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Sekvenace casti genu pro laktazu:
urceni laktozové intolerance

UvoD

Laktaza je enzym vyskytujici se v travicim traktu, presnéji v kartacovém lemu enterocytll. Zde
Stépi disacharid laktézu (mlécny cukr) na dva jednoduché sacharidy glukézu a galaktozu,
které pak travici trakt dale vyuziva. Pokud laktaza chybi nebo ma sniZzenou ucinnost, z(stava
laktdza nerozStépend a bunky stfevni sliznice ji nemohou vstfebdavat. Laktdza se tak pak
dostdva i do dalSich casti zaZivaciho traktu, kde je nadbytecnd, coz nasledné vyvolava
zdravotni problémy. Stfevo se snazi naredit svlj obsah a proto se do stfevni dutiny zacne
sliznici nasavat voda, coz zpUsobi zvétSeni objemu stfevniho obsahu, urychleni peristaltiky a
prajem. Kromé toho se nenatravend laktdéza dostava do tlustého stfeva, kde predstavuje
potravu pro pritomné bakterie, které ji za¢nou kvasit. Tim vznikd mnoho produktl — plyny
(methan, oxid uhli¢ity), organické kyseliny, které drazdi stfevni sténu a vyvoldvaji kiece a
bolesti bficha, a vodik, ktery se vstfebavd a je vydechovan plicemi, ¢ehoZz se vyuZiva pfi
diagnostice onemocnéni zvaného laktézova intolerance.

V soucCasnosti trpi laktézovou intoleranci pfiblizné kazdy Sesty clen populace, pficemz
u jiznich narod( a u Cerné rasy byva jeji cetnost mnohondsobné vyssi nez u obyvatell severni
Evropy. Cetnost intolerance mlééného cukru stoupd svékem, u prfedikolnich déti byva
vzacna, ve vyssim véku je jeji vyskyt ¢astéjsi.

Nejcastéjsi pricinou nedostatku laktdzy byva geneticky podminéné snizovani produkce
tohoto enzymu se stoupajicim vékem. Nazyva se adultni (dospély) typ laktozové intolerance.
Stava se také, Ze vznik intolerance laktdzy zpUsobi poskozeni sliznice stfeva jinymi vlivy — ta
se pak nazyvad sekundarni neboli ziskand. Vznikd jako dusledek infekénich prdjmovych
onemocnéni, po uzivani nékterych Iékl (antibiotik) a také pfi nékterych chronickych
onemocnénich stfeva, jako je Crohnova choroba nebo celiakie. Typicky vznikd u déti
v kojeneckém véku po infekénim prijmu zplsobeném rotaviry, kdy se po pokusech
o znovuzavedeni mléka do jidelnicku ditéte objevuji prajmy. Nedostatek enzymu je vsak
pouze docasny, se zhojenim povrchu strevni sliznice se zacne laktaza opét tvofrit a dité pak
muzZe pit mléko bez dalSich negativnich nasledk.

Podezieni na intoleranci laktdzy se nejCastéji potvrzuje vodikovym dechovym testem, ktery
je zaloZzen na stanoveni mnozstvi vodiku ve vydechovaném vzduchu po podani laktoézy. Dalsi
variantou potvrzeni diagndzy byva urceni pH prijmovité stolice, které byva pfi laktozové
intoleranci kyselé v dlsledku vyssiho obsahu organickych kyselin. Lékaf také muze
zméfit hladinu cukru v krvi po podani laktézy, kterd byvd u laktézové intolerance malo
zvySend kvlli tomu, Ze nerozstépenim laktdzy nevznikaji jednodussi cukry, které by se
vstiebaly ze stfeva a glykémii by zvysily. Nejméné pouzZivanym testem, zejména kvuli jeho
narocnosti a invazivnimu charakteru, byva pfimé stanoveni enzymu ve stfevni sliznici. Lékar
pfi endoskopickém vysetieni odstfihne maly kousek sliznice tenkého stfeva a v ni se pak
prokazuje pfitomnost nebo nepfitomnost laktazy.



Onemocnéni se da Ié¢it omezenim laktdzy v jidelni¢ku, ve vyjimecénych pripadech je nutno
vyrobky s obsahem laktozy uplné vyloucit. Jelikoz ma vétSina postizenych ve stfevé aspon
malou aktivitu laktdzy, nema potize po konzumaci malych mnoizstvi vyrobk( s obsahem
mlécného cukru.

Ve cviCeni budeme pomoci genetického analyzatoru ABI PRISM 3130 detekovat pfitomnost
¢i nepfitomnost jednobodového polymorfismu C13910T nachazejicim se v regulacni oblasti
genu pro laktazu, u kterého byla nalezena asociace s geneticky podminénou formou
laktozové intolerance.

PRACOVNIi POSTUP
l. PCR reakce

Materidl: pipety, Spicky, popisovace, mikrozkumavky (0,2 ml), termocyklér, reagencie pro
PCR — KAPA mix, primery (5uM), PCR voda, DNA.

Reakéni smés pro PCR (20 pl/vzorek):

*KAPA MiX...coveeereeen. 12,5 pl
FLAC primer ............. 0,7 ul
RLAC primer............. 0,7 ul
PCR voda.......ccueeun... 10,5 ul

*DNA. ..o 1,0 ul

*KAPA2G Fast HotStart ReadyMix — obsahuje HotStart DNA polymerdazu, PCR pufr, dnes
(0,2mM), MgCl, (1,5 mM), stabilizatory.

*DNA — poutZity izolaty z 1. cvi¢eni

Amplifikace fragmentu:
- Mikrozkumavky vlozte do termocykléru. Amplifikace bude probihat dle nasledujiciho
programu:

94°C 2,5 min
94 °C 20 sek (denaturace)

40x 55°C 20 sek (annealing)
72°C 20 sek (extenze)



72°C 5 min (extenze)
10°C  hold

[I.  Analyza na agardzovém gelu

- na pfipraveny 1,5% agardzovy gel naneste 10 pl amplifikované PCR smési, pticemz do
prvni jamky napipetujte 1,5 pul DNA standardu

- elektroforetickou vanu pfipojte ke zdroji elektrického napéti a nechte probéhnout
elektroforézu cca 30 minut pfi 90 V

- poté vyjméte gel z elektroforetické vany a viozte jej do transiluminatoru ke
kone¢nému vyhodnoceni

. Precisténi amplifikované DNA pomoci ExoSAP

Material: Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), Exonuclease | E.coli (Exo), DNA, pipety, Spicky,
popisovace, mikrozkumavky (0,2 ml), termocyklér

Do zkumavky napipetujte nasledujici reagencie, kratce promichejte na vortexu a stocte, poté
vlozte do termocykléru.

Reakéni smés pro preciSténi (7 pl/vzorek):

SAP..vveeenn. 1,0 l
(e T 0,5 ul
*DNA...oenr.n. 5,5 l

*DNA — PCR produkty

Teplotni protokol pro precisténi:

37 °C 15 min
80 °C 15 min

10 °C hold



IV. Sekvenaéni reakce

Materidl: BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, pipety, Spicky, popisovace,
mikrozkumavky (0,2 ml), termocyklér, FLAC primer, PCR voda, DNA

Do zkumavky napipetujte nasledujici reagencie, kratce promichejte na vortexu a stocte, poté
vloZte do termocykléru.

Reakéni smés pro sekvenacni reakci (10 pl/vzorek):

sekvenacni mix ............ 2,0 ul
sekvenacni pufr ............ 2,0 ul
FLAC primer ......ccoueuveee. 0,6 ul
PCR voda......ccveereeneennenne. 2,4 ul
FDNA oo eeeeeeeesees o 3,0 ul

* DNA —vzorek po precisténi ExoSAP

Teplotni protokol pro sekvenacni reakci:
96 °C—1 min
96 °C — 10 sek (denaturace)
35x 50 °C -5 sek (annealing)
60 °C — 2 min (extenze)

10 °C-hold

V. Precisténi po sekvenacni reakci

Material:  Chemagic SEQ Pure Kit, magneticky stojan, pipety, Spi¢ky, popisovace,
mikrozkumavky (1,5 ml), vodni lazen, PCR voda, DNA

Postup viz uloha ¢.5

VI. Analyza na sekvendatoru ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer

Vzorky napipetujte do desti¢ky na sekvenaci a spustte sekvenator.

Pro analyzu a vyhodnoceni pouZijeme programy 3130 Data Collection v3.0 a Sequencing
Analysis 5.3.1.






