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1 UVOD

Laktaza-phlorizin hydrolaza (LCT), vice znama jen jako laktaza, je enzym
zodpovédny za Stépeni laktéozy na absorbovatelné monosacharidy glukozu a galaktézu
(Ingram et al. 2009). LCT deficience (hypolaktazie) je zptisobena snizujici se aktivitou LCT
v klcich tenkého stieva, potencidlné vede k malabsorpci laktdzy, coz mize vést k rozvoji
klinickych pfiznakd (prajem, nadymani, plynatost a kiece). Hypolaktazie je celosvétove
nejbeéznéjsi enzymova deficience (Madry et al. 2010). Pfiblizn¢ 70 % svétové populace ma
hypolaktazémii, ktera byva Casto diagnostikovana a jejiz disledky mohou vést az k rozvoji
osteopordzy v dospélosti (Fojik et al. 2013). Laktoza je pfirozené piitomna pouze v savéim

mléce a po poziti je hydrolyzovana enzymem laktazou v tenkém stievé. (Fojik et al., 2013).

Hypolaktazie se vyskytuje ve tfech formach - vrozena, primdrni a sekundarni.
Primarni deficit laktdzy je nejcastéjSim fenotypem. Je to geneticky pfedem stanoveny

fyziologicky stav dédény autozomalné recesivnim zptisobem. (Madry et al. 2010).

S pretrvavanim laktazové aktivity v dospélosti jsou spojovany dva genetické
polymorfismy (Coelho et al. 2005), které se vyskytuji zejména v populaci severni Evropy.
V jinych etnickych skupinach je jejich vyskyt odlisny (Fojik et al. 2013). Primarni deficit
laktazy je spojovan s polymorfismem C/T-13910 v MCMBG6 genu, jehoz vyskyt je popisovan
po celém svété s vyjimkou Afriky. Laktazova non-perzistence byla pozorovana u jedinci
s 13910CC genotypem, zatimco laktdzova perzistence u zbyvajicich alelickych variant
(Madry et al. 2010, Enattah et al. 2007). Dal$im polymorfismem spojovanym s laktézovou
non-perzistenci je G/A-22018. V piipadé genotypu 22018GG je s 98% pravdépodobnosti
indikovana laktazova non-perzistence (Rasinpera et al. 2004, Enattah et al. 2002, Enattah et
al. 2007).

Biopsie tenkého stfeva je jediny diagnosticky piistup, ktery umoziuje ptimé méteni
LCT c¢innosti, avSak vzhledem ke své invazivni povaze je t€zko akceptovan pacienty. Proto
je aktivita LCT casto odvozena pouze na zakladé posouzeni traveni laktdzy pacienta.
Lakt6zovy tolerancni test se provadi po zaté€zi laktézou a naslednym méfenim koncentrace
glukozy v krvi ¢i méfenim expirace vodiku (Madry et al. 2010). V soucasné dobé je

k dispozici také geneticky test analyzujici polymorfismus C/T-13910 i G/A-22018. Jedna se



0 spolehlivou metodu vylucujici ¢i potvrzujici predispozice pro intoleranci laktozy

Vv dospé€lém véku nazyvanou adult-type hypolaktazie (ATH) (Rasinperi et al. 2004).

2 TEORETICKA CAST

2.1 Zakladni patofyziologie

2. 1.1 Laktoza

Laktéza (mléény cukr), je kliCovou zivinou v savéim mléce a hlavnim zdrojem
sacharidit béhem novorozeneckého obdobi (Solomons 2002, Madry et al. 2010). Jedna se
o disacharid sloZeny z galaktozy a glukozy vazané B-glykosidickou vazbou (Curda 2006).
Laktoza je syntetizovana syntetazou laktéozy vyhradné¢ v mlécné zlaze prakticky vsech
placentarnich savct (kromé lachtana) v pozdni fazi t€hotenstvi a pfi kojeni (Solomons 2002,
Madry et al. 2010). Laktoéza ma zajimavé nutricni vlastnosti. Patii k nim relativné nizka
sladivost (Tab. 1), kaloricka hodnota a glykemicky index. Je-li laktoza zcela Stépena
v tenkém stfeve, piispiva télu stejné jako ostatni sacharidy kalorickou hodnotou 4 kcal/g.
Nicméné v mnoha pfipadech neni laktdza (Castecné ¢i upln€) v tenkém stievé Stépena.
Z bakterialni fermentace laktozy v tlustém stievé télo ziska ptiblizné 2 kcal/g (Schaafsma
2008). Z jednoduchého srovnani glykemického indexu (GI) riznych cukrii a sacharidd,
obsazenych v potravinach (Tab. Il), l1ze dojit k zavéru, Ze GI laktozy je relativné nizky.
Z tohoto diivodu mé laktdza ptinos pro osoby, které maji sklon k hyperglykémii. Laktoza ma
také prebiotické vlastnosti a zvySuje absorpci vapniku a hoi¢iku (Schaafsma 2008). Vyhodou
laktozy je, ze se v travicim traktu pomalu hydrolyzuje, a tak se energie rovnomérné uvoliuje

v obdobi mezi kojenim (Curda 20086).

Koncentrace laktozy v mléce je nepfimo umérna obsahu tuku a bilkovin. Lidské
matefské mléko obsahuje nejvyssi koncentraci laktozy u saveu (7%) (Tab. 1) (Solomons
2002, Madry et al. 2010). Matei'ské mléko tedy obsahuje ve 100 g mléka 6,2 az 7,5 g
laktozy, zatimco kravské, kozi a ovéi obsahuji 4,5 az 5,0 g laktozy (Curda 2006).



Tab. I: Sladkost nékterych cukru (relativni k sachar6ze = 1) (Schaafsma 2008).

Sacharoéza 1
Glukéza 0,6-0,7
Maltéza 0,4-0,5
Sorbo6za 0,4
Xyloza 0,6-0,7
Laktéza 0,2-0,4
Fruktoza 13
Galaktéza 0,5-0,7

Tab. II: Glykemicky index vybranych cukru a jidel (Foster-Powell et al.2002).

Glukéza 100
Fruktéza 19
Laktéza 46
Sacharéza 68
Varena ryze 83
Maltéza 105
Pecené brambory 85

Tab. 111: Obsah laktozy (%) v mléce vybranych savci (Schaafsma 2007).

Clovék 7,0
Kun 6,9
Osel 6,1
Lama 5,6
Zebra 53
Prase 5,0
Koza 4,7
Krava 4,6
Pes 3,8
Mys 3,0
Delfin 1,1
Lachtan 01



2. 1. 2 Laktaza

Laktaza-phlorizin hydrolaza (LCT), bézn¢ znadma jako laktaza, nebo také beta-
galaktosidaza (EC 3.2.1.23) (Obr. 1) je zodpovédna za Stépeni laktézy na vsticbatelné
monosacharidy, glukozu a galaktozu v tenkém stievé (Obr. 2) (Ingram et al. 2009). Ty jsou
voln¢ absorbovany spole¢né s vodou stievnimi enterocyty do krevniho ob&hu (Obr. 3)
(Lomer et al. 2007, Schultheis et al. 2011). Glukodza je vyuzita jako zdroj energie a galaktdza
se stava soucasti glykolipida a glykoproteint (Di Rienzo et al. 2013, Fojik et al. 2013).
Laktaza je pfitomna na apikalnim povrchu kartd€ového lemu enterocytll v tenkém stieve.
Nejvyssi exprese genu LCT byla nalezena v poloving jejuna (Misselwitz et al. 2014). LCT
ma dvé aktivni mista, prvni z nich $§tépi laktozu, druhé hydrolyzuje phlorizin (aryl alfa-
glukosid) a fadu dalsich glykolipidid (Campbell et al. 2005, Fojik et al. 2013). K hydrolyze
obvykle dochazi v prvni ¢asti tenkého stieva, které ma nizkou koncentraci bakterii, a tak se

fermentuje jen maly podil laktézy (Di Rienzo et al. 2013, Lomer et al. 2007).

Obr. 1: Trojrozmérna krystalova struktura lidského enzymu B-galaktosidazy (URL 4).
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Obr. 3: Hydrolyza laktdzy v tenkém sttevé (Lomer et al. 2007).

Laktéaza je rozhodujici ve vyzivé novorozenych savci, jejichz jedinym zdrojem Zivin
je mléko a laktoza je hlavni zdrojem sacharidi. Aktivita laktazy se méni v prubéhu vyvoje
jedince (Misselwitz et al. 2014). U vétsiny lidi dosahuje maxima v pozdni fazi t€hotenstvi
a zvysuje se az pétkrat béhem tietiho trimestru (Shulman et al. 1995). Poté opét klesa po
dobu 2-3 let a dosahuje stabilni nizké urovné ve véku 5-10 let. Tento proces mulize pozitivné
ovlivnit kojeni (Misselwitz et al. 2014). VSichni savci, kromé bilych severnich Evropani

a nékolika dalSich ras (napf. beduinl) zac¢nou ztracet aktivitu LCT enzymu kratce po



odstaveni od kojeni (Campbell et al. 2010). U vétSiny savcd po odstaveni od matefského
mléka klesa aktivita na nedetekovatelné hladiny a pouze u piiblizn€ 30 % celkové svétové

populace aktivita enzymu laktazy ptetrva do dospélosti (Fojik et al. 2013).

Laktaza je kodovana genem LCT, ktery se nachazi na chromozomu 2 (2q21)
(Obr. 4) (Di Rienzo et al. 2013). Enzym je vyrabén z 220 kDa prekurzorového peptidu, ktery
podléha zna¢né posttranskripéni modifikaci béhem transportu na povrch bunky, kde se
vyskytuje jako zraly 150 kDa protein. Luminalni faktory rovnéZz pfispivaji ke kone¢né
upravé tohoto proteinu a odstépeni dalSich dvou aminokyselin pankreatickym trypsinen
produkuje aktivni formu enzymu LCT (Madry et al. 2010).

Lokalizace genu LPH a MCM6
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Obr. 4: Lokalizace polymorfisml asociovanych s laktézovu intoleranci (Fojik et al. 2013).

Hypolaktazie neboli nedostatek enzymu laktazy mtze vést k malabsorpci laktozy,
coz v kombinaci s klinickymi pfiznaky vede k diagndze intolerance laktézy. Nesnasenlivost
laktozy pak vyzaduje uplné nebo ¢astecné vylouceni mléénych vyrobki ze stravy (Madry et
al. 2010).



2. 2 Mechanismus laktozové intolerance

Nedostatek laktazy (hypolaktazie) je zplisoben snizenou aktivitou LCT v klcich
tenkého stfeva. Je t0 nejbéznéj$i enzymova deficience u lidi. Laktidze deficientni jedinci
nejsou schopni hydrolyzy laktézy po konzumaci vyrobkd, které obsahuji laktozu. Pokud neni
laktoza stravena a absorbovana v tenkém stievé, pak dochazi k jeji fermentaci bakteriemi
tlustého stfeva za vzniku mastnych kyselin s kratkymi fetézci a plynu véetné vodiku, oxidu
uhli¢itétho a methanu (Obr. 5). Pravé tento proces je spojovan s laktézovou intoleranci
u vnimavych jedinct a Klinicky se projevuje jako nevolnost, bolesti bficha, nadymani
a prujem (Yang et al. 2013, Tarabra et al. 2010).

Nehydrolyzovana laktéza v tenkém stifevé zpusobuje zvySeni osmotického zatizeni
a spolu s bakterialnimi metabolity sehrava dulezitou roli v rozvoji klasickych ptiznakt
intolerance. Pfesny mechanismus zahrnuje osmotické zatizeni zplsobujici zvySeni
osmotického gradientu pies stfevni sténu (Vernia et al. 2003, Pimentel et al. 2006). Gradient
potom tahne vodu do dutiny, a to vede k symptomatickému prijmu (Matthews et al. 2005,
Vesa et al. 2000). Je-li laktoza fermentovana pfitomnymi bakteriemi v tlustém stieve,
produkuji se mastné kyseliny a plyny jako vedlejsi produkty fermentace (napf. vodik
a metan) a ty mohou potencialné zptsobit u pacienta nadymani a plynatost (Matthews et al.
2005, Vesa et al. 2000).

Nicméné 1 pies to je vétSina jedinct s laktézovou intoleranci schopna tolerovat malé
mnozstvi laktézy (jako napiiklad v €aji nebo v kave), néktefi mohou dokonce konzumovat
vétsi mnozstvi bez jakéhokoli negativniho klinického dopadu (Madry et al. 2010). Pouze asi
50 % laktazové aktivity staci pro efektivni metabolismus laktozy a jeji vyuziti (Swallow
2003).
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a intoleranci laktozy (B) (Curda 2006, URL 3).

2. 3 Formy laktézové intolerance

Hypolaktazie se vyskytuje ve tfech riznych formach, jako vrozena (kongenitalni),

primarni a sekundarni (Madry et al. 2010).

2. 3. 1 Vrozeny deficit (kongenitalni laktozova intolerance)

Jedna se o extrémné vzacné postiZzeni spojené s nedetekovatelnou tvorbou laktazy jiz
od narozeni (Fojik et al. 2013, Curda 2006, Schaafsma 2008). Charakteristickym klinickym
piiznakem kongenitalni laktozové deficience (CLD) je tézky vodnaty osmoticky prijem,
naslednuje dehydratace, acidoza a ztrata hmotnosti (Kuokkanen et al. 2005). U novorozence
se tyto symptomy vyviji velmi ¢asn¢ po prvni ddvce matefského mléka a v kratkém cCase
muZze zpusobit jeho neprospivani. Jedind 1écba je zcela se vyhnout laktdoze od narozeni po

cely zivot (Swallow 2003, Madry et al. 2010).

Vyskyt CLD je udavan 1 : 60 000 jedinct a je jednim z 36 vzacnych monogennich
poruch s autozomaln¢ recesivnim typem dédi¢nosti (Kuokkanen et al. 2005). Celosvétove je

popsano asi jen 40 piipadd. Jiz od narozeni je tieba se vyhnout mlé¢nému cukru (Fojik et al.



2013). Pfiznaky pak rychle ustoupi a déti maji normalni rist a psychomotoricky vyvoj
(Kuokkanen et al. 2005).

2. 3 2 Primarni deficit laktazy (laktdzova non-perzistence, primarni laktozovd intolerance,
Adult-type hypolaktaizie)

Pfirozeny geneticky programovany pokles mnozstvi laktdzy o 90 % a vice, ktery
zacina od druhého a trva do patého roku zivota, se oznacuje jako primarni deficience laktazy
(Enattah et al. 2002, Curda 2006). Tento deficit je nejb&zn&jsi a vyskytuje se u 70%
celosvétoveé populace. Deficit se rozviji vétSinou po odstaveni od kojeni do 5 let véku (Fojik

et al. 2013).

Jedna se o geneticky determinovany proces S autozomalné recesivni dédi¢nosti
(Kuokkanen et al. 2003, Vesa et al. 2000), ktery vede k poklesu aktivity laktazy. Adult-type
hypolaktazie (ATH) je spojovana s C/T-13910 a G/A-22018 polymorfismem po celém svéte.
Pouze v Africe se vyskytuji odlisné polymorfismy (Enattah et al. 2002), konkrétné zde byly
identifikovany tfi jednonukleotidové polymorfismy G/C-14010, T/G-13915 a C/G-13907
(Tishkoff 2007, Enattah et al. 2008).

VSsichni zdravi novorozenci vykazuji odpovidajici aktivitu enzymu laktazy, ktera se
snizuje pote, co je dité odstaveno od matefského mléka. U vétSiny dospélych na celém svéte
neni mléko jiz hlavni slozkou stravy, a Upadek laktdzové aktivity v dospé€losti jednoduse

pfedstavuje pfirozeny stav organismu.

Primérni hypolaktazie je velmi rozSifena ve svétové populaci, ale se znaCnymi
rozdily mezi riznymi etnickymi skupinami. Prevalence je minimdlni v severoevropskych
populacich (Finsko, Svédsko, Némecko, Rakousko, Svycarsko, Francie, Velka Britanie,

Holandsko, Irsko) a zvlasté vysoka je v Asii, Africe a Australii (Di Rienzo et al. 2013).

2. 3. 3 Sekundarni laktozova intolerance

K sekundarni hypolaktazii dochdzi v dusledku onemocnéni gastrointestindlniho

traktu, pti¢inou mtize byt poskozeni kartaCového lemu tenkého stieva (Madry et al. 2010, Di



Rienzo et al. 2013), naptiklad po uziti n€kterych 1€ki, pfi tropické a celiakalni sprue,
Crohnov€ nemoci, pii parazitarnich onemocnénich, po chirurgickém zakroku zazivaciho
traktu, infekci virové gastroenteritidy, radioterapii nebo chemoterapii (Madry et al. 2010, Di
Rienzo et al. 2013, Curda 2006).

Po zaléCeni ¢i odeznéni gastrointestindlniho onemocnéni sekundéatni laktézova
intolerance ustoupi (Fojik et al. 2013). Obvykle se tedy jedna o ptfechodnou intoleranci
(Curda 2006).

2. 4 Popis LCT a MCMB6 genu

Gen laktazy (LCT) je priblizné 20 kb velky (Madry et al. 2010) a je lokalizovan na
chromozomu 2021 (Enattah et al. 2002). Sekven¢ni analyza LCT genu neodhalila Zadnou
sekvenéni variantu odpovidajici nonpersistenci laktazy (Harvey et al. 1996). Enattah et al.
(2002) identifikoval dva polymorfismy v genu MCMG6 lezicim v blizkosti genu LCT urcujici
laktdzovou persistenci €1 nonperzistenci. Jednd se o jednonukleotidové polymorfismy

C/T-13910 a G/A-22018.

Gen MCMG6 ziejmé mimo jiné fidi i transkripci LCT genu na urovni promotoru (URL
8). Gen je sloZen ze 17 exonid (Olds and Sibley 2003), pfi¢emZ obsahuje dvé polymorfni
mista dulezita pro regulaci exprese LCT genu lokalizované v intronech 13 (C/T-13910)
a 9 (G/A-22018) MCM6 genu, které lezi priblizné 14 kb a 22 kb od 5’konce LCT genu
(Obr. 6) (Enattah et al. 2002).

Funk¢ni studie ukazaly, Ze klicovou variantou regulace LP exprese v dospélych je
spiSe polymorfismus T-13910 (Ranciaro et al. 2014). Tato varianta ale neni ptitomna ve
vétsing africkych a blizkovychodnich populacich (Ranciaro et al. 2014, Mulcare et al. 2004,
Coelho et al. 2005). Zde byly identifikovany tii jiné jednonukleotidové polymorfismy:
G/C-14010, T/G-13915 a C/G-13907 (Tishkoff 2007, Enattah et al. 2008), které se nachazi
v sekvenéni blizkosti do 100 bp polymorfismu C/T-13910. Tyto varianty jsou asociovany S
LP rysem hlavné u pasteveckych obyvatel z Afriky a Arabského poloostrova (Obr. 7)
(Ranciaro et al. 2014, Bersaglieri et al. 2004).

10



Genotyp 13910CC se vyznacuje laktdazovou non-perzisteci, jedinci s timto
genotypem maji témét nezjistitelné koncentrace stfevni laktazy (Di Stefano et al. 20009,
Corella et al. 2011). Genotyp 13910TT vykazuje laktazovou perzistenci a heterozygotni
genotyp 13910CT nese znaky laktazové non-perzistence (Di Stefano et al. 2009, Tishkoff et
al. 2007, Enattah et al. 2002, Swallow 2003).

V piipadé polymorfismu G/A-22018 genotyp 22018GG vykazuje v 98% piipadech
laktazovou non-perzistenci. Nicméné, bylo prokazano, ze jeho vliv na LCT promotorovou

aktivitu je minimalni (Rasinperd et al. 2011, Grand et al. 2003).

2q21.3-2g22.1
d =3 Mb

1

134000000 134500000 135000000 135500000 136000000 136500000 137000000 137500000 138000000

<= Centromere 136215806 \ (1364596925 Tolomere w=p

. LCT —
uBxpD2 MCME DARS
49.3 kb LOC391448
C
MCMé6 36.2 kb
<1136350481] <1 136313666)
5 3
|} + +——i+ + 4 +—+ +—+—+ -
A *
Intron 13 Intron 9
L6 TAAGTTACCA . ...oevn.. .. AAGATAGTAGCC TG o ... .GGC|G/A|CGGTGG . ...
~14010 bp -13915bp -13910 bp —13907 bp -22018 bp

Obr. 6: Mapa genovych lokust LCT a MCM6 genu a lokalizace genotypovanych SNPs (a)
Distribuce 123 SNP zahrnutych v analyze genotypu. (b) Mapa oblasti genu LCT a MCMS6.
(c) Mapa genu MCM6. (d) Lokalizace SNP polymofismi asociovanych s laktazovou
perzistenci uvniti intronti 9 a 13 MCM6 genu u africkych a evropskych populaci (URL 6,
Tishkoff et al. 2007).
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Obr. 7: Vyskyt polymorfismi G/C-14010, T/G-13915, C/G-13907 a C/T-13910 v Africe
(Ranciaro et al. 2014).

Na Obr. 7 je vyznacen vyskyt jednotlivych polymorfismi na africkém kontinentu.
Vyskyt alely C-14010 je popisovan piedev§im v Tanzanii, alela G-13915 byla identifikovana

na Arabském poloostrové a alelu G-13907 je mozné nalézt v oblasti Etiopie a Stidanu.
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2. 5 Evoluce laktozové intolerance

Laktazova non-perzistence je piirozeny stav organizmu zatimco laktazova
non-perzistence je povazovana za evolucni adaptaci. Biologicka evoluce laktazové
perzistence je propojena s kulturnim vyvojem mlékarenstvi (Leonardi et al. 2012).
Mlékarenské kultury byly zalozeny pied téméf 10 000 lety na Stiednim vychod¢ a souvisi
s domestikaci ovci, koz a skotu. V nékterych svétovych populacich, pravé v disledku
chovani skotu a konzumace mléénych produkt, doslo ke zméné¢ genové informace
a vyvinula se pretrvavajici exprese laktazy ve stfevnich bunkach (Enattah et al. 2008).

Existuji tfi hlavni hypotézy evoluce LP (Holden and Mace 1997).

Prvni hypotéza: V regionech, kde mléko nebylo bézné¢ konzumovano, méli dospéli
ziejme nizkou schopnost travit laktozu. Proto se predpoklada, ze LP v dospélosti je adaptace
na tisice let pastevectvi a spotfebu mléka. Jedna se o koevoluéni teorii, ve které je vybrany
geneticky rys ovlivnén kulturnim prostfedim. Podle této hypotézy je schopnost travit laktozu
selektivni vyhodou u dospélych pasteveckych obyvatel. Jedinci s LP maji nutri¢ni piinos
z laktozy v mléce, ktery jedincim s ATH chybi. Jedinci s ATH také po konzumaci mléka
trpi pfiznaky intolerance laktdzy, tj. bolestmi bficha, nadymanim a prijmy (Holden and

Mace 1997).

Zbylé dvé hypotézy odkazuji pfimo na konzumaci Cerstvého mléka. Mléko se Casto
zpracovava do mlécnych vyrobkd, jako je syr a jogurt, Se snizenym obsahem laktozy. Piti
cerstvého mléka s vysokym obsahem laktdzy predstavuje dvé konkrétni selektivni vyhody.
V oblastech s vyS$i zemépisnou Sitkou, kde je slunecni svit omezeny, jsou lidé ohroZeni
nedostatkem vitaminu D a kiivici. Mlé¢ny cukr obsazeny v Cerstvém mléce je zdrojem
vitaminu D a podporuje absorpci vapniku, ktery je také pfitomen v mléce (Holden and Mace

1997).

Tieti hypotéza navic uvadi, ze ve vysoce vyprahlych oblastech obsah vody
v cCerstvém mléce zvySuje Sance na preziti LP jedinci oproti netolerantnim kocovnym
pasteveim. Ti jsou postizeni prijmy a ztritami vody. Tato hypotéza je podporovéana
vysokymi frekvencemi dospé€lych s LP pozorovanymi v pasteveckych skupinach v poustnich

oblastech naptiklad na Stfednim vychodé a v severni Africe (Holden and Mace 1997).
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2. 6 Prevalence laktozové intolerance

Intolerance laktozy je bézna gastrointestindlni porucha, popisovand po celém svété.
Jeji vyskyt je velmi variabilni (Obr. 8, Obr. 9) v zavislosti na etnickém ptvodu a pohybuje se
v rozmezi 0d 5 % v severozapadni Evropé po téméf 100 % v nékterych asijskych populacich

(Solomons 2002, Swallow 2003, Itan et al. 2010).

Pohlavi nema na vyskyt ATH vliv (Vesa et al. 2000), zeny vsak maji vétsi sklon ke
klinickym projeviim intolerance laktozy (Curda 2006). U &ernochii a Asiatil se hypolaktazie
obvykle projevuje v raném détstvi, zatimco v bilych populacich se objevuje pozdéji v détstvi
nebo béhem dospivani. Intolerance laktozy neni bézna u malych bilych déti (Vesa et al.

2000), ale pokud piitomna je, tak se vétsinou projevi do 20. roku Zivota (Curda 2006).

Vyskyt ATH v Evropé€ se zvySuje smérem k jihu a vychodu a dosahuje 70 % v jizni
Italii a Turecku. Prevalence ATH je nizka v zédpadoevropské bélosské populaci, pficemz ve
50 %), smérem na jih jeji vyskyt narista. Napiiklad v Recku u déti ve véku od 5-12 let je to
46-70 %, u dospélych pak 75-80 % (Alm 1982).

U dospélé bilé populace severni Ameriky a Australie Se prevalence primarni
lakt6zové intolerance pohybuje od 5 do 17%. V Jizni Americe, Africe a Asii je prevalence az

50%, v nékterych zemich Asie dosahuje ale az 100% (Alm 1982).

U osob smiSené¢ho etnického plvodu je popisovan niz§i vyskyt intolerance nez
u rodné etnické skupiny. Cihané a Japonci ztraceji aktivitu laktazy béhem 3 - 4 let po
odstaveni od kojeni, Zidé a Asiaté ji ztraceji v tomto obdobi jen v 60-70%. (Matthews et al.
2005, Fojik et al. 2013).

Nizky vyskyt intolerance je davan do souvislosti s tradici chovu zvitat produkujicich
mléko, kdy jedinci s perzistenci laktazy maji urcitou nutri¢ni vyhodu. V rozvojovych zemich

prispiva k deficienci laktazy navic celkovy nizky piijem bilkovin (Alm 1982).
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Spodni regulace stievni laktazové aktivity se lisi v zavislosti na etnickém ptvodu,
nejcastéji se zacina objevovat kolem 5-6 let (Matthews et al. 2005). Rozdily v ¢asovani
spodni regulace mohou byt zna¢né. U vétSiny thajskych déti bylo prokazano, ze jsou
hypolaktazni ve véku dvou let. V ¢ernosské populaci byly dokumentovany projevy ATH od
jednoho do osmi let, zatimco v bilé populaci jsou popisovany nizké hladiny laktazy ziidka

u déti mladsich péti let (Madry et al. 2010).

Obr. 8: Vyskyt deficience laktazy v raznych castech svéta, Cisla urcuji procentualni

zasoupeni laktozové intolerance v jednotlivych regionech (URL 3).

Pokud shrneme poznatky o prevalenci laktazové perzistence, jeji vyskyt je vyrazné
ovlivnén geograficky, a to jak uvniti tak i mezi jednotlivymi kontinenty (Obr. 10, Obr. 11).
Obecné se vyskytuje ve vysokych frekvencich v evropskych populacich, kdy nizozemské
a Svédské studie zaznamenaly i frekvence 100 % a 99 % (Mulcare et al. 2004). Perzistence
laktazy se vyskytuje s frekvenci 77 % u evropskych Americanti, 13 % a 14 % u africkych
Americant, a 0 % u vychodnich Asijcu (Bersaglieri et al. 2004).
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Prevalence of adult primary lactase deficiency (percentage of adult

population)®

France 30-40
Germany 15-20
Russia 20-30
Finland 15-20
Sweden 2D
Greece 70-80
Ethiopia 80-90
Nigeria 80-90
Nomadic Fulani <10
Sudan 60-65
China 90-100
Japan 95-100
India 60-65
Jordan 20-25
Israel 70-80
Israel, Jemenites 40-50
North America, Whites 10-15
North Amenca, Blacks 65-70
North Amenca, Indians 85-90
Mexico S50-60
Uruguay 60-65
South America, Indians 90-100
Greenland eskimos 8590
Australia, Aborigines 80-85

Obr. 9: Vyskyt primarni laktézové deficience (procenta jsou uvedena pro dospélou populaci)
(Schaafsma 2008).

Obr. 10: Frekvence laktazové perzistence ve svéte (Itan et al. 2010, Leonardi et al. 2012).
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2. 7 Diagnostika

Diagnostika laktozové intolerance je pomérné jednoduchd a nabizi nam mnoho
moznosti (Newcomer et al. 1975). K diagnostice hypolaktazie mohou byt pouzity nasledujici
testy: laktdozovy tolerancni test, expozi¢ni test, test kyselosti stolice, dechovy vodikovy test,

biopsie sliznice tenkého stieva a geneticky test (Weiskirchen et al. 2007).

Na obrazku 12 je znazornén diagnosticky algoritmus doporu¢eny pro urceni
laktézové intolerance a lakt6zové malabsorpce v piipadé primarni hypolaktazie a sekundarni

hypolaktazie.

Pfi podezieni na primarni deficit laktazy lékaii nejdiive provadéji dechovy test.
U jedinct s pozitivnim vysledkem diagnostikuji podle klinickych symptomi laktézovou
intoleranci nebo laktézovou malabsorpci. U jedincti s negativnim vysledkem dechového

testu se dale provadi geneticky test, podle kterého uréuji vrozenou laktézovou intoleranci.

Postup vySetfovani sekundarni hypolaktéazie se 1i§i u vékovych skupin do 12 let a nad
12 let véku. U jedincti mladsich 12 let se ptedpoklada, Ze aktivita laktazy Casteéné pietrvava
a provadi se tedy jen dechovy test. Pfi jeho pozitivité je diagndza sekundarni hypolaktazie
potvrzena. U starSich 12 let je potieba provést jak dechovy, tak 1 geneticky test. Pii soucasné
pozitivit¢ dechového testu a negativité genetického testu je diagnostikovana sekundarni

hypolaktazie.
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2. 1.1 Laktozovy tolerancni test

Pii laktozovém toleran¢nim testu se méfi hladina cukru v krvi po vypiti roztoku
obsahujiciho vysoké mnozstvi laktozy (URL 9). Hladina glukdzy v krvi se méfi kazdych
30 minut po dobu dvou hodin (URL 10). Pokud hladina glukézy nestoupa, znamena to, ze
télo Spatné travi laktozu (URL 9). Pied testem by se nemélo jist ani pit. FaleSné negativni
vysledky se mohou vyskytnout u pacienti S diabetem a se syndromem bakterialniho
pfertstani a u pacientd s poruchou glukdzové tolerance (Misselwitz et al. 2014). Laktézovy
toleran¢ni test ma citlivost 75 % a specificitu 96 % (Fojik et al. 2013). Tento test se

neprovadi u kojenct (URL 10).

2. 7. 2 Expozicni test

Expozi¢ni test spociva v podani jednoho litru mléka, ktery obsahuje 50 g laktozy
(Fojik et al. 2013). Pfi rozvoji gastrointestinalnich pfiznak jako je prijem, nadymani, kiece
a bolesti bficha, kruceni v bfise nebo nevolnost do 4 hodin po pozZiti je ve vétsiné piipadd

diagnostikovana laktézova intolerance (Misselwitz et al. 2014).

2. 7. 3 Test kyselosti stolice

Zejména u kojencii a déti, které nemohou podstoupit jiné testy, lze pouzit test
kyselosti stolice. Nestravena laktoza kvasi v tlustém stievé a vytvafi zde kratké mastné
kyseliny, které jsou nasledné detekovany ve vzorku stolice, pH stolice klesa pod 6 (URL 9,
Martini and Savaiano 1988).

2. 7. 4 Dechovy vodikovy test

Dechovy vodikovy test je zaloZzen na fermentaci nestravené laktozy sttevni florou.
Ta produkuje vodik, oxid uhli¢ity a metan. Tyto plyny jsou absorbovany a vylucovany do
plic (Mattar et al. 2012). Test je velice jednoduchy a neinvazivni (Castiglione et al. 2008).
Po vypiti testovaciho roztoku, kdy je prijimano mnozstvi laktozy 2 g na kg vahy (maximalné
25 g laktozy), se mé&fi mnozstvi vodiku v dechu po dobu tiéi hodin v 30 minutovych

intervalech. Ptesto, Ze je test Siroce pouzivany, jeho spolehlivost zavisi na aktivité
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bakterialni flory (Mattar et al. 2012). U dechového vodikového testu je popisovano az 20 %
jak falesné¢ pozitivnich, tak faleSn¢ negativnich vysledkl. Fale$né pozitivni vysledky se
objevuji pii kouieni a nedostatecném hladovéni pred vysetienim. FaleSné negativni vysledek
je pfitomen po nedavném uziti antibiotik, stfevni dysmikrobii a u pacienti s plicnimi
poruchami. (Fojik et al. 2013). Tento test se neprovadi u kojenct a déti, protoze miize
zpusobit té¢zké prijmy (URL 10).

2. 7.5 Biopsie sliznice tenkého stieva s imunohistochemickym vyseti‘enim

Tato diagnosticka metoda dokaze stanovit aktivitu disachariddz ve sliznici tenkého
stteva. Biopticky vzorek se ale musi odebrat pii endoskopickém vySetieni, tedy pfi
gastroskopii nebo enteroskopii. V dusledku své invazivni povahy je biopsie tézko pfijimana
pacienty (Swallow 2003). Aktivita se stanovuje ve stupnici normalni aktivita, lehky, stfedni
a tézky deficit. Vyhodou je odliSeni sekundarnich pficin deficitu laktazy spojenym s jinym

postizenim sliznice, nej¢astéji asociovanym s celiakii (Fojik et al. 2013, Swallow 2003).

2. 7. 6 Geneticky test

Geneticky test se provadi na zakladé detekce polymorfismt C/T-13910 a G/A-22018
zejména V bé¢losskych populacich. Primarni intolerance laktdzy je spojovana mimo Evropu
také sjinymi polymorfismy G/C-14010, T/G-13915 a C/G-13907 (Madry et al. 2010,
Rasinperd et al. 2004, Enattah et al. 2002, Enattah et al. 2007). Geneticky test poskytuje
pfesny kvalitativni vysledek a ve srovnani s ostatnimi testy je jednoduchy, neinvazivni

a nevyvolava ptiznaky intolerance laktézy (Mattar et al. 2012).
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2. 8 Laktézova intolerance versus alergie na mléko

Intolerance laktdzy je Casto zaménovana za alergii na mléko. Alergie je vyvolana

mlécnymi bilkovinami, kdy Ize prokéazat zapojeni imunitniho systému (Madsen 1997). Jedna

se o alergii pfedevs§im na bilkovinu kasein (Docena et al. 1996, Lam et al. 2008). U déti se

vyskyt alergie na mléko odhaduje na 2 az 6 %, vznik alergie na mléko v dospélosti je velmi

fidky a pohybuje se v rozmezi 0,1 az 0,5 % (Docena et al. 1996). Potravinova intolerance se

projevuje obtizemi zdanlivé alergického typu, ale bez prokazaného zapojeni imunitniho

systému (Madsen 1997).

Zakladni rozdily mezi laktézovou intoleranci a alergii na mlécné bilkoviny shrnuje

nasledujici tabulka (Tab. IV).

Tab. IV: Srovnani intolerance laktozy a alergie na mléko (Curda 2006, URL 3).

Podstata zdravotnich obtizi

Pri¢ina

Piiznaky

Vyskyt

Zavislost na rasové prisluSnosti

Dietni opatieni

Prognoza

Prevence

Technologie pro zpracovani
mléka

Intolerance laktézy
Enzymova deficience
Laktoza
Nadymani, prijem,
bolesti biicha
Casty - predevsim u
dospélych

Vysoka
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2. 9 Klinické projevy laktézové intolerance

Laktézova a z toho vyplyvajici potravinova intolerance zpusobuje Sirokou skalu
sttevnich a systemickych symptomi (Matthews et al, 2005, Campbell et al. 2010).
Intolerance laktézy je definovana vyskytem klinickych pfiznakt, jako jsou osmoticky
prujem, nadymani, kieGe a bolesti bficha, krueni v bfiSe, nevolnost, bolest hlavy (Alm
1982). Podobnost piiznakt laktézové intolerance S jinymi gastrointestinalnimi potizemi

mize komplikovat spravnou diagnozu (Tag et al. 2008).

Pfiznaky jsou u jednotlivcd prezentovany s individualni intenzitou (Mattar et al.
2008), proto i vysledky fady vyzkumi nejsou jednozna¢né. Ne kazdy jedinec s vrozenou
laktozovu intoleranci plné vykazuje jeji pfiznaky, jsou zde patrné vlivy dal$ich nutri¢nich
a genetickych faktori (Lomer et al. 2008). Pfiznaky intolerance laktozy se objevuji od 30
min do 2 hodin po pfijmu vétsiho mnozstvi laktozy, nez jaké je tolerovano. VétSina
dospélych s laktazovou deficienci ma urcitou zbytkovou aktivitu laktazy a toleruje 250 ml

mléka denné (Martini and Savaiano 1988).

Intolerance lakt6zy neptedstavuje velké zdravotni riziko, pro postizen¢ho jedince
vSak miiZze byt dosti obtézujici svymi klinickymi pfiznaky. Nerozstépenad laktéza zvySuje
osmoticky tlak, ten je vyrovnavan vétsim mnozstvim vody ve stfevnim obsahu, urychluje se
pruchod tenkym stfevem, coz dale zhorSuje vstiebavani laktozy. Pokud se laktdza dostane do
tlustého stfeva, je anaerobné zkvaSovana ptitomnou mikroflorou na vodik, metan, oxid
uhli¢ity a kratké mastné kyseliny (octova, propionova, maselna), které snizuji pH

stolice pod 6 (Martini and Savaiano 1988).

2. 10 Laktéza v potravinach a lécich

Laktoza se pfirozen¢ vyskytuje v potravé pouze v savéim mléce a mlécnych
vyrobcich (Lomer et al. 2008, Vonk et al. 2012). Lakt6za neni snadno fermentovatelna
kvasinkami a v dasledku toho nevede k nezddouci produkci oxidu uhli¢itého a alkoholu,
proto byva pouzivana jako ptisada do potravinaiskych a mlékarenskych vyrobku (Tab. V)
(Lomer et al. 2008).
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Laktoéza vSak nemusi byt obsazena jen v mlékarenskych vyrobcich, ale pouziva se
1 pii vyrobé cukrovinek, pekarenskych a masnych vyrobkl. Vyuziva se pfitom jeji nizké
sladivosti tam, kde by sachardza vedla k pfili§ sladké chuti, protoze laktéza ma ve srovnani
se sachardzou asi tfetinovou sladivost (Lomer et al. 2008, Almon et al. 2009, Vesa et al.
2000). Dale se podili na tvorb¢ textury, barvé potravin a vaze vodu, napiiklad v chlebu nebo

ve zpracovaném masu (Lomer et al. 2008).

Citlivi jedinci mohou mit obtize i pfi uziti fady Iékt, kde se laktoza pouziva jako

tabletovaci prostfedek (Curda 2006).

Tab. V: Obsah laktézy v n&kterych mlékarenskych vyrobcich (Curda 2006).

Vyrobek Obsah laktozy Velikost porce Obsah la-kt()zy \%
(9/1009) porci (g)

Plnotué¢né mléko 4,7 250 ¢ 11,8
Odstiedéné mléko 4,9 250 ¢ 12,3
Slehacka 3,1 159 0,5
Smetana do kavy 3,8 159 0,6
Jogurt 4,1 150 g 6,2
Jogurt ovocny 3,0 150 g 4,5
Kefir 3,8 200 ¢ 7,6
Zmrzlina 6,0 50-100 g 3-6
Cottage 2,2 100 g 2,2
Tvaroh mékky 3,5 100 g 3,5
Tvrdy syr 0,0 50-100 g 0,0
Maslo 0,7 10 g 0,007
Su$ené plnotucné mléko 38

SuSené odstiredéné mléko 52

Zahusténé slazené mléko 11

SuSena syrovatka 74
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2. 11 Lécba

Lakt6zovou intoleranci nemizeme povazovat za onemocnéni, jeji pfitomnost ale
zpusobuje pacientim obtize, které Ize ovlivnit jednoduchymi dietnimi opatfenimi. Lékaii se
zamétuji na Ctyfi oblasti: snizeni piijmu laktdézy, ndhradu potravin obsahujicich laktézu
alternativnimi zdroji pfi zachovani dostateCného piijmu energie a bilkovin, substituci
enzymu a na dostate¢ny piisun vapniku a vitaminu D (Fojik et al. 2013). B&éhem 1é¢by
pfiznakit ATH je tfeba rozliSovat mezi primarnim a sekunddrnim deficitem laktazy.
U sekundarni formy je nutna docasna laktézova dieta, dokud se jedinec kompletné nezbavi

pti¢inného patologického stavu (Usai-Satta et al. 2012).

2. 11. 1 SniZeni piijmu laktozy

Pokud se ma byt snizen piijem laktozy, je nutné, aby pacienti byli pouceni o dietnich
opatfenich a o obsahu laktdzy v béznych potravinach. Zdaleka nejvyssi koncentrace laktozy
v potravinach se nachazi v suSeném mléce (52,9 g/100 g), v kravském mléce (4,7g/100 ml)
a pak ve zmrzlin€ (smetana). Tvaroh, kysané vyrobky a tvarohové jogurty obsahuji jen malé
mnozstvi laktoézy a zalezi tedy na velikosti davky, kterd bude pfijata. Tvrdé a mékké syry
a maslo jiz obsahuji jen minimalni mnozstvi laktozy, a to diky zrani syra a zpracovani masla
(Martini and Savaiano 1988, Fojik et al. 2013). Uplné vylouéeni mléka a mléénych vyrobki
ze stravy, miZe mit vazné nutri¢ni nevyhody, jedna se o sniZeni pfijmu vapniku a vitamind,

proto se nedoporucuje (Lee and Krasinski 1998, Usai-Satta et al. 2012).

2. 11. 2 Enzymova substituce

Principem enzymové substituce je umélé dodani laktdzy do organismu. Komercné
dostupné ptipravky s obsahem laktdzy jsou pomérné drahé. Jsou vyrabény z nelidskych
zdroju, z bakterialni ¢i kvasinkové beta galaktosidazy (Di Rienzo et al. 2013). Tyto dopliky
se uzivaji soucasn¢ s potravou obsahujici laktézu a vedou ke zmirnéni ptiznakii. Nicméné,
nejsou schopny zcela hydrolyzovat vSechnu laktézu a vysledky jsou variabilni. Dokonce jsou
dnes k dispozici i mléka s jiz hydrolyzovanou laktézou (Fojik et al. 2013, Di Rienzo et al.
2013).
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2. 11. 3 Zivé kultury v kysanych vyrobcich a jogurtech

Zivé kultury produkuji bakterialni beta-galaktosidazu, kterda hydrolyzuje laktozu.
Proto jogurty a kysané vyrobky mohou byt dobrou alternativou nahrazujici mléko (Guarner
et al. 2005). V pribéhu mléc¢ného kvaseni je obsah laktozy snizen z 25-50 % na piiblizné
4 %. 18 g laktdzy v jogurtu mé za nasledek vyznamné méné symptoma intolerance (Brown-
Easters et al. 2012). Nicmén¢ nékteré (trvanlivé) jogurty jsou obohacovany laktézou pro

zlepSeni chuti, pak se obsahem laktdzy rovnaji mléku (Fojik et al. 2013).

2. 11. 4 Piijem vapniku

Omezeni piijmu mléka a mléénych vyrobkli mize vést ke snizenému piijmu vapniku,
coz nasledné vede ke zvySenému riziku osteoporozy a fraktur kosti (Bronner and Pansu
1998, Misselwitz et al. 2014). Denni potieba vapniku je 800 mg/den, u téhotnych a kojicich
1800 mg/den (URL 7, Bronner and Pansu 1998). Dostate¢ny piijem vapniku lze docilit
1 jinymi potravinami. Alternativnim zdrojem vapniku mohou byt cerealie, lusténiny, zelenina

amak (URL 7).

2. 11. 5 Suplementace vapniku

VétSina medikamenti nebo doplikd stravy urcenych k substituci vapniku obsahuje
v jedné davce 500-600 mg Ca a to ve form¢ uhlicitanu vapenatého jako jeho nejdostupnéjsi
formy. Ten by se mél uzivat nala¢no, nejlépe veCer. Pokud stav vyzaduje vyssSi substituci
kolem 1000 mg/d, pak se medikament uziva ve dvou porcich. Pokud podavame vapnik, tak
vzdy v kombinaci s vitaminem D (Harvey et al. 1996). Vitamin D se vyznamné podili na

absorpci a udrzovani homeostazy vapniku v téle (Gordon et al. 2004).

2. 11. 6 P#ijem vitaminu D

Nové¢ je normalni hladina vitaminu D stanovena na hodnotu 70 nmol/l. V naSich
zemépisnych sitkach se od fijna do kvétna potykame s nedostatkem slune¢niho svitu. V kizi
se normalné vytvati 85-90 % celkové potieby vitaminu D pro organismus. Proto pii b&zné

expozici slune¢niho svitu je tvorba vitaminu D v kiizi nedostatecna. Jen mala ¢ast vitaminu
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D je pfijimana potravou. V dneSni dobé je vitaminem D fortifikovano hlavné mléko
a mléné vyrobky. Také proto pacienti s laktézovou intoleranci mohou trpét deficitem
vitaminu D. Je vhodné u nich zméfit hladinu vitaminu D a dle potieby ji substituovat.
Vysokym rizikem deficitu vapniku a vitaminu D jsou postizeni hlavné pacienti se
sekundarnim laktézovym deficitem. Jsou to pacienti s celiakii, Crohnovou chorobou

a ulcerozni kolitidou (Gordon et al. 2004).

2. 12 Diisledky lakt6zové intolerance

Laktoézova intolerance ma vliv na piijem vapniku a tim i na zdravi kosti (Tolonen et
al. 2010, Laaksonen et al. 2009). Lakt6za podporuje absorpci vapniku a osifikaci osteoidu.
Pti poziti laktoézy u lidi s intoleranci dochéazi ke sniZeni vstfebavani vapniku z tenkého stieva
jak redukci absorpéni rychlosti (zfedéni), tak zrychlenou paséazi (osmoticky prijem). Proto se
lakt6zova intolerance se povazuje za vyznamny rizikovy faktor pro osteoporozu (Fojtik et al.
2009). Pfi niz8i konzumaci mléénych produkti se také zvySuje riziko fraktur kosti

(Misselwitz et al. 2014).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3. 1 Cil experimentalni prace

Cilem experimentalni casti této prace bylo zvladnuti izola¢nich metod DNA
z periferni krve a bukdlniho stéru. Ddle end-point PCR, ktera zahrnovala optimalizaci,
piipravu a provedeni PCR reakce a gelovou elektroforézu. Nasledné také precisténi PCR

produktu, restrik¢ni Stépeni PCR produktu, analyzu ziskanych dat a zpracovani vysledki.

3. 2 Princip vySeti‘eni

Pro detekci polymorfismi spojovanych s laktézovou intoleranci byly pouzity dvé
molekularné-genetické metody: polymerazova fetézova reakce (PCR) a polymorfismus
restrikénich fragmentd (RFLP), oznacované zkratkou RFLP-PCR. Princip metody spociva
v amplifikaci specifického cilového mista genomu pomoci alelové specifické PCR. Ziskany
PCR produkt je dale Stépen pomoci restrikéni endonukledzy v misté se specifickou
nukleotidovou sekvenci. Vzniklé¢ fragmenty o jasn€ definované délce jsou nasledné
detekovany a vizualizovany pomoci agarézové gelové elektroforézy a ptislusného

detekéniho systému.

3. 3 Metodika vySetieni

3. 3. 1 Izolace genomové DNA

Pro ziskani genomové DNA byly pouzity dva typy primarnich vzorkt, bukalni stér
nebo nesrazena periferni krev. Volba izola¢ni metody zavisela na typu primarniho vzorku.
Pro izolaci DNA byly pouzity komer¢ni kity a izolace byla provedena dle ptilozenych
instrukci od vyrobce. Volba primarniho vzorku neni nijak zasadni vzhledem k vysledné
koncentraci a kvalit¢ DNA. Protokoly pro izolaci DNA z bukalniho stéru a z plné periférni

krve jsou uvedeny v pfilohach (Ptiloha 1 a Ptiloha 2).

28



3. 3. 2 Méi'eni koncentrace DNA

Koncentrace nukleovych kyselin byla mé&fena pomoci fluorometru Qubit®2.0 dle

pracovniho protokolu ptfilozeného jako Ptiloha 3.

3. 3. 3 PCR reakce - optimalizace, pFiprava, provedeni

PCR reakce byla pfipravovana v laminarnim boxu (ESCO PCR Cabinet)
dekontaminovaném UV-zafenim. Pro analyzu vybranych polymorfismi byla pouzita
MyTag™ Red DNA Polymerase (Bioline) dle doporuceni vyrobce a néslednych
optimaliza¢nich krokti. Metoda byla oplimalizovana vzhledem k mnozstvi polymerazy,
primert a DNA a také vzhledem k reakénim teplotdm a ¢astim v radmci amplifikaéni reakce.

Master mix pro jednotlivé PCR reakce byl pfipravovan v chladicim stojanku.

Pro analyzu polymorfismu C/T-13910 byly pouzity primery LAC 13910 C/T_for,
LAC 13910 C/T_rev, pro analyzu polymorfismu G/A-22018 primery LAC 22018 G/A_for a
LAC 22018 G/A_rev.

Sekvence primeri:

LAC 13910 C/T _for: 5-GCT GGC AAT ACA GAT AAG ATA ATG GA-3
LAC 13910 C/T _rev: 5'-CTG CTT TGG TTG AAG CGA AGAT -3'

LAC 22018 G/A_for: 5'-CTC AGT GAT CCT CCC ACC TC -3

LAC 22018 G/A _rev: 5'-CCC CTA CCC TAT CAG TAAAGG C -3'

* for = forward, rev = reverse

Master mix pro PCR reakci byl pipetovan v nasledujicich pomérech (Tab. VI, Tab.
VIl aTab. VIII).
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Tab. VI: Slozeni master mixu pro jednu reakci pro polymorfismus C/T-13910.

H.O 34,3 ul

5x MyTaq Red Reaction Buffer 10 pl

MyTaq Polymerase (5U/ul) 0,2 ul

DMSO (100 %) 2,5 ul
Primery for + rev (20 pmol) 0,5ul+0,5pul
Celkem 48 nl

DNA 2 ul

Tab. VII: SloZeni master mixu pro jednu reakci pro polymorfismus G/A-22018 pied

optimalizaci.

H,O 30,1 pul

5x MyTaqg Red Reaction Buffer 10 pl

MyTaq Polymerase (5U/ul) 0,4 ul

DMSO (100 %) 2,5 ul
Primery for + rev (20 pmol) 2,5ul+2,5ul
Celkem 48 nl

DNA 2 ul

Tab. VII: Slozeni master mixu pro jednu reakci pro polymorfismus G/A-22018 po

optimalizaci.

H.O 34,3 ul

5x MyTaq Red Reaction Buffer 10 pl

MyTaq Polymerase (5U/ul) 0,2 ul

DMSO (100 %) 2,5 ul
Primery for + rev (20 pmol) 0,5ul+0,5pul
Celkem 48 ul

DNA 2 ul

Smés pro PCR reakci byla nasledné rozpipetovana po 48 ul do kazdé zkumavky
(fadn€ popsané) a kni byla pfidana izolovana DNA testovanych vzorkid. V ramci kazdé
anylyzy byly vzdy pouzity pozitivni a negativni kontroly. Jako pozitivni kontrola byla
pouzita DNA se zndmym genotypem a jako negativni kontrola (kontrola moZzné

kontaminace) pak reakéni smés bez piidané DNA. Po kratkém vortexovani a stoceni byly
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vzorky vlozeny do termocycleru (MultiGene, Labnet International, Inc.). V termocycleru byl

zvolen ptislusny reakéni program (Tab. IX).
Mimo optimalizaci reakéniho protokolu byla PCR reakce zoptimalizovana zejména
v pripad¢ polymorfismu G/A-22018, kdy bylo upraveno mnozstvi MyTaq polymerazy

a primerd forward i reverse (Tab VIl a Tab. VIII).

Tab. IX: Finalni reak¢ni protokol pro detekci polymorfisma C/T-13910 a G/A-22018.

PCR protokol C/T-13910 G/A-22018 C/T-13910 G/A -22018
Denaturace 5 min. 5 min. 95 °C 95°C
Denaturace 45s 60 s 95 °C 95 °C
Anealing 35 cykli 45s 60 s 57,9 °C 60,1 °C
Extenze 45s 60 s 72 °C 72 °C
Extenze 5 min. 5 min. 72 °C 72 °C

3. 3. 4 Kontrola PCR produktu na agarézovém gelu

Pro kontrolu PCR produktu byl pouzit 4 % agar6ézovy gel dle protokolu v Pfiloze 4.

Po naneseni vzorkul byla spusténa elektroforéza (100 - 135 V na 10-15 min.).

Pribéh elektroforézy bylo mozné sledovat pomoci specidlniho iluminatoru
(Mupid™LED Illuminator). Po prob&hnuti elektroforézy byl gel zdokumentovan pomoci
detekéniho systému FastGene® GelPic LED Box, fotografie gelu byla pienesena do

pocitace.

Vysledkem amplifika¢ni reakce byl produkt o velikosti 201 bp pro polymorfismus
C/T-13910 a 271 bp pro polymorfismus G/A-22018.
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DNA Mass Base Pairs

(ng/5ul)
40 — 3,000
70 — 1,500
A=K
— 800
30 — 700
30 — 600
90 — 500
40 — 400
30 — 300
40 — 200
40 — 100

1.5 % TAE agarose gel

Obr. 13: Pouzity marker: 100 bp DNA Ladder H3 RTU (URL 5).

3. 3. 5 Piecisténi PCR produktu

S S

Precisténi a zakoncentrovani PCR produktu bylo provadéno alkoholovym srazenim
pres noc. Timto krokem byl =ziskdn zakoncentrovany a pfecistény PCR produkt

0 pozaadovaném objemu 10 pl (viz Ptiloha 5).

3. 3. 6 Restrikéni Stépeni

Michani restrikéni reakce bylo provedeno Vv pifedem vychlazeném stojanku.
K precisténému PCR produktu byl pfidan restrikéni enzym Hinfl (NE BioLabs) a Hin6l
(ThermoScientific) a pfislusny restrikéni pufr v poméru, ktery znazornuje tabulka X..
Inkubace probihala 1 hodinu v termostatu (TDB 120, BioSan) pfi teploté 37°C.

Oblasti restrikéniho $tépeni:

Hinfl Hin6l
55..GJANTC...3 5...GlCGC...3
3..CTNATG...S 3...CG C1G...5
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Tab. X: Mix pro restrikéni $tépeni pro jednu reakci do 12 pl.

Polymorfismus | Precistény PCR produkt = Restrikéni enzym Restrikéni pufr
1,2 ul 10x NBE

C/T-13910 10 pl 1 pl HinfT (10 U) buffer
. 1,2 ul 10x Tango
G/A-22018 10 pl 1 ul Hiné6I (10 U) buffer

Po inkubaci byla provedena kontrola restrik¢niho $tépeni na 4 % agar6zovém gelu
(100-135 V po dobu 10-15 minut). Ke vzorkim byly pfidany 2 ul vkladaci barvy DNA
Loading Buffer Blue, ktera umoziuje diky svému slozeni nanést analyzovany produkt na gel

a sledovat jeho pohyb v elektrickém poli.

3. 4 Analyza ziskanych dat

Béhem amplifikacni reakce vznikl PCR produkt o wvelikosti 201 bp pro

polymorfismus C/T-13910 (Obr. 14 a Obr. 15), a o velikosti 271 bp v pfipadé polymorfismu
G/A- 22018 (Obr. 14 a Obr. 16).

Obr. 14: Kontrola PCR produktu pied optimalizaci PCR reakce na 4 % agar6zovém gelu.
M - marker; PK - pozitivni kontrola; NK - negativni kontrola; ¢isla 1-4 vlevo ptedstavuji
PCR produkty pro polymorfismus C/T-13910 (201 bp); ¢isla 1-4 vpravo piedstavuji PCR
produkty pro polymorfismus G/A-22018 (271 bp).

<— 201 bp

Obr. 15: Kontrola PCR produktu po optimalizaci pro polymorfismus C/T-13910 na 4 %
agarézovém gelu. M - marker; PK - pozitivni kontrola; NK - negativni kontrola; ¢isla 1-7

predstavuji PCR produkty (velikost 201 bp).

33



<4— 271 bp

> D o O CD £ C5 N = =

M k2. ' PK . NK
Obr. 16: Kontrola PCR produktu po optimalizaci pro polymorfismus G/A-22018 na 4 %

agarozovém gelu. M - marker; PK - pozitivni kontrola (271 bp); NK - negativni kontrola;
Cisla 1-7 ptedstavuji PCR produkty (271 bp).

Mozné vysledky restrikéniho Stépeni a pfislusné genotypy pro polymorfismus
C/T-13910 jsou uvedeny v tabulce XI. Vysledky restrikéniho $tépeni jsou nazorné vidét na
fotografii gelu (Obr. 17).

Tab. XI: Rstrikéni §tépeni PCR produktu (piivodni velikost 201bp) restriktazou Hinfl pro
polymorfismus C/T-13910.

DélKy restrikénich fragmenti Genotyp
Laktazova perzistence 177 bp + 24 bp TIT
Heterozygot 201 bp+ 177 bp + 24 bp CIT
Laktazova non-perzistence 201 bp C/IC

g = : — e —

201 bp
177 bp

M 1-C/C . 2-T/E 3G/ 45T (s SR S SRS

Obr.17: Vysledky restrikéniho $tépeni u polymorfismu C/T-13910, 4 % agarézovy gel.
M - hmotnostni marker; PK - pozitivni kontrola; ¢isla 1-7 ptedstavuji jednotlivé vzorky,

pomoci pismen jsou uvedeny vysledné genotypy odpovidajici délce restrikCich fragmentt..

Mozné vysledky restrikéniho St€peni a piislusné genotypy pro polymorfismus
G/A-22018 jsou uvedeny v tabulce XII. Vysledky restrik¢éniho $té€peni jsou nazorné vidét na
fotografii gelu (Obr. 18).
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Tab. XII: Restrikéni $t€peni PCR produktu restriktazou Hin6lI (ptivodni velikost 271 bp) pro
polymorfismus G/A-22018.

Délky restrikénich fragmentu Genotyp
Laktazova perzistence 271 bp A/A
Heterozygot 271 bp+196 bp + 75 bp G/A
Laktazova non-perzistence 196 bp + 75 bp G/G

1-G/A 2-A/A 3-A/A 4-G/A 5-A/A 6-A/A 7-A/A PK-G/A

Obr.18: Vysledky restrikéniho $tépeni u polymorfismu G/A-22018, 4 % agar6zovy gel.
M - hmotnostni marker; PK - pozitivni kontrola; ¢isla 1-7 pfedstavuji jednotlivé vzorky,

pomoci pismen jsou uvedeny vysledné genotypy odpovidajici délce restrikéich fragmentd.

K vizualizaci restrikénich fragmentli byl pouzit 4 % agardézovy gel, hmotnostni
marker (10 bp DNA Ladder H3 RTU) a vkladaci barva (DNA Loading Buffer Blue).
Fragmenty 24 bp a 75 bp byly té¢Zko detekovatelné vzhledem K jejich velikostem.
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3. 5 Vysledky

3. 5. 1 Vysledky zpracované v genetické laboratori

V genetické laboratoii GENLABS bylo vySetieno celkem 34 jedinct na laktézovou
intoleranci a polymorfismy C/T-13910 a G/A-22018 metodou RFLP PCR. Tabulka XIlII
znazoriuje vysledky vySetfeni pro polymorfismus C/T-13910. V Tabulce XIV jsou
zobrazeny vysledky vysetfeni pro druhy polymorfismus spojeny s laktézovou intoleranci

G/A-22018. V tabulce XV je znazornéna ¢etnost jednotlivych genotypu.

Tab. XII: Vysledky vysetteni pro polymorfismus C/T-13910.

Vysledek Genotyp Pocet jedinci
Laktazova perzistence TIT 4
Heterozygot CIT 22
Laktazova non-perzistence CIC 8

Tab. X1V : Vysledky vysetteni pro polymorfismus G/A-22018.

Vysledek Genotyp Pocet jedinci
Laktazova perzistence A/A 9
Heterozygot G/A 18
Laktazova non-perzistence G/G 7

Tab. XV: Vysledky vysetiovanych jedinci pro oba polymorfismy (C/T-13910 a G/A-22018)

soucasne.
G/A-22018
AA GA GG
C/T-13910
TT 4 0 0
CT 5 17 0
CC 0 1 7
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3. 5. 2 Vysledky vySetienych jedincii v pribuzenské souvislosti

V ramci experimentalni prace byly vySetfeny 3 generace jedné rodiny. Vysledky

vysetieni jsou zobrazeny na nasledujicim obrazku (Obr. 19).

I C/T /T C/C
G/A A/A GI/A

II C/T C/T C/T C/T C/T
G/A A/A A/A A/A G/A

m @ & @

Obr. 19: Rodokmen ptibuznych jedincu v I, 1l a Il generaci a vysledky vySetfeni laktozové
intolerance pro polymorfismy C/T-13910 a G/A-22018.
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4 DISKUZE

Existuje pomérné hodné zpisobu jak urcit a diagnostikovat laktézovou intoleranci.
Nejspolehlivéjsim zptsobem jak zachytit piimo aktivitu disacharidaz je biopsie sliznice
tenkého stieva. Tento test ma ale velké zapory, zejména v jeho invazivité. DalSim zaporem
muze byt nepiesnost vysledku vysetieni zpisobena odebranim bioptické tkan€ s rozdilnou
aktivitou enzymi. K tomu muze dojit, pfi odebrani tkan¢ z useku tenkého stieva, ktery neni
zrovna podrazdény ¢i poskozeny. Vyhodou tohoto pfistupu je rozliseni sekundarnich pticin
intolerance laktozy.

Nejpiesnéjsim testem tedy zdstava geneticky test detekujici polymorfismy
C/T-13910 a G/A-22018 v belosské populaci. Ve srovnani s ostatnimi testy je geneticky test
jednoduchy, neinvazivni, pohodIngj$i a nevyvolava ptiznaky intolerance laktozy. Je mozné,
ze existuji jeste jiné polymorfni varianty genti ovliviwujici diagnostickou piesnost laktozové
intolerance zejména v neevropskych populacich. Vylou¢ena neni ani mozZnost existence
dalsich polymorfnich mist v genomu, které se na této potravinové intoleranci také podili
a jeste nebyly detekovany a popsany. Je jen otazkou Casu, kdy védci vytvoii multiplex, ktery
by snadno testoval vS§echny znamé polymorfismy spojované s laktézovou intoleranci.

Dalsimi moznymi pfistupy pro testovani intolerance jsou: expoziéni test, laktozovy
toleran¢ni test, dechovy vodikovy test a test kyselosti stolice. Kromé testu kyselosti stolice
muzou vSechny tyto testy vyvolat pfiznaky intolerance laktézy a tim jsou nevhodné pro

kojence a malé déti.

Ktomu, aby se zabranilo nepfiznivym dasledkim laktozové intolerance, je tieba
upravit stravu tak, aby télo dokazalo pfijmout vSechny dilezité latky a nedochazelo
k nepiijemnym klinickym projevim lakt6zové intolerance. EXistuje n€kolik moznosti jak
toho docilit. Nejlepsim zplsobem by bylo pfijimat laktéozu v mléénych vyrobcich
v pfijatelnych davkach, po kterych nedojde k projeviim intolerance a podle toho uzptlsobit
pfipadnou suplementaci vapniku a vitaminu D. Nicméné v piipad¢ velké citlivosti na laktézu
je potieba se vyhnout vSem produktim, které ji obsahuji a zcela spoléhnout na nahradni

zdroje zZivin.

Prevalence této bézné gastrointestinadlni poruchy mize byt zdsadné ovlivnéna

moznostmi jejiho testovani, jak polymorfisma C/T-1910 a G/A-22018, tak i dalSich nové
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objevenych variantnich genti. Na svété jsou ale také mista, kde se soucasné¢ objevené
polymorfismy spojené s laktézovou intoleranci nevyskytuji, Ize tedy predpokladat, ze jeste

dosud nebyly objeveny vSechny.

V ramci experimentalni ¢asti této prace bylo vySetieno celkové 34 jedinci metodou
RFLP-PCR. Vysetfeni bylo provedeno pro polymorfismy C/T-13910 a G/A-22018.

Ve vétsiné piipadi byl zachycen heterozygotni genotyp CT v pozici 13910
(Tab. XIIl) a GA v pozici 22018 (Tab. XIV), ktery mize vést k rozvoji laktozové
intolerance. Heterozygotni jedinci nemusi mit problémy s travenim laktozy, ale pii vétSim
dlohodobém stresu, ¢i nemoci mizou mit tendenci netolerovat laktozu.

Genotyp asociovany s laktozovou perzistenci TT/AA (variantni homozygot) byl
zachycen pouze ve 4 piipadech (Tab. XV). U tohoto genotypu je zachovana ¢innost enzymu
laktazy i v dospélosti a mlé¢ny cukr je pIné tolerovan. Naopak jedinci s genotypem CC/GG
(ptivodni homozygotni genotyp), u kterych neni laktdza ve stfevnim epitelu v dospélosti
témef zjistitelna, byly zachyceni také v pomérné malém pocétu sedmi jedincu. Zcela

vyjimecné byly zachyceny netradi¢ni kombinované genotypy CT/AA a CC/GA.

Z celkovych 34 jedinct vysetfenych v laboratofi pochazelo 12 jedincii z jedné rodiny
(Obr.19), kdy byly testovany celkem tii generace Pravé v ramci této rodiny byly zachyceny
netradi¢ni genotypy CT/AA a CC/GA.

Ptislu$nici této rodiny neméli zddné problémy s travenim laktézy ani ve vétSich
davkach. Jedinec s genotypem CC/GA také nikdy nezpozoroval zadny z projevi laktozové
intolerance po poziti mléka a jinych potravin obsahujicich laktézu. To, Ze pretrvava aktivita
laktazy ve stievé, muze byt zpisobeno neobvykle dlouhou dobou kojeni jedince v mladi.
V prvni a tieti generaci byli zachyceni jedinci s laktazovou perzistenci (TT/AA).
Heterozygotni genotyp méli v této rodiné jen 4 lidé.

Nejcastéji v této rodiné byl identifikovan kombinovany genotyp CT/AA. O tomto
genotypu je znamo jen to, ze je vzacny. Podle Coelho et al. 2005 polymorfismy C/T-13910 a
G/A-22018 vznikaly ve fylogenetické sekvenci C-G — C-A — T-A. Maly vyskyt tohoto
meziproduktového genotypu potom znamena, ze -22018 G—A mutace se objevila jen kratce
pted -13910 C—T mutaci. Je dtlezité poznamenat, ze prilezitostny vyskyt genotypu C-A
muze vést k nespravné identifikaci laktazové perzistence na zaklad¢ identifikace genotypu -

22018AA (Coelho et al. 2005, Swallow 2003).
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5 ZAVER

Zavérem lze tedy fici, Ze zvySujici se povédomi o moznostech a zplsobech
diagnostiky laktézové intolerance vede k zpiesnéni a uceleni statistik tykajicich se jejiho
skutecného vyskytu v celosvétové populaci. Pii vCasné diagndze lze predejit zejména
potencialnimu deficitu dulezitych latek, bez kterych mtze dochazet k zdvaznym problémim
¢1 jinym onemocnénim, ale také k eliminaci vSech nepfiznivych klinickych ptiznakt

provazejicich tuto potravinovou intoleranci.

V této praci jsem se snazila poskytnout pfehled o problematice laktozové intolerance.
Zabyvala jsem se ptfedev§im obecnou definici, pfi¢inami, prevalenci, diagnostickymi

moznostmi a zpusoby 1écby.

V experimentalni Casti jsem se vénovala metodice pouzivané k detekci polymorfismil
C/T-13910 a G/A-22018. V genetické laboratofi bylo vySetfeno metodou RFLP PCR
34 jedinct na ptitomnost téchto dvou zasadnich polymorfismii spojovanych s laktézovou
intoleranci. Pfi vySetfovani tfi generaci jedné rodiny jsem zachytila zajimavé genotypy se

vzacnym vyskytem. Popis téchto genotypti by mohl byt pfedmétem dalsiho zkoumani.
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7 PRILOHA

Priloha 1: Protokol k izolaci genomové DNA 7 bukalniho stéru.

Izolace genomové DNA z bukalniho stéru (DNA Isohelix DNA Isolation kit:
(DDK-3/DDK-50)

Pouzité zkratky:

RT - pokojova teplota

PK - Proteinaza K

CT - Capture buffer

TE - Re-hydration buffer TE

Reagencie:

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

Piistroje:
termostat - Dry Block Thermostat, TDB 120, BioSan
centrifuga - Centrifuge 5415 R, Eppendorf

Pracovni postup:
- do zkumavky s tamponem s bukalnim stérem bylo napipetovano 500 pl LS
- bylo ptidano 20 pl PK
- zkumavka byla kratce vortexovana a zcentrifugovana
- vzorek byl inkubovan hodinu pii 60 °C
- po inkubaci byl vzorek kratce zvortexovan a zcentrifugovan
- vzorek byl nasledné ptepipetovan do nové 1,5 ml mikrozkumavky
- poté bylo pfidano 500 ul CT a vzorek byl kratce vortexovan
- zkumavka byla zcentrifugovana pii 13 tis. ot/min 7 min

- supernatant byl opatrn¢ odstranén
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-k pelet¢ DNA bylo pfidano 50 ul TE

- vzorek inkubovéan po dobu 10 min pfi RT

- poté byl vzorek kratce vortexovan a zcentrifugovan pii 13 tis. ot/min po dobu 2 min

- supernatant byl odebran do nové 1,5 ml zkumavky (finalni izolat)

- byla zmétena koncentrace DNA a vzorek byl v fadné popsané zkumavce ulozen do

mraziciho boxu pii -20 °C.

Piiloha 2: Protokol k izolaci genomové DNA 7 plné krve.

Izolace genomové DNA z pIné krve (Genomic DNA Mini Kit)

Pouzité zkratky:
RT - pokojova teplota

Reagencie:

96 % ethanol - zasobni roztok se skladuje pii RT.

GT Buffer - skladuje se pii RT.

W1 Buffer - skladuje se pfi RT.

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

Elution Buffer - skladuje se pii RT, pted kazdym pouzitim vytemperovat pozadovany objem
na 60 °C.

RBC Lysis Buffer - skladuje se pfi RT.

Spotiebni material:
GD Column — kolonky, jsou soucasti kitu, skladuji se pti RT.
2 ml Collection Tube — sbérné zkumavky bez vicka, jsou soucasti kitu, skladuji se pii RT

1,5 ml mikrozkumavky — nejsou soucasti kitu, skladuji se pii RT
Piistroje:

termostat - Dry Block Thermostat, TDB 120, BioSan
centrifuga - Centrifuge 5415 R, Eppendorf
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Pracovni postup:

300 pl plné krve bylo napipetovano do oznacené 1,5 ml mikrozkumavky

bylo pfidano 900 ul RBC Lysis Buffer, vzorek promichan pfevracenim v ruce

inkubace 10 min. pfi RT

vzorek byl centrifugovan 5 min. pii 5698 ot/min, poté byl odstranén supernatant

bylo ptidano 100 ul RBC Lysis Buffer a peleta byla resuspendovana

bylo ptidano 200 ul GB Buffer, zvortexovano a kratce stoceno

inkubace 10 — 15 min. v termostatu pii 60 °C, lyzat byl projasnény

b&hem inkubace zkumavka ptevracena kazdé 3 min.

piidano 200 pul 96 % etanolu, vortexovano 10 s, a kratce centrifugovano

obsah mikrozkumavky (lyzat) byl piepipetovan na kolonku (GD Column), ktera byla
vlozena do Cisté sbérné zkumavky (2 ml Collection Tube)

kolonka se sbérnou zkumavkou centrifugovana pii 13 tis. ot/min po dobu 5 min.
kolonka byla pfenddna do nové sbérné zkumavky a pouzitou sbérnou zkumavku s
tekutinou vyhodit

na kolonku bylo napipetovano 400 ul W1 Buffer

kolonka se sbérnou zkumavkou centrifugovana pii 13 tis. ot/min/ 30 s

ze sbérné zkumavky byla vylita tekutina a kolonku do ni vracena

na kolonku bylo ptidano 600 pul Wash Buffer

kolonka se sbérnou zkumavkou centrifugovana pii 13 tis. ot/min /30 s

ze sbérné zkumavky byla vylita tekutina a kolonku do ni vracena

,,sucha““ kolonka se sbérnou zkumavkou zcentrifugovana pti 13 tis. ot/min po dobu 3
min

,,sucha“ kolonka byla ptesunuta do pfipravené Cisté 1,5 ml mikrozkumavky fadné
oznacené Stitkem

ptimo na filtr kolonky bylo pfidano 100 pl Elution Buffer (vytemperovaného na 60 °C)
inkubace nejméné 3 min. pii RT

kolonka s oznacenou 1,5 ml mikrozkumavkou zcentrifugovana pii 13 tis. ot/min po
dobu 30 s

byla zméiena koncentrace DNA a vzorek byl ulozen do mraziciho boxu pii -20 °C
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Piiloha 3: Protokol k méieni koncentrace nukleovych kyselin.

Méfieni koncentracce nukleovych kyselin pomoci QubitTMAssays.

Pouzité zkratky:

RT - pokojova teplota

NK - nukleové kyselina

St I - Qubit™dsAssays BR Standard #1
St 11 - Qubit™dsAssays BR Standard #2

Reagencie:

Qubit™dsAssays BR reagent (Component A) - skladuje se pii RT.
Qubit™dsAssays BR buffer (Component B) - skladuje se pii RT.
Qubit™dsAssays BR Standard #1 (Component C) - skladuje se v lednici (< 4°C).
Qubit™dsAssays BR Standard #2 (Component D) - skladuje se v lednici (< 4°C).

Mikrozkumavky:
Qubit™Assays tubes - 0,5 ml PCR mikrozkumavky, skladuji se pfi RT.

Piistroje:

fluorometr - Qubit®2.0 Fluorometer

Pracovni postup:

- pro kazdy vzorek i kazdou standardu byl pFipraven pracovni roztok (Qubit'"Working

Solution)

- na kazdy vzorek bylo vzdy napipetovano 199 pul Qubit™dsDNA BR buffer a 1 ul

Qubit™dsDNA BR reagent do pracovni 1,5 ml plastové mikrozkumavky

- pracovni roztok byl vortexovén a kratce stocen na stolni centrifuze

- do oznagenych 0,5 ml mikrozkumavek (Qubit™ Assay tubes) bylo napipetovano vzdy

190 pl pracovniho roztoku a pfidano 10 pl piislusné standardy (St I a St II) nebo 10 pl

vzorku
- mikrozkumavky byly kratce zvortexovany a stoceny
- ptfed méfenim byly vzorky inkubovany 2 minuty pii RT

- po inkubaci byla zméfena koncentrace DNA na flourometru Qubit™?2.0
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Priloha 4: Protokol ke pripravé gelové elektroforézy.

Priprava gelové elektroforézy

Pouzité zkratky:
RT - pokojova teplota
TBE - Tris/Borate/EDTA

Reagencie:

Crystal 10xTBE Buffer - prasek, skladuje se pii RT

10x TBE - roztok ptipraveny z Crystal 10xTBE Buffer dle doporuceni vyrobce, skladuje se
pii RT

Pracovni roztok 1x TBE - skladuje se pfi RT

Agardzové tablety (1 tableta = 0,5 g agardzy) - skladuje se pti RT

Midori Green Advanced DNA Stain - skladuje se v lednici, ve tmé

Piistroje:

elektroforeticka aparatura - Mupid-One, Advance

Postup:

- pfislusny pocet agardzovych tablet byl vloZzen do plastové kadinky o celkovém
objemu min. 100 ml (1% gel = 1 tableta/50 ml, 2% gel = 2 tablety/50 ml,
3% gel = 3 tablety/50 ml atd.)

-k tabletam bylo pfidano 50 ml 1x TBE pufru

- kadinka s rozpusténymi tabletami byla vloZena do mikrovinné trouby

- kédinka byla zahfivana minimaln¢ nadvakrat na maximalni ohfev cca 3 min

- do tekutého gelu bylo ptidano 6 ul barvicky Midori Green Advanced DNA Stain

- gel byl promichan a vlit do pfipravené elektroforetické podlozky, po vliti byly
vlozeny hiebeny

- gel byl ponechan ztuhnout ve tmé po dobu 10-15 min

-z tuhého gelu byly vyndany hiebeny a gel byl vlozen do elektroforetické vany s
1XTBE pufrem
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Piiloha 5: Protokol k piecisténi PCR produktu.

Precisténi PCR produktu

Pouzité zkratky:
RT - pokojova teplota

Reagencie:

96 % ethanol - zasobni roztok se skladuje pii RT.
70 % ethanol - skladuje se v lednici

voda - Aqua pro Iniectione (Ardeapharma a. s.)

Piistroje:

centrifuga - Centrifuge 5415 R, Eppendorf

Postup:
-k PCR produktu bylo pfidano 250 pl 96 % ethanolu
- vzorek byl inkubovan pfi pokojové teploté pies noc
- nasledné byl vzorek centrifugovan 20 min p#i 13 tis. ot./min a RT
- ethanol byl opatrné slit a k peleté bylo ptidano 100 ul 70 % ethanolu
- vzorek byl 5 minut centrifugovan pti 13 tis. ot./min
- vsechen 70 % ethanol byl opatrné odstranén za neporuseni pelety
- peleta DNA byla nasledné susena po dobu asi 5 minut
-k peleté bylo ptidano 10 ul vody

- po cca 10 minutach se peleta rozpustila
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