay. U vzorkt 3, 4 a 5 se podafilo amplifikovat oba pozadované produkty o
velikosti 142 bp a 319 bp. U vzorku 6 neni patrny zadny produkt. Zdroj: vlastni.

Stanoveni genotypii

Vysledny genotyp testovaného vzorku byl stanoven pomoci Sablony, ktera byla soucasti
Kitu.

Na testovacim stripu se muze po dokonceni reakce objevit maximalné 5 barevnych
prouzka (obr. 9). Pficemz by se po kazdé provedené reakci mél na stripu objevit
minimalné jeden barevny pruh v horni oblasti stripu, v tomto misté je umisténa pozitivni

kontrola. Zbarveni této kontroly znaci spravnou funkci konjugatu a barviciho roztoku.

Pro kazdy polymorfismus jsou na testovacim stripu umistény dva prouzky, jeden v oblasti
mutant, druhy v oblasti wild type. Na zakladé zbarveni téchto prouzkd se stanovuje
vysledny genotyp. Intenzita zbarveni prouzka se muze lisit. Sila zbarveni nema vyznam

pro vysledek, dilezita je ptitomnost signalu.
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Obrazek 9: Vysledné testovaci stripy po provedené reverzni hybridizaci. Zdroj: vlastni.

Jak jiz bylo feceno, vysledkem reverzni hybridizace jsou fialové prouzky na testovacich

stripech. Pro kazdy polymorfismus musi byt viditelny minimaln¢ jeden prouzek, a to bud’
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v oblasti mutant nebo v oblasti wild type. Nékteré¢ mozné vysledky jsou znazornény na
obrazku (obr. 10).
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Obrazek 10: Porovnani moznych vysledki reverzni hybridizace. U jednoho experimentu
(strip ¢. 6) neprobéhla hybridizace. Na strip ¢. 10 nebyl hybridizovan jeden
polymorfismus. U ostatnich stripd (stripy ¢.: 7, 9, 11 a 13) prob&hla hybridizace v

potadku. Zdroj: vlastni.
Polymorfismus C/T 13.910

Laktozova intolerance je v kavkazské populaci nejcastéji zptsobena substituci cytosinu
(C) zathymin (T) na pozici 13.910, kde je alela C standardni a alela T mutantni. Vysledné
genotypy testovanych vzorka jsou uvedeny v tabulce (tab. 6). U dvou experimentt
nedoslo k hybridizaci.

Tabulka 6: Vysledné genotypy pro polymorfismus C/T 13.910 ur¢ené pomoci reverzni
hybridizace na stripech.

Vysledek Genotyp Pocet jedinci
Laktozova tolerance T/T 6
Heterozygot CIT 5
Laktozova intolerance CIC 7
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Polymorfismus G/A 22.018

Dalsi mutace, ktera se v kavkazské populaci poji s vyskytem laktozové intolerance je
mutace G/A 22.018, ktera je zptsobena zaménou guaninu (G) za adenin (A) na pozici
22.018. Vysledné genotypy jsou uvedeny v tabulce (tab. 7). U jednoho experimentu
nedoslo k hybridizaci.

Tabulka 7: Vysledné genotypy pro polymorfismus G/A 22.018 ur¢ené pomoci reverzni

hybridizace na stripech.

Vysledek Genotyp Pocet jedincii
Laktozova tolerance A/A 7
Heterozygot G/A 5
Laktozova intolerance G/G 7

Vysledky reverzni hybridizace pro sledované polymorfismy — C/T 13.910 a G/A 22.018

Celkovy piehled vysledkl stanovenych genotypti pomoci reverzni hybridizace je uveden
v tabulce (tab. 8). Pro tuto praci byl vySetien soubor 20 vzork, z toho u dvou experimentt

nedoslo k hybridizaci.

Tabulka 8: Vysledné genotypy pro oba polymorfismy soucasné.

G/A
AA GA GG
C/T 13.910
TT 5 1 0
CT 1| 4 0
CC 0 0 7

V grafu (obr. 11) jsou uvedeny genotypové frekvence pro oba polymorfismy. Nejéastéji
se vyskytujicim genotypem ve vysetfovaném souboru je genotyp CC/GG, ktery se
vyskytuje s frekvenci cca 39 %. Druhym nejcetnéji Se vyskytujicim genotypem ve
vySetifovaném souboru je genotyp TT/AA, ktery se vyskytuje s frekvenci cca 28 %.
Dalsim castym genotypem je CT/GA, ktery se v testovaném souboru vyskytuje v 22 %.
Genotypy TT/GA a CT/AA se ve vysetfovaném souboru vyskytovaly v 6 %.
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Vysledné genotypy sledovanych polymorfismil
vyjadiené v procentech

39%

0,4
28%
0,3 2206
0.2
0,1 6% 6%
0% - 0% 0% 0%
0 0 4 4 4 A

TT/AA  TT/GA TT/GG CT/AA CT/IGA CT/GG CC/IAA CC/IGA CCIGG

Obrazek 11: Vysledky reverzni hybridizace dvou sledovanych polymorfismii vyjadiené
grafem. Zdroj: vlastni.

5.2 PCR-RFLP

Metodou PCR-RFPL bylo vysetifeno celkem 8 vzorkd. Pied samotnym zapocetim
vySetfeni testovaného souboru metodou PCR-RFLP bylo zapotiebi metodu
zoptimalizovat, a to pro kazdy polymorfismus zvlast. Pro optimalizaci metody byly

pouzity tii referen¢ni vzorky, které nebyly soucasti vySetiovaného souboru.

5.2.1 Polymorfismus G/A 22.018
Optimalizace metody PCR-RFLP pro polymorfismus G/A 22.018

Po dokonceni PCR reakce byly amplifika¢ni produkty zkontrolovany na 2,5%
agarozovém gelu (obr. 12). PCR produkty mély mit velikost 271 bp.

271 bp—»

Obrazek 12: Kontrola PCR produkti na 2,5% agar6zovém gelu. U vSech vzorki vysel
pozadovany produkt o velikosti 271 bp. Zdroj: vlastni.
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Po zkontrolovani amplifika¢nich produktt nasledovalo restrikéni $tépeni, jehoz vysledek

byl posléze ovéten pomoci gelové elektroforézy na 4% agardzovém gelu (obr. 13).

Obrazek 13: Kontrola restrikéniho $tépeni na 4% agar6zovém gelu. U prvniho a téetiho
vzorku vysly dva produkty o velikosti 196 bp a 75 bp, coz odpovida genotypu GG. U
druhého vzorku jsou na gelu patrné ti'i fragmenty o velikostech 271 bp, 196 bp a 75 bp, v
tomto pfipadé se jedna o genotyp GA. Zdroj: vlastni.

VySeti‘eni polymorfismu G/A 22.018 metodou PCR-RFLP

Po uspésné optimalizaci metody, provedené na referen¢nich vzorcich, prob&hlo samotné

vysetieni testovaného souboru, ktery se skladal z 8 vzorkd.

Amplifikaéni produkty byly zkontrolovany pomoci gelové elektroforézy (obr. 14).

10 Ladder 11 13 14 15

E <— 500 bp

G G s 8 <« 271Dbp
- e <« 140 bp

Obrazek 14: Kontrola PCR produkti na 2,5% agardézovém gelu. Pii amplifikacni reakci
doslo k nespecifickému nasednuti primerti a proto jsou na obrazku viditelné slabé
nespecifické PCR produkty o velikostech cca 500 bp a 140 bp. Pozadovany PCR produkt
0 velikosti 271 bp je patrny u vSech testovanych vzorka. Zdroj: vlastni.

Vysledek restrikéniho $té€peni byl zobrazen pomoci gelové elektroforézy (obr. 15).
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Pti kontrole PCR produktt pied stépenim byly na gelu patrné nespecifické amplifika¢ni
produkty o velikostech 500 bp a 140 bp. Tyto nespecifické produkty byly viditelné i pti

kontrole restrikéniho $tépeni. | pfes pfitomnost téchto nespecifickych amplifikanich

produktu Ize vysledek dobfe odedist.

Obrazek 15: Kontrola restrikéniho $té€peni na 4% agarézovém gelu. U prvniho vzorku
vySly dva produkty restrikéniho $tépeni 0 velikostech 196 bp a 75 bp, vysledny genotyp
tohoto vzorku je GG. U vzorku ¢islo 8, 9, 10, 13 a 14 je viditelny pouze jeden fragment
o0 velikosti 271 bp, vysledny genotyp téchto vzorku je tedy AA. Vzorky 11 a 15 maji
viditelné 3 pozadované fragmenty restrikéniho $tépeni o velikostech 271 bp, 196 bp a 75
bp, vysledny genotyp je GA, jedna se tedy o heterozygoty. Zdroj: vlastni.

V nasledujici tabulce (tab. 9) jsou uvedeny vysledky testovaného souboru metodou PCR-
RFLP pro polymorfismus G/A 22.018.

Tabulka 9: Vysledné genotypy pro polymorfismus G/A 22.018 uréené pomoci metody
PCR-RFLP.

Vysledek Genotyp Pocet jedincii
Laktézova tolerance AlA 5
Heterozygot G/A 2
Laktézova intolerance G/G 1

5.2.2 Polymorfismus C/T 13.910
Optimalizace metody PCR-RFLP pro polymorfismus C/T 13.910

Po uspésném vysetieni SNP G/A 22.018 musela byt metoda PCR-RFLP zoptimalizovana
i pro polymorfismus C/T 13.910. Pro optimalizaci byly vyuzity tii referen¢ni vzorky se

znamym genotypem.
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Na obrazku (obr. 16) je zobrazena kontrola PCR produktu, ktera byla provedena na 2,5%

agarozovém gelu. Pozadovana velikost amplifika¢nich produktt je 201 bp.

Obrazek 16: Kontrola amplifika¢nich produktd. U vSech vzorkd vySel pozadovany
produkt o velikosti 201 bp. Zdroj: vlastni.

Po kontrole PCR produkti nasledovalo restrikéni §tépeni. Vysledek Sté€peni byl ovéten

pomoci gelové elektroforézy (obr. 17).

Obrazek 17: Kontrola restrikéniho $tépeni na 4% agarézovém gelu. Jelikoz byla
optimalizace provadéna s referenénimi vzorky se znamym genotypem, bylo
piedpokladano, ze se u druhého vzorku objevi tii fragmenty o velikostech 201 bp, 177 bp
a 24 bp. U vzorku ¢islo 1 a 3 byl piedpokladany nalez dvou fragmentt o velikostech 177
bp a 24 bp. Na obrazku je vSak patrné, ze vSechny vzorky maji velikost 201 bp, z ¢ehoz

vyplyva, Ze nedoslo k rozstépeni na pozadované fragmenty. Zdroj: vlastni.

Optimalizace metody PCR-RFLP pro SNP C/T 13.910 byla nékolikrat zopakovana, a to
I S riznymi vzorky, ale zadny z pokust nepfinesl pozadované vysledky. Po téchto
neuspésnych pokusech bylo piedpokladano, Ze jedinou moznou piic¢inou tohoto problému
by mohla byt chyba v pouzitém enzymu Hinfl. Skrz tento ptedpoklad byl pokus znovu

zopakovan S pouzitim jiného enzymu Hinfl, ktery zapujcila geneticka laboratof
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GENLABS, s.r.0.. Bohuzel ani s jinym, prokazateln¢ funkénim enzymem se nepodafilo
ziskat pozadované vysledky. Problém tudiz musel nastat jesté pfed samotnym $tépenim.
Pfesna pri¢ina vSak nebyla z nedostatku casu dohledana. Metodu se nepodafilo
zoptimalizovat, proto nejsou k dispozici ani vysledky vysetieni SNP C/T 13.910 metodou
PCR-RFLP.

5.3 Srovnani vysledkii
V této ¢asti prace jsou uvedeny souhrnné tabulky zobrazujici vysledky obou metod. V

tabulce ¢islo 10 jsou zobrazeny vysledky z reverzni hybridizace na stripech (tab. 10).

Tabulka 10: Vysledky reverzni hybridizace pro oba polymorfismy.

Cislo vzorku | Vysledny genotyp | Cislo vzorku | Vysledny genotyp
1 CCIGG 11 CCIGG
2 CCIGG 12 TT/AA
3 TT/AA 13 CT/AA
4 CCIGG 14 TT/AA
5 TT/AA 15 CT/IAG
6 16 CT/IAG
7 CT/IAG 17 CCIGG
8 TT/IAG 18 CC/IGG
9 TT/AA 19 CCIGG
10 JAA 20 CT/IAG

Jelikoz se metodu PCR-RFLP podatilo zoptimalizovat pouze pro polymorfismus G/A
22.018 jsou v nasledujici tabulce (tab. 11) uvedeny vysledky pouze tohoto SNP.

Tabulka 11: Vysledky PCR-RFLP pro SNP G/A 22.018.

Cislo vzorku | Vysledny genotyp | Cislo vzorku | Vysledny genotyp
1 GG 11 AG
8 AA 13 AA
9 AA 14 AA
10 AA 15 AG

Geneticka laboratof GENLABS, s.r.o. poskytla pro tuto praci sedm vzorki DNA od
vybranych pacientt, tyto vzorky byly k dispozici i s vyslednym genotypem (tab. 12).

Tabulka 12: Vysledky PCR-RFLP z referenéni laboratoie GENLABS, s.r.0.

Cislo vzorku | Vysledny genotyp | Cislo vzorku | Vysledny genotyp
7 CCIAG 11 CCI/IAG

8 CT/AA 12 TT/IAG

9 TT/IAG 13 CT/AA

10 CT/AA
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6. Diskuse

V praktické ¢asti této prace byl vySetien soubor 20 vzorkd, ze kterého byly vSechny
vzorky vysetfeny metodou reverzni hybridizace. Metoda reverzni hybridizace na stripech
byla provedena za pouziti komeréné dodavaného kitu od firmy ViennaLab. Osm vzorka
Z testovaného souboru bylo zaroven vySetieno metodou PCR-RFLP. Obéma pouzitymi
metodami byly zkoumany dva nejcastéji se vyskytujici polymorfismy souvisejici v

kavkazské populaci s laktézovou intoleranci.

Jak jiz bylo fe¢eno metodou reverzni hybridizace na stripech bylo vysetteno celkem 20
vzorku. Z testovaného souboru nedoslo u jednoho vzorku (vzorek ¢. 6) k hybridizaci na
strip, divodem byla s nejvétsi pravdépodobnosti nizsi koncentrace DNA. U vzorku ¢islo
10 se z neznamého davodu i pfi opakovaném pokusu hybridizoval na strip pouze SNP
22.018.

Po vyhodnoceni vysledki reverzni hybridizace bylo zjisténo, ze se v testovaném souboru
nejcastéji vyskytoval homozygotni genotyp CC/GG, ktery tvoti geneticky pfedpoklad pro
intoleranci laktozy. Uvedeny genotyp se ve vySetifovaném souboru vyskytoval v 39 %. V
CR se vyskytuje homozygotni genotyp CC/GG cca u 25 % populace. Vyssi procento
intolerantnich jedincti zachycenych v ramci praktické casti této bakalaiské prace
vysvétluje fakt, Ze vySetfovany soubor tvotily zejména vzorky od pacientii S podezienim
na hypolaktazii. Druhym nejcetnéjSim genotypem byl genotyp TT/AA, ktery se na rozdil
od ptedeslého CC/GG poji s toleranci laktozy. Ve vySetifovaném souboru se genotyp
TT/AA vyskytoval v 28 %. Heterozygotni genotyp CT/GA se v testovaném souboru
vyskytoval ve 22 %. Jedinci nesouci tento genotyp nemusi mit problémy S travenim
laktozy, ale mtize se u nich laktézova intolerance rozvinout, napiiklad pfi dlouhodobém

stresu.

Druhou pouzitou metodou vysetieni polymorfismi souvisejicich s laktézovou intoleranci
tvofila v ramci praktické Casti této prace metoda PCR-RFLP. Uvedenou metodu se
bohuzel pro polymorfismus C/T 13.910 nepodafilo ani po nékolika opakovanych
pokusech zoptimalizovat. Proto jsou k dispozici pouze vysledky pro polymorfismus G/A
22.018.

Prvni domnénkou, pro¢ se nedafilo zoptimalizovat metodu PCR-RFLP pro SNP C/T
13.910 byl ptedpoklad chyby v pouzitém restrikénim enzymu Hinfl. Tato domnénka vsak

byla vyvracena uzitim jiného, prokazatelné funkéniho enzymu Hinfl. Problém proto
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musel nastat jest¢ pred samotnym §tépenim, S nejvetsi pravdépodobnosti nastala chyba v
ptipravé PCR reakéniho mixu. PCR reakéni smés byla pfipravovana z komer¢né
dodavaného master mixu EmeraldAmp, primert od firmy Generi biotech a PCR vody.
Vzhledem k tomu, ze byl k ptipravé reakéniho PCR mixu pouzit komeréné dodavany
master mix, bylo pfedpokladano, Ze se v tomto master mixu mohly vyskytovat inhibitory
restrikéniho enzymu. Tento ptedpoklad byl vsak vyvracen zopakovanim pokusu s jinym
master mixem, konkrétné se jednalo o PPP master mix. Abychom objasnili pfi¢inu
opakovaného selhavani pokusu, byl jeden vzorek osekvenovan. Z nedostatku ¢asu vSak
vysledek sekvenovani nemohl byt zatazen do této prace a ze stejného divodu se bohuzel
nepodatilo metodu PCR-RFLP pro SNP C/T 13.910 zoptimalizovat.

| kdyz nejsou k dispozici vysledky SNP C/T 13.910 mtizeme alespon porovnat vysledky
polymorfismu G/A 22.018 ziskané jak metodou reverzni hybridizace, tak metodou PCR-

RFLP. Vysledné genotypy jsou uvedeny v tabulkach 10 a 11.

Z tabulek je patrné, ze u vzorku s ¢isly 8 a 11 je vysledny genotyp ur¢en odlisné. U vzorku
¢islo 8 bohuzel nebyla dohledana pfi¢ina rozdilnych vysledkd. U vzorku 11 jsou na
testovacim stripu viditelné dva siln€ pozitivni prouzky v prvni a druhé pozici, navic je na
stripu patrna velmi slaba pozitivita na ¢tvrté pozici (obr. 10.). Za normalnich okolnosti
by byla uvedena slaba, pozitivni reakce zanedbana a vysledny genotyp by byl uréen jako
CCI/GG. Jelikoz se jednalo o vzorek, ktery pro tuto praci poskytla geneticka laboratof
GENLABS, s.r.o. byl k tomuto vzorku k dispozici i vysledny genotyp ureny touto
laboratofi pomoci metody PCR-RFLP. Vysledny genotyp vsSak tym laboratoie
GENLABS ur¢il jako CC/AG, stejny vysledek byl uréen i po zopakovaném pokusu.
Vysledny genotyp SNP G/A 22.018 byl i v ramci praktické ¢asti této prace metodou PCR-
RFLP uréen jako AG.

Na zakladé uvedené neshody byl diky spolupraci s laboratoii GENLABS tento vzorek
osekvenovan. Vysledek sekvenace ukazal, ze v lokusu 22.018 se opravdu vyskytovala
homozygotni alela GG, vysledny genotyp byl tedy spravné ur¢en pomoci metody reverzni

hybridizace.

Vysledek sekvenace také objasnil, pro¢ metodou PCR-RFLP u testovaného vzorku ¢islo
11 opakované vychazel vysledny genotyp studované¢ho polymorfismu AG. Za tuto
skutecnost je odpovédny sousedni lokus 22.017, ve kterém se vyskytuje substituovana

heterozygotni alela CT. Pravé skrz tuto zaménu zlstalo restrikéni misto zachovano, a
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proto se vysledny genotyp jevil po restrikci jako AG. Diky této skuteCnosti se také
objevila slaba reakce na testovacim hybridiza¢nim stripu, kdy hybridizace k sondé nebyla

diky popisované zamén¢ dokonala.

V tabulce ¢islo 12 jsou uvedeny vysledné genotypy vzorki, které pro tuto praci poskytla
geneticka laboratotr GENLABS, s.r.o., tyto genotypy byly uréeny pomoci metody PCR-
RFLP. Vysledné genotypy z této laboratoie (tab. 12) mizeme porovnat s vysledky, které

vznikly v ramci této bakalafské prace.

Po porovnani tabulek 10 a 12 je patrné, ze vysledky se 1isi u péti ze sedmi vzorku.
Konkrétné se jedna o0 odlisnost ve vzorcich 7, 8, 9, 11 a 12. Dtivod odlisnosti ve vzorku
11 je popsan vySe. U vzorkli 7 a 8 bohuzel nebyla dohledana pfi¢ina neshodnych
vysledki. Vzorky 9 a 12 byly vySetfeny tfeti nezavislou metodou — sekvenovanim.
Vysledek sekvenace u obou vzorkd ukazal, ze vysledny genotyp byl spravné urcen

pomoci metody reverzni hybridizace.

V neposledni fadé bych rada srovnala ¢asové a finan¢ni naklady pouzitych metod a jejich
rizika. V nasledujicim porovnani neni zahrnuta ani u jedné z metod izolace DNA ani dalsi

pre-PCR procesy.

Vysledky vysetteni pomoci metody reverzni hybridizace jsou ziskany zhruba do 5 hodin
po vlozeni vzorki do termocykleru, zatimco metodou PCR-RFLP ziskame vysledky

zhruba po 9 hodinach.

Po spocitani finan¢nich nakladd obou metod bylo zjisténo, ze vysetieni jednoho vzorku
pomoci metody reverzni hybridizace vyjde dvakrat draZz nez za pouziti metody PCR-
RFLP. Vysetfeni jednoho vzorku metodou PCR-RFLP vychazi zhruba na 420 korun,

zatimco vySetieni stejného vzorku za pouziti reverzni hybridizace vyjde asi na 870 K¢.

Uskali metody PCR-RFLP je zejména v odeéitini vysledkii. Ze zkoumanych

vvvvvv

uvedeného polymorfismu maji restrikéni fragmenty velikosti 201 bp a 177 bp. Rozdil
mezi témito fragmenty tvoii pouze 24 bp, takto maly rozdil je mnohdy na agarézovém

gelu nepatrny a casto kvtli nému dochazi k chybnému odecteni vysledku.

Nevyhodou reverzni hybridizace je nutnost pouziti vzorku DNA s optimalni koncentraci.
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Vzhledem k casové naro¢nosti by byla z popsanych metod jasnou volbou reverzni
hybridizace. Na druhé strané¢ z finan¢niho hlediska vychazi vyhodnéji metoda PCR-
RFLP. Kli¢ovou roli by vsak pii vybéru metody mély hrat piesnost a spravnost vysledkd.
Pii posouzeni faktor piesnosti a spravnosti vyzkoumanych dat vychazi jako vhodnéjsi

metoda reverzni hybridizace.
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7. Zavér

Cilem bakalaiské prace bylo sepsani odborné reSerSe na téma moznosti testovani
laktozové intolerance. Experimentalni ¢ast prace byla zaméfena na praktické zvladnuti
dvou molekularné biologickych metod, které se vyuzivaji k detekci polymorfismu
souvisejicich s laktézovou intoleranci. V zévérecné diskusi je uvedeno srovnani

pouzitych metod.

Stanovit diagnozu laktézové intolerance je mozné vice zpusoby. Z vySe popsanych
moznosti se v8ak jako nejlepsi jevi pravé genetické vySetieni. Mezi hlavni vyhody tohoto
typu vySetfeni patii fakt, ze je neinvazivni a na rozdil od jinych druhi vysSetfeni
nezpusobuje ptiznaky intolerance laktozy. Dalsi vyhodou genetického testu je skute¢nost,

Ze se muze provést V podstaté kdykoliv, a to i pfed nastupem prvotnich piiznaki.

Prakticka ¢ast této prace je vénovana vySetfeni dvou polymorfisma (C/T 13.910 a G/A
22.018) souvisejicich v kavkazské populaci s laktézovou intoleranci. Uvedené
polymorfismy byly vysetteny dvéma metodami, konkrétné se jednalo o techniku reverzni

hybridizace na stripech a metodu PCR-RFLP.

Jednim z cilti prace bylo srovnani pouzitych metod. Mezi vyhody reverzni hybridizace na
stripech bych zatadila skutecnost, Ze umoznuje vySetieni obou polymorfisma soucasné,
coz vede k uspote Casu i prace. Nevyhoda uvedené metody tkvi v nutnosti pouziti DNA
zkoumaného vzorku s optimalni koncentraci. S timto problémem se pii vySetfeni
studovanych polymorfismi, za pouziti metody PCR-RFLP nesetkdme. Na vySetieni
pomoci této metody totiz sta¢i malé mnozstvi DNA vysetfovaného vzorku. Nevyhoda
metody PCR-RFLP spociva v nutnosti provedeni vlastni PCR reakce pro kazdy
polymorfismus zvlast. Kvuli této skuteénosti vznika vEtsi riziko chyby vzniklé zaménou

vzorku. Dalsi uskali metody PCR-RFLP je v odecitani vysledkd.

Na zaklad¢ vysledkt ovéfenych tieti nezavislou metodou mohu konstatovat, ze stanovena
hypotéza (Predpokladam, ze metodou reverzni hybridizace pujde vysledny genotyp 1épe

urcit nez metodou PCR-RFLP.) byla potvrzena.
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9. Seznam zkratek

A

ABC

DNA

G

LCT

MCM6

PCR

PCR-RFLP

RFLP

SNP

adenosin

avidin-biotin complex

cytosin

deoxynukleotidova kyselina

guanin

gen pro laktazu

minichromosome maintenance complex component 6
polymerazova fetézova reakce

polymerazova ftetézova reakce - polymorfismus délky restrikénich

fragmentt
polymorfismus délky restrikénich fragmentd
single nucleotide polymorphism (jednonukleotidovy polymorfismus)

thymin



