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POVZETEK

Laktazna ne-perzistenca je fiziolosko stanje, kjer gre za znizano aktivnost encima
laktaze v tankem Crevesju po prenehanju dojenja. Neprebavljena laktoza povzroCa
prebavne tezave, kar ima za posledico odklanjanje mleka in mleCnih izdelkov v
prehrani. Zaradi tega je zmanjSan vnos kalcija v telo, kar lahko negativno vpliva na
homeostazo kosti. Osteoporoza je bolezen s poveCano krhkostjo kosti in
najpogostejSa metabolna bolezen kostnega tkiva. Opredeljuje jo nizka kostna
masa ter posledicno tanjSa in porozna kompaktna kostnina ter izguba
trabekularnega kostnega tkiva. Opredelimo jo z merjenjem mineralne kostne
gostote skeleta (MKG), ki trenutno predstavlja najpomembnejSi kazalec tveganja
za osteoporozni zlom.

Namen naSe magistrske naloge je bil ugotoviti ali obstaja povezava med
polimorfizmom -13910C>T v genu za laktazo in mineralno kostno gostoto pri
starejSih preiskovancih. V ta namen smo zeleli vpeljati nov natanCen hitrejSi in
cenejSi postopek, ki bi zamenjal zamudno in dolgotrajno metodo analize dolzin
restrikcijskih fragmentov za genotipizacijo polimorfizma LCT-13910C>T. Z novo
alelno-specificno metodo PCR smo 623 preiskovancem, ki jim je bila predhodno
izmerjena MKG kolka, ledvenih vretenc in vratu stegnenice dolocili genotipe
polimorfizma LCT-13910C>T ter s statistiCno analizo preverili njihov vpliv na MKG.
Razdelili smo jih na podskupino pomenopavznih Zensk (n = 517) in starejSih
moskih (n = 106).

Genotipske frekvence pri pomenopavznih preiskovankah so bile za genotipe CC,
CTinTT 38,9% (n =201), 45,6% (n = 236) in 15,5% (n = 80) ter za moske 37,7%
(n = 40), 44,3% (n = 47) in 17,9% (n = 19) in se niso znacilno razlikovale. Pri
pomenopavznih preiskovankah smo dokazali vpliv polimorfizma na MKG kolka (p
= 0,001) in vratu stegnenice (p = 0,018), medtem ko se je v predelu ledvenih
vretenc ta vpliv le nakazoval (p = 0,058). Za mosko populacijo teh vplivov nismo
mogli dokazati.

Razvili smo zanesljivo metodo za genotipizacijo polimorfizma LCT-13910C>T.
Nasi rezultati so pokazali, da je pri pomenopavznih Zenskah polimorfizem LCT-
13910C>T povezan z nizjo MKG kolka in vratu stegnenice, pri moskih pa te
povezanosti nismo dokazali. Zaklju€imo lahko, da predstavlja genetska laktazna
ne-perzistenca dodaten dejavnik tveganja za pomenopavzno osteoporozo.

Kljuéne besede: laktazna ne-prezistenca, osteoporoza, LCT-13910C>T, MKG,
alelno-specificna metoda PCR



ABSTRACT

Lactase non-persistence is a physiological condition in which the activity of
enzyme lactase in the small intestine is reduced after weaning. The undigested
lactose causes digestive problems, resulting in the rejection of milk and milk
products in the diet, leading to reduced intake of calcium, which may adversely
affect the bone homeostasis. Osteoporosis is a disease with increased bone
fragility and is the most common metabolic bone disease. It is characterized by
low bone mass, consequently thinner and porous compact bone and loss of
trabecular bone. It is diagnosed by measuring bone mineral density of the skeleton
(BMD), which currently represents the most important risk factor for osteoporotic
fractures.

The aim of this thesis was to find the association between the polymorphism -
13910C>T in the lactase (LCT) gene and bone mineral density in elderly subjects.
We developed a new, precise, quicker and cheaper allele-specific PCR method
where SNPs can be detected using allele-specific PCR primers that have the 3'-
end base complementary to the SNP site. An additional set of primers amplify a
constant larger fragment and serves as internal positive control for reaction. With
the new method we determined genotypes for polymorphism LCT-13910C>T in
623 subjects with previously measured BMD of the total hip, lumbar spine and
femoral neck. The subjects were divided into subgroups of postmenopausal
women (n = 517) and older men (n = 106).

Genotype frequencies for genotypes CC, CT and TT of postmenopausal women
were 38.9% (n = 201), 45.6% (n = 236) and 15.5% (n = 80), and for men 37.7% (n
=40), 44.3% (n =47) and 17.9% (n = 19). They did not differ significantly between
subgroups. In postmenopausal women we determined a significant effect of
polymorphism on BMD total hip (p = 0.001) and the femoral neck (p = 0.018),
while in the lumbar spine this effect was only suggestive (p = 0.058). No significant
effects could be observed in a subgroup of men.

We developed a reliable method for genotyping the polymorphism LCT-13910C>T.
Our results show that in postmenopausal women polymorphism LCT-13910C>T is
associated with lower BMD at the total hip and femoral neck, therefore we can
conclude that genetic lactase non-persistence represents an additional risk factor
for postmenopausal osteoporosis.

Keywords: lactase non-persistence, osteoporosis, LCT-13910C> T, BMD, allele-
specific PCR method
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1. UVOD

1.1. KOSTNA PRENOVA IN VZDRZEVANJE MINERALNE KOSTNE GOSTOTE

Kostna masa se neprestano prenavlja v procesu kostne remodelacije, kjer se kost
najprej razgradi in nato dogradi, pri tem pa se oblika kosti ohranja.Pri odraslem
Cloveku je stopnja prenovetrabekularne kostnine 5-10 x viSja kot pri kompaktni
kostnini. Letno se s tem procesom prenovi priblizno 25% trabekularne kosti in 3%
kortikalne. Ta fizioloSki proces predstavlja tudi pomembno vliogo pri homeostazi
kalcija (1,2).

Osrednji regulatorji kostne prenove so osteociti, ki s tvorbo prostaglandinov
aktivirajo neaktivne osteoblaste, ki na svoji povrSini izrazijo transmembranski
ligand RANKL (ligand receptorja za aktivacijo jedernega dejavnika KB). Ta se veze
na receptor RANK (receptor za aktivacijo jedernega dejavnikakB), ki je izrazen na
prekurzorskih celicah osteoklastov. Ti se zaradi interakcije ligand/receptor
aktivirajo, diferencirajo in z zlitiem preobrazijo v mnogojederne osteoklaste. S tem
procesom se tudi zavira njihova apoptoza. Osteoblasti izlo€ajo tudi topni receptor
osteoprotegerin (OPG), preko katerega uravnavajo kostno resorpcijo, saj se veze
na RANKL in tako prepreci njegovo vezavo na RANK. S tem se zavre aktivacija
osteoklastov in izzove njihova apoptoza. Vzdrzevanje mineralne kostne gostote
poteka Se z usklajeno sistemsko in lokalno regulacijo preko hormonov in lokalnih

faktorjev (citokinov in rastnih dejavnikov) (2,3).

Preglednica I: Sistemski in lokalni dejavniki, ki uravnavajo kostno remodelacijo

Pospesevalci Hormoni Lokalni faktoriji
PTH (obc¢asno izlo¢anje) transformirajoCi rastni dejavnik beta (TGF-(3)
kalcitonin bazi¢ni fibroblasti¢ni rastni dejavnik (bFGF)
kalcitriol trombocitini rastni dejavnik (PDGF)
tvorbe kosti rastni hormon Interferon gama (INF-y)
inzulin
estrogeni
androgeni
glukokortikoidi Tumorski nekrozni faktor alfa (TNF-a)
. §¢&itni€ni hormoni Kolonije stimulirajo¢i dejavnik (CSF)
Lii?irpC'Je prostaglandini Interlevkin-1 (IL-1)
PTH (neprekinjeno izlo€anje) Interlevkin-6 (IL-6)
kalcitriol (visoke koncentracije)




1.2. MOTNJE V KOSTNI PREMENI IN BOLEZNI KOSTI

Neravnovesje med kostno razgradnjo in tvorbo vodi v nepravilno prenovo in
posledi¢no v patoloSka stanja. Pri tem se spremeni kostha masa in mineralna
kostna gostota.

Preglednica ll: Kostne bolezni glede na MKG

Patolosko stanje Bolezen
osteonekroza, osteomalacija,
znizana MKG - osteopenija | 0steoporoza, osteogenesis imperfecta
zvisana MKG - osteoartritis, osteonekroza,
osteoskleroza osteomielitis, osteopetroza, Pegetova bolezen

1.2.1. Osteoporoza

Osteoporoza je sistemska skeletna bolezen, za katero sta znacilni nizka mineralna
kostna gostota (MKG; ang. mineral bone density-BMD) in poruSena
mikroarhitektura kostnih trabekul, ki se kaze kot krhkost kosti in vodi do vecjega

tveganja za zlomna predelu vretenc, zapestja in kolka.

MKG lahko izmerimo z metodo dvoenergijske rentgenske absorpciometrije (DXA,
angl. dual-energy x-ray absorptiometry), kjer se meri koli¢ina kalcija na povrsini 1
cm? kosti (g/cm?). Rezultat MKG testa se izrazi kot T-vrednost, ki predstavija
razliko med izmerjeno pacientovo MKG in povpre¢no MKG zdrave osebe v zgodnji
odrasli dobi, ki jo nato delimo s SD populacije istega spola in rase. Po kriteriju
Svetovne zdravstvene organizacije (SZO) je osteoporoza prisotna, Ce je T
vrednost manjSa kot -2,5. Metoda nam sluzi kot orodje za postavitev diagnoze
osteoporoze, za oceno tveganja za osteoporozni zlom ter za spremljanje

zdravljenja same bolezni (4).

Preglednica lll: Kriteriji za osteoporozo po merilih SZO

Stanje MKG

normalna kost T=-1SD

osteopenija -2,58D<T>-1SD

osteoporoza T=<-25SD

huda osteoporoza |T <-2,5 SD, pri pacientu je prisoten en ali ve¢ zlomov




Vzroki za nastanek osteoporoze:

motnji v regulatornem sistemu osteoklastogeneze (preko sistema
RANKL/RANK/OPG) in osteoblastogeneze (signalna pot Wnt). Posledica je
pospeSeno delovanje osteoklastov, ki razgrajujejo kost, ob nespremenjeni
stopnji tvorbe nove kosti ali zmanjSano delovanje osteoblastov, kar vodi do
upocasnjene gradnje kosti, ob tem pa se stopnja razgradnje ne spreminja.
zniZzane koncentracije estrogenov, ki drugace preko receptorjev na osteoblastih
in osteoklastih mo¢no zavirajo kostno razgradnjo in pospeSujejo delovanje
osteoblastov. Pri moskih je za razvoj osteoporoze verjetno pomembno
postopno zmanjSevanje izloCanja androgenov iz testisov in nadledvi¢nih Zlez.
oksidativni stres, saj se s starostjo v kosteh kopicijo reaktivne kisikove spojine,
kar ima za posledico izgubo kostne mase zaradi procesa aktivacije
osteoklastogeneze in poveCanja apoptoze osteoblastov. Prav tako znizana
koncentracija estrogenov in androgenov ne zadoSCa veC za antioksidativno
zascito kosti.

pretirana aktivacija imunskega sistema vodi do pove€anega spros¢anja vnetnih

citokinov, ki povecCajo osteoklastogenezo (3,5).

zdrava kostnina osteoporoza

Slika 1: Zdrava kostnina in porusena mikroarhitektura kostnih trabekul pri
osteoporozi (6)



K nastanku osteoporoze prispevajo Stevilni dejavniki tveganja:

e genetski dejavniki (rasa in spol, genetske spremembe v genih povezane z
delovanjem in razvojem kostnih celic)

e Zivljenjske navade in razvade (nepravilna prehrana z nezadostnim vnosom
kalcija in vitamina D, K in C, kajenje, pretirano uzivanje alkohola)

e prekomerna ali prenizka telesna teza

e motnje v delovanju Zlez z notranjim izloCanjem

e kronicne bolezni jeter in ledvic

e jemanje nekaterih zdravil (glukokortikoidi, barbiturati in drugi antiepileptiki,
steroidi, antikonvulzanti, antikoagulanti, inhibitorji protonske ¢rpalke)

o telesna neaktivnost

PrepreCevanje osteoporoze se lahko priéne Ze v otroStvu, kjer si z zdravim
nacinom Zivljenja, primerno telesno aktivnostjo in zadostnim vnosom proteinov,
vitamina D in kalcija s prehrano (mlekom in mle¢nimi izdelki) izgradimo najvecjo
mozno kostno maso. Posledi¢no je tako v starosti izguba kostnine manjsa.
Absorpcija kalcija, ki je najpomembnejSi prehranski dejavnik za doseganje
optimalne kostne mase, je v otroStvu 75%, in se v odrasli dobi postopoma
zmanjSana 30% do 50%. V starosti se absorpcija Se dodatno zmanjSa, zato se

potreba po vnosu kalcija Se poveca (7,8).

1.3. LAKTAZNA NE-PERZISTENCA

S prenehanjem dojenja aktivnost encima laktaze v enterocitih po€asi upade na 5 -
10% prvotne aktivnosti in ostane nizka do konca Zivljenja. Ta pojav imenujemo

laktazna ne-perzistenca.

CH,0H

o. CH,0H CH,OH
CH;0H K OH . Laktaza OH,J—O\ CH 0.
oHL—o0. o\‘—/OH - Con S+ CJTon
COH > OH R0 MH
OH OH

OH
Laktoza D-galaktoza D-glukoza

Slika 2: Razgradnja laktoze pod vplivom encima laktaze v tankem c¢revesju (9)



V tem stanju se disaharid laktoza iz hrane ne razgradi (slika 2) in tako
nerazgrajena prehaja v debelo €revo, kjer zaradi osmotskega gradienta povzroci
zadrzevanje vode v &revesu in posledi¢no nastanek diareje. Crevesna flora
debelega Crevesa razgradi laktozo na kratkoverizne mascobne kisline in pline
(vodik, ogljikov dioksid in metan), kar povzroCi hude trebuSne krce, slabost,
napihnjenost in napenjanje. Pojav teh simptomov zaradi zmanjSane aktivnosti
laktaze imenujemo laktozna intoleranca. Razvoj simptomov je povezan s koliCino
zauzite laktoze, visino laktazne aktivnosti, prisotnostjo drugih hranil v obroku,
Crevesne flore, prisotnostjo bolezni prebavil in obcutljivost gastrointestinalnega
trakta. Pri nekaterih ljudeh pa se visoka aktivhost encima ohrani (laktazna
perzistenca). Pri teh ljudeh uzivanje mlecnih izdelkov in laktoze v poznejSem

obdobju ne predstavlja nobenih tezav (10,11,12).

1.3.1. RazSirjenost laktazne ne-perzistence

V odrasli ¢loveski populaciji obstajata dva fenotipa glede na sposobnost hidrolize

laktoze. Laktazni_ne-perzistentni fenotip izkazuje upad laktazne aktivnosti po

prenehanju dojenja in ima za posledico nezadostno razgradnjo laktoze v odrasli

dobi z ve€ino simptomov laktozne intolerance, medtem ko laktazni perzistentni

fenotip izkazuje visoko aktivnost laktaze in se deduje dominantno. RazSirjenost
laktazno perzistentnega fenotipa je visoka v severnih predelih Evrope (Nemcija,
Avstrija, Svica, severna Francija, Britanija, Irska in Skandinavija) in nomadskih
populacijah severne in centralne Afrike in Arabskega polotoka.

Fenotip laktazne ne-perzistence pa prevliaduje (slika 3) v nativni populaciji
Avstralije (aborigini) in Amerike (indijanci), na Pacifiku, Turciji, Balkanu, Italiji in

juzni Franciji, vzhodni in severno-vzhodni Aziji ter tropski Afriki (12).
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Slika 3: Frekvenca laktaznega ne-perzistentnega fenotipa (10)

Fenotip laktazne ne-perzistence je razvojno starejSi, saj se aktivhost encima po
obdobju dojenja zmanjSa pri vseh sesalcih. Do mutacije je prislo v neolitiku pred
5.000 - 10.000 leti, ko so se ljudje priceli ukvarjati z Zivinorejo in posledi¢no priceli
uzivali mleko, ki jim je zagotavljal dodatni prehranski vir proteinov, mascob in
ogljikovih hidratov. Druga prednost prebavljanja svezega mleka je tudi v tem, da je
pomemben vir vode, kar je Se posebej pomembno v pus€avskem podnebju.V prid
nastanka mutacije govori tudi teorija, da se encimska aktivnosti spreminja z
zemljepisno Sirino, pigmentacijo kozZe in izpostavljenostjo ultravijolicnim zarkom. V
obmocdjih z nizkim UV sevanjem, nastajajo v kozi manjSe koliCine aktivhega
vitamina D, kar ima lahko za posledico nastanek rahitisa, ki nezdravljen, zniza
reprodukcijsko sposobnost prebivalstva. Laktazna perzistenca preprecCuje
nastajanje rahitisa, saj laktoza spodbuja Crevesno absorpcijo kalcija. V predelih,
kjer pa je UV sevanje visoko in posledi¢no rahitis ne ogroza prebivalcev, laktaza ni

potrebna (12).

1.3.2. Vzroki za pomanjkanje encima laktaze

Laktozna malabsorpcija je lahko posledica
1. Genetskih vzrokov pri t.i. primarni hipolaktaziji, kjer lo€imo dve obliki:
e kongenitalna (prirojena) hipolaktazija, kjer nastanek mutacije v genu za
laktazo povzroCi tvorbo neaktivnega encima in se pri novorojenckih kaze s

hudimi simptomi



¢ hipolaktazija odraslih, ki se kaze kot upadanje ekspresije laktaznega gena
po koncani laktaciji

2. razliénih bolezni prebavil (kronicne vnetne bolezni Crevesja, celiakije,
gastroenteritisa, infekcijske driske, obsevanja) pri t.i. sekundarni
hipolaktaziji. Znizana aktivnhost laktaze izgine, ko se osnovna bolezen

pozdravi (10).

1.3.3. Gen za laktazo

Gen za laktazo (LCT) je dolg 49,3 kb in se nahaja na dal;jSi (q) roc€ici kromosoma 2
na mestu 21. Vsebuje 17 eksonov in se prepiSe v 6,2 kb dolg zapis. Kodira encim
laktazo (laktaza-florizin hidrolaza-LPH; EC 3.2.1.23), ki ima dve encimski
aktivnosti: laktazno (EC 3.2.1.108) in florizin hidrolazno (EC 3.2.1.62). Laktazno
aktivnost najdemo samo pri sesalcih, florizin hidrolazno pa pri vseh vretencarjih.
Laktaza cepi disaharid laktozo, celobiozo, celotriozo in celotrozo, florizin hirdolaza
pa B-glikozide. Pri osebah z laktazno ne-perzistenco in laktazno prezistenco je

zapis kljub tihim mutacijam identicen, zato se laktazi ne razlikujeta (11,13).

Slika 4: Kvartarna struktura encima LPH (14)



Sinteza laktaznega proteina

Slika 5: Shematski prikaz zorenja proteina LPH (15)

V zrelih, diferenciranih enterocitih se laktazni gen prepiSe v mRNA ter nato
prevede v genski produkt z 1927 aminokislinskimi ostanki. Protein LPH je
sestavljen iz N-terminalnega zunajcelicnega dela, ki obsega 4 homologne domene
(domena | in Il pripadata pro-regiji (LPHa profragment), ki kot molekularni
spremljevalec omogoc€a pravilno zvijanje pro-LPH; domena IIl vsebuje florizin
hidrolazno aktivno mesto, IV pa laktazno) (slika 4). V membrano je zasidran z 19
hidrofobnimi aminokislinami in se na C terminalnem delu konta s 26
znotrajceliCnimi aminokislinami. Asparaginski ostanki polipeptida so N-glikozilirani
z manozo (slika 5, A). Molekula pro-LPH se poveZe v homodimer (slika 5,B) in se
prenese na Golgijev aparat, kjer se pro-regija delno odstrani s proteoliticno
cepitvijo na mestu Argrss-Leurss. Nastane LPHBinita, ki seSe dodatno N- in O-
glikozilira (slika 5, C). Glikozilacija je pomembna za intracelularni transport in
encimsko aktivhost. LPH se nato transportira na membrano mikrovilov, kjer
pankreati¢ni tripsin razgradi preostanek pro-regije na mestu Arggss-Alagsg in tako
razgali zreli protein (LPHBsina) Z molekulsko maso 160 kDa (slika 5, D)(13, 15,16).

Uravnavanje prepisovanja gena LCT

Natan€en molekularni mehanizem laktazne perzistence ni poznan, vendar so za to
verjetno odgovorni transkripcijski faktorji, ki s svojo vezavo na regulatorno regijo
13,000-14,030 baznih parov navzgor od gena LCT povecCajo prepisovanje gena.
Promotorska regija gena za laktazo je dolga 150 baznih parov in se nahaja nad
transkripcijsko regijo. Vsebuje cis-elemente na katere se vezejo transkripcijski



faktorji. In vivo transkripcijskih faktorjev Se niso identificirali, v in vitro Studijah pa
so dokazali, da aleli -13910T, -13907G, -13915G in -14010C delujejo kot
ojaCevalci promotorske aktivnosti. Transkripcijski faktor Oct-1 se mo¢neje veze na
te alele kot na nemutirano zaporedje alela, ob tem pa se na promotor veze tudi
transkripcijski faktor HNFa (11).

Genetski polimorfizmi v genu za laktazo

Pri Kavkazijcih se je razvil genetski polimorfizem -13910C>T (rs4988235), ki se
100% ujema s perzistenco laktaze v odrasli dobi (alel T je odgovoren za nastanek
perzistence, alel C pa vodi v laktozno intoleranco). Polimorfizem se nahaja na
daljsi rocici kromosoma 2 v 13. intronu gena MCM6 (Minichromosome
maintenance complex component 6) in gre verjetno za prekrivanje regulatorne
regije gena LCT s koncem transkripcijske regije MCM6 gena. V Afriki so plemena,
ki so se ukvarjala z govederejo na podrocjih Sudana, Kenije in Tanzanije, razvila
polimorfizme -14010G>C, -13915T>G ali -13907C>G, v Saudski Arabiji pa
polimorfizem -13915T>G (slika 6). Z laktazno perzistenco se tudi povezuje
polimorfizem -22018G>A, ki se nahaja v 9. intronu gena MCM6. Po zadnijih
raziskavah je pri populaciji severnih Kitajcev in Brazilcev z japonskimi predniki celo

boljSi napovedovalec laktozne perzistence kot polimorfizem -13910C>T (10, 17).
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Slika 6: Polimorfizmi v genu LCT (a) Porazdelitev SNP-jev (b) Mesto nahajanja LCT
in MCMG6 gena (c) MCM6 gen. (d) Lokacija SNP-ov povezanih z laktazno perzistenco
znotraj 9. in 13. introna gena MCM®6 pri afriski in evropski populaciji (18)



1.3.4. Laktazna intoleranca in potencialni vpliv na kostno prenovo

Zaradi neprijetnih simptomov, ki se pojavljajo pri laktozni intoleranci, se tako otroci,
kot tudi odrasli izogibajo mleku in mleénim izdelkom. To vodi do zmanjSanega
vnosa kalcija pod priporo¢enim nivojem (1000 mg/dan za odrasle in 1300 mg/dan
za najstnike) in ima lahko za posledico razvoj osteoporoze.

Pregled literature je pokazal nasprotujoCe izsledke o vplivu zmanjSanega vnosa
kalcija na kostno prenovo in posledicno razvoju osteoporoze. Stallings s sod (19)
ter Infante s sod (20) so pri otrocih z zmanjSanim vnosom laktoze in kalcija
ugotovili povezavo z znizano MKG. To je potrdila tudi Studija na italijanski mladini
(Di Stefano s sod (21)), ki je tudi prva potrdila, da osebe z laktozno intoleranco ne
morejo doseci zadostne kostne mase.

Enattah s sod niso dokazali vpliva laktozne intolerace na spremenjeno absorbcijo
kalcija, hitrost kostne prenove in kostno maso pri mlajSih finskih moskih (22) kot
tudi ne povezave z vecjim tveganjem za osteoporozni zlom pri pomenopavznih
zenskah (23). Pozitivno povezavo med polimorfizmom LCT-13910C in nizjo MKG
na pomenopovznih Zenskah zaradi zmanjSanega vnosa kalcija pa sta potrdili

Studiji Bacsi s sod (24) in Obermayer-Pietsch s sod (25).

1.3.5. Doloc¢anje statusa laktazne ne-perzistence

Za diagnosticiranje laktozne ne-perzistence se uporabljajo nasledniji testi:

1. Merjenje laktazne aktivnosti v bioptu sluznice duodenuma tankega
Crevesja. S testom izklju¢imo vzroke, ki povzroCijo sekundarno laktozno
hipolaktazijo, vendar je test omejen zaradi neenotne ekspresije laktaze
vzdolz Crevesja, ob enem pa je postopek pridobivanja Crevesnega biopta
invaziven in za preiskovanca neprijeten (10, 26).

2. Laktozni toleranéni test, kjer oseba zauzZije od 20-50 g laktoze (kar
ustreza vsebnosti laktoze v 400-1000 mL kravjega mleka) in se ji nato
izmeri koncentracija glukoze v krvi. Pove€an nivo glukoze v krvi oznacuje

laktozno razgradnjo, saj se glukoza, ki pri tem nastane, absorbira v kri. Ce
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pa se koncentracia glukoze ne spremeni, ima oseba laktozno

malabsorpcijo in laktazni ne-perzistentni fenotip (10,11).

3. Dihalni test: oseba zauZije od 20-50 g laktoze in se ji nato izmeri koli€ina

vodika v izdihanem zraku. Povec€ana koli€ina vodika v izdihanem zraku kaze
na nezadostno razgradnjo laktozein posledicno fermentacijo laktoze v
debelem CcCrevesju s pomoc€jo Crevesne flore. V primeru prevelikega
razrasCanja bakterij v tankem Crevesu se v izdihanem zraku zazna
povecano izloCanje vodika, kar vodi do lazno pozitivnih rezultatov. Lazno
negativni rezultati so lahko posledica (10,11):

e prisotnosti bakterije, ki ne proizvajajo vodika pri hidrolizi laktoze

e jemanja antibiotikov v asu 1 meseca pred izvedbo testa

e v primeru nizkega €¢revesnega pH, ki inhibira aktivnost bakterij

e prilagoditve Crevesne flore na stalno izpostavljenost laktozi

4. Genetski testi polimorfizmov v genu za LCT. Prisotnost polimorfizmov v

nekodirajoCi regiji gena vodi v spremembo vezavnega mesta za
transkripcijski dejavnik, kar ima za posledico spremenjen nivo izrazenega
gena. Polimorfizmi posameznih nukleotidov v genu za LCT so v Studijah
genotipizirani s pomocjo analize polimorfizmov dolzin restrikcijskih
fragmentov (RFLP), HRM tehnike, z uporabo TagMan hidrolizirajo¢ih sond,
pirosekveniranjem in s sekveniranjem (27).
Genetski testi korelirajo z 86-95% z zgoraj naStetimi testi. Laktozna
malabsorbcija (in posledi¢no laktozna intoleranca) se deduje recesivno, zato

heterozigoten genotip predstavlja negativen rezultat (10).

Merjenje izdihanega vodika in genetski testi se pri Kavkazijcih Siroko

uporabljajo v klini¢ni diagnostiki.
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2. NAMEN DELA

Nekatere Studije kazejo na to, da imajo posamezniki z laktozno intoleranco
znizano mineralno kostno gostoto in posledicno ve€jo moznost razvoja
osteoporoze. Dokazano je, da je laktozna intoleranca povezana z zmanjSanim
uzivanjem mleka in zato z zmanjSanim vnosom kalcija in da je za to odgovoren
polimorfizem -13910C>T v genu LCT. Alel C je povezan z nizko, alel T pa z visoko
aktivnostjo laktaze v odrasli dobi. Podatkov o pojavnosti osteoporoze pri bolnikih z
laktozno intoleranco v Sloveniji Se ni. Na drugi strani pa obstojeCe analizne
metode za genotipizacijo polimorfizma LCT-13910C>T niso optimalne. Vecinoma

se uporablja RFLP, ki je zamudna in dolgotrajna metoda. Zato je bil nas namen:

1. Vpeljati nov, hitrejSi in natanCen postopek genotipizacije polimorfizma -
13910C>T v genu za LCT.
2. Ugotoviti povezanost polimorfizma -13910C>T z mineralno kostno gostoto v

slovenski starejsi populaciji.
Cilji naloge so bili:

> izbrati alelno specifine oligonukleotidne zacetnike

> optimizirati alelno specificno reakcijo PCR

> optimizirati vizualizacijo in odCitanje rezultatov pomnozitve na
agaroznem gelu

» potrditi genotipe s pomocjo sekvencne analize

» primerjati rezultate genotipizacije z RFLP metodo

» statisticno ovrednotiti vpliv genotipov na MKG
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3. METODE IN MATERIALI

3.1. VZORCI

V nalogi smo uporabili vzorce iz SLO-PREVAL banke vzorcev DNA na Fakulteti za
farmacijo, Katedri za klinicno biokemijo. Ta banka vkljuCuje 623 vzorcev DNA, in
sicer 515 pomenopavznih zensk in 106 moskih. Mineralno kostno gostoto na
podroCju celotnega kolka (MKGtot), vratu stegnenice (MKGfn) in ledvenega dela
hrbtenice (MKGIs) so izmerili na inStrumentu QDR-4500 (Hologic, Inc., Waltham,
MA, USA) z metodo dvoenergijske rentgenske absorpciometrije (DXA). Meritve so
potekale na enem od treh oddelkov sodelujoCih centrov: Kliniki za endokrinologijo
Univerzitetnega klinicnega centra v Ljubljani, na TravmatoloSkem oddelku Splosne
bolnidnice Celje ter na Oddelku za endokrinologijo in diabetologijo Univerzitetnega
klinicnega centra v Mariboru. Poleg klinicnega pregleda so opravili biokemijske
teste za izkljuCitev sekundarnih vzrokov osteoporoze. Vsi preiskovanci na terapiji z
zdravili, ki potrjeno vplivajo na kostni metabolizem, so bili izklju€eni iz raziskave.
Studijo je odobrila Etiéna komisija Republike Slovenije in vsak preiskovanec je

podpisal pisni pristanek o sodelovanju v Studiji.

3.2. 1IZOLACIJA DNA

Genomska DNA je bila predhodno izolirana iz polne venske krvi z uporabo metode
po Millerju. Delovne raztopine s koncentracijo DNA priblizno 10 ng/uL so bile

pripravljene naploscicah z 96 vdolbinicami in shranjene v hladilniku na + 4°C.

Genotipizacijo nasih vzorcev smo izvedli z novo metodo alelno specificnega PCR,
ki smo jo v nalogi razvili in preverili njeno ucinkovitost in pravilnost. V nadaljevanju
je opisan konéni postopek, ki smo ga razvili in s katerim smo na koncu opravili
genotipizacijo vseh 623 vzorcev. V postopku evalvacije nove metode pa smo del
vzorcev DNA analizirali so€asno tudi s predhodno metodo RFLP zaradi ocene

primerljivosti rezultatov. Obe metodi sta opisani v nadaljevaniju.
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3.3. ALELNO-SPECIFICNI PCR

Alelno-specificni PCR (AS-PCR) je enostavnha metoda za detekcijo znanih
toCkovnih mutacij, manjSih delecij ali insercij. Uporabimo tri oligonikleotidne
zacCetnike za dve loCeni reakciji PCR. Protismerni oligonukleotid je enak pri obeh
reakcijah, medtem ko se smerna zaCetnika razlikujeta na njunem 3' koncu in sta
specificna za alelno razliCico polimorfizma, ki ga analiziramo. PodaljSujejo se
oligonukleotidi, ki imajo popolnoma ujemajoCe se 3' konce. Detekcija in analiza

PCR produktov poteka na agaroznem gelu.

Specificnost reakcije se poveca, Ce se v zaporedje oligonukleotidnega zacetnika
vnese neujemajo¢ bazni par znotraj zadnjih $tirih baz na 3' koncu. Stopnja
destabilizacije je zadostna, da prepreCi Taq polimerazi podaljSevanje
neujemajoCega zacetnika, vendar pa ne tako mocna, da bi preprecila
podaljSevanje zacletnika z ujemajoCim se 3' koncem. Stopnja zahtevane
destabilizacije je odvisna od narave neujemanja na 3' koncu (28). Neujemajoce
purin/pirimidin baze tvorijo relativno moc€an par, medtem ko purin/purin oz.

pirimidin/pirimidin tvorijo Sibke pare (preglednica V).

Preglednica IV: Relativha mo¢ baznih parov (45)

Bazni par Mo¢ baznega para Moc¢ destabilizacije
G-C, A-T najmocnejsa je ni

G-T, A-C mocna Sibka

G-G, A-A srednja srednja

C-C Sibka mocna

G-A, C-T, T-T zelo Sibka najmocnejSa

Za uspesno nacrtovanje oligonukleotidnih zaCetnikov je zato potrebno poznati

zaporedje okoli SNP-ja.
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1 SNP <— protismerni oligonukleotid
3" GTAGAAGCGAAGTTGGTT 5°

55 CTGGCAATACAGATAAGATAATGTAC—&ECCTGGCCT CATTCAAGCGTC CCATCT TCGCT TCAACCAA 3°

rrrrrnnnn GTAAGTTCGCAGGGTAGAAGCGAAGTTGGTT 57

eeeeeeeeeeee

5'GCAATACAGATAAGATAATGTGGC 3'
alelno specificni oligonukleotid

N

SNP

matriéna
55 CTGGCAATACAGATAAGATAATGTACCTGGCCTM...“

3" GACCGTTATGTCTAT TCTAT TACATCAJGGGACCGGA......c..ccrervinsissssnssnsennnnnn- G TAAGTTCGCAGGGTAGAAGCGAAGTTGGTT 5

5’ GCAATACAGATAAGATAATGTGGT 37

alelno specificni oligonukleotid >

Slika 7: Princip alelno-specificne PCR reakcije

3.3.1. Genotipizacija polimorfizma LCT-13910 C>T z metodo AS- PCR

Za analizo polimorfizma LCT-13910 C>T smo izvedli dve lo€eni alelno-specifiéni
PCR reakciji. V eni reakciji poteka pomnozZevanje nemutiranega alela s smernim
oligonikleotidnim zaletnikom LCT_wt_F 5'-GCAATACAGATAAGATAATGTGGC-3', v
drugi pa pomnozevanje mutiranega alela s smernim oligonikleotidnim zacetnikom
LCT _mut_ F 5-GCAATACAGATAAGATAATGTGGT-3'. Pri obeh reakcijah smo
uporabili isti protismerni oligonukleotidni zacCetnik LCT_R
5'-TTGGTTGAAGCGAAGATG-3'. Genotipizacija posameznega alela je potekala kot
dupleks reakcija, saj smo uporabili Se dodaten par oligonukleotidnih zaCetnikov
CYP2D6 kot interno pozitivho kontrolo (CYP2D6_F5
5'-GTTCTGTCCCGAGTATGCT-3', CYP2D6_R5 5'-GCCCTGTACTTCGATGTCA-3"). V
reakcijsko mesanico smo h genomski DNA dodali Se komercialno dostopen
SYBR® Select Master Mix, ki vsebuje pufersko raztopino z AmpliTag® polimerazo
in dNTP-je. V njegovi sestavi so tudi uracil-DNA glikozilaza (UNG) ter barvili
SYBR®Green ER™ in ROX™, saj se SYBR® Select Master Mix primarno
uporablja za gPCR tehniko. Uporabljene volumne reagentov in zaCetne oz. kon¢ne

koncentracije nam podaja preglednica VI.
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5'-tatcagagtcactttgatatgatgagagcagagataaacagatttgttgcatgtttttaatctttggtatgggacatactagaattcactgca

aatacatttttatgtaactgttgaatgctcatacgaccatggaattcttccctttaaagagcttggtaagcatttgagtgtagttgttagacggaga
cgatcacgtcatagtttatagagtgcataaagacgtaagttaccatttaatacctttcattcaggaaaaatgtacttagaccctacaatgtacta
gtaggcctctgegetggcaatacagataagataatgtag[c/t]ccctggectcaaaggaactctcctccttaggttgeattigtataatgtttga
tttttagattgttctttgagccctgcattccacgaggataggtcagtgggtattaacgaggtaaaaggggagtagtacgaaagggcattcaag
cgtcccatcttcgcttcaaccaaagcagccctgcegttticctagttttattaataggtttgatgtaaggtegtctttgaaaagggggtttggcttttt
tttacagtgtgactgaggtataatttataaaaagggaaatgtatggcatggtgagttttttcacatacatccttgtgaatacccagctcaag-3'

Slika 8: Mesto vezave smernega in protismernega oligonukleotidnega zacetnika v
13. intronu gena MCM6

V preglednici V so zapisani podatki o oligonukleotidnih zaCetnikih za polimorfizem
LCT-13910C>T.

Preglednica V: Nukleotidno zaporedje oligonukleotidnih zacetnikov za LCT in
notranje kontrole CYP2D6

Polimorfizem Ime zacetnika Nukletidno zaporedje

LCT_wt_F 5'-GCAATACAGATAAGATAATGTGGC-3'
LCT-13910C>T LCT_mut_F 5'-GCAATACAGATAAGATAATGTGGT-3'

LCT_R 5'-TTGGTTGAAGCGAAGATG-3'
CYP2D6 CYP2D6_F5 5'-GTTCTGTCCCGAGTATGCT-3'
CYP2D6_R5 5'-GCCCTGTACTTCGATGTCA-3'

Preglednica VI: Sestava reakcijske zmesi za AS- PCR

Sestavina reakcije Zacetna Volumen Konéna
koncentracija (pL) koncentracija
Ultra Cista voda 2,0
SYBR® Select Master Mix 2% 5,0 1x
LCT1 F wt (mut) 5,0 uM 0,5 0,25 uM
LCT1R 5,0 uM 0,5 0,25 uM
CYP2D6 F5 2,5uM 0,5 0,125 uM
CYP2D6 R5 2,5uM 0,5 0,125 uM
matricna DNA 10 ng/uL 1,0 1 ng/uL
Skupni volumen 10,0

Reakcija AS-PCR je potekala na termostatu C-1000™ Thermal Cycler. Reakcija
pomnozZevanja se je pri¢ela z aktivacijo AmpliTag® polimeraze za 2 minuti na 95

°C. Nato je sledilo 42 ciklov pomnozevanja. V vsakem ciklu poteCe 15 sekundna
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denaturacija genomske DNA na 95 °C, 20 sekundno prileganje oligonukleotidnih

zacCetnikov na 56 °C ter 40 sekundno podaljSevanje novo nastale verige na 72 °C.

Kon¢no podaljSevanje je potekalo 5 minut na 72 °C. V preglednici VIl je naveden

Casovni in temperaturni protokol pomnozevanja.

Preglednica VII: Casovni in temperaturni protokol AS- PCR reakcije

Stopnje reakcije Temperatura Cas St.ciklov
(°C)

Aktivacija AmpliTag® 95 2 min

polimeraze

Denaturacija 95 15s

Prileganje 56 20s 42

PodaljSevanje 72 40 s

Zaklju¢no podaljSevanje 72 5 min

Shranjevanje 12 00

Priprava reakcijske mesanice:

1.

Reakcijsko meSanico smo pripravili v komori, ki smo jo predhodno ocistili z
raztopino 10% etanola. Da smo preprecili kontaminacijo PCR reakcije, smo
ocCistili vse pipete, stojala, Skatle z nastavki in kozarce z epruvetkami z
raztopino natrijevega hipoklorita ter jih nato obsevali Se z UV-lugjo.

Pripravili smo si nacrt reakcijske meSanice tako, da smo osnovni volumen

posameznih reagentov pomnozZili s Stevilom vzorcev.

3. Vse zamrznjene raztopine oligonukleotidnih zacetnikov smo odtalili.

4. SYBR® Select Master Mix smo tik pred uporabo iz hladilnika prenesli v

komoro.

Vse reagente smo pred uporabo dobro premesSali in jih na kratko
centrifugirali.

Nato smo reagente po vrstnem redu, kot je zapisan v preglednici VI,
napipetirali v sterilno epruvetko. Pripravljeno meSanico smo dobro

premesali in na kratko centrifugirali.
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7.

8.
9.

V pripravljene 0,2 mL epice smo nato pipetirali po 9 pL reakcijske
mesSanice.
Na koncu smo dodali Se 1 pL vzorcne oz. kontrolne DNA.

V luknjico s »slepim« vzorcem smo dodali 1 uL ultraciste vode.

10. Vsebino epruvetk smo na stresalniku dobro premesali in centrifugirali.

11.Tako pripravljene vzorce smo prenesli v termostat C-1000™ Thermal

Cycler in zagnali program za pomnozevanja.

Reagenti in oprema

Reagenti:

v
v
v

vzorci DNA s koncentracijo 10 ng/uL

vzorci DNA notranjih kontrol z znanim genotipom s koncentracijo 10 ng/pL
SYBR® Select Master Mix (Applied biosystems by Life technologies, ZDA,;
PN 4472897)

smerni oligonukleotidni zaCetnik

LCT_wt F 5'-GCAATACAGATAAGATAATGTGGC-3' (Sigma-Aldrich,
Chemie GmbH, Nemcija; 5,0 uM)

smerni oligonukleotidni zacetnik

LCT_mut_F 5-GCAATACAGATAAGATAATGTGGT-3"' (Sigma-Aldrich,
Chemie GmbH, Nemcija; 5,0 uM)

protismerni oligonukleotidni zaCetnik

LCT_R 5'-TTGGTTGAAGCGAAGATG-3' (Sigma-Aldrich, Chemie GmbH,
Nemcdija; 5,0 uM)

smerni oligonikleotidni zacetnik

CYP2D6_F 5-GTTCTGTCCCGAGTATGCT-3"' (Sigma-Aldrich, Chemie
GmbH, Nemcija; 2,5 uM)

protismerni oligonukleotidni zaCetnik

CYP2D6_R 5-GCCCTGTACTTCGATGTCA-3' (Sigma-Aldrich, Chemie
GmbH, Nemcija; 2,5 uM)

ultra gista voda
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Aparature in oprema:

parni sterilizator Laboklav 25M (SHP Steriltechnik AG, Nemcija)

komora DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-M-AR (Biosan, Latvija)
mikrocentrifuga Combi-spin FVL-2400N (Biosan, Latvija)

cikli¢ni pomnozevalnik C-1000™ Thermal Cycler (Bio-Rad, ZDA)
polavtomatske pipete (0,1-2,5 pL, 0,5-10 yL, 2-20 uL, 20-200 pL; Eppendorf

Research Plus, Nemcija)

ASERNEE NER NN

v’ avtoklavirani nastavki za pipete (Sarstedt, Nemcija)

v avtoklavirane epruvetke 0,2 in 1,5 mL (Eppendorf, Nemcija)
v’ stojalo za epruvetke
v

rokavice

Po konc¢ani PCR reakciji smo vzorce centrifugirali, jim dodali 2 yL nanaSalnega
pufra ksilencianol ter celotni volumen PCR vzorcevprenesli na 2% agarozni gel

(poglavje 3.4.1) in odcitali genotipe.

3.4. ANALIZA POLIMORFIZMOV DOLZIN RESTRIKCIJSKIH FRAGMENTOV

Analiza polimorfizmov dolzin restrikcijskih fragmentov (RFLP) je metoda, pri kateri
z uporabo restrikcijskih endonukleaz (restriktaz) ugotavljamo znane spremembe v
nukleotidnem zaporedju. Restriktaze prepoznajo in cepijo specificno zaporedje v
dvoverizni DNA. Genetski polimorfizmi lahko zaradi spremembe nukleotidnega
zaporedja uvedejo ali (za druge SNP) odstranijo prepoznavno mesto za
restrikcijske encime. Z verizno reakcijo s polimerazo (PCR) se najprej pomnozi
Zeleni odsek DNA in nato sledi vezava restriktaze na prepoznavno mesto PCR
produkta. Po restrikciji nastanejo fragmenti razlinih dolzin, ki jih lo€imo na

agaroznem ali poliakrilamidnem gelu (27).
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3.4.1. Genotipizacija polimorfizma LCT-13910C>T z RFLP

Uporabili smo protokol PCR reakcije za genotipizacijo polimorfizma LCT-

13910C>T Laboratorija za molekularno diagnostiko z metodo RFLP.
Verizna reakcija s polimerazo

Reakcijski meSanici za PCR, ki je sestavljena iz pufra, ultraCiste vode, MgCly,
smernega in protismernega oligonukleotidnega zacetnika, vseh Stirih
deoksinukleozid-trifosfatov (dNTP) ter termostabilne Taq polimeraze, dodamo
vzorec DNA. Reakcija poteka na termostatu C-1000™ Thermal Cycler, kjer se
reakcijska mesanica najprej segreje na 95 °C, da se aktivira Taq polimeraza. Nato
sledi cikel sinteze nove dvovijaéne DNA, ki je sestavljen iz treh stopenj (29):
» denaturacije DNA, Kkjer se pri temperaturi 94 °C razklene dvoverizna DNA
» prileganja oligonukleotidnih zaCetnikov na enoverizo DNA pri temperaturi
58,5 °C
» podaljSevanja nove verige s pomocjo encima Taq polimeraze, ki se pri
temperaturi 72 °C veze na oligonukleotidni za¢etnik in v smeri od 5' do 3'
vgrajuje dNTP-je ter tako izgradi komplementrano verigo DNA.
Vsak cikel se ponovi 40 x, pri tem pa se teoreticno pri vsakem ciklu Stevilo kopij
zelenega odseka podvoji. Reakcija se nato nadaljuje 10 min pri 72 °C, da encim
lahko do konca izgradi pomnoZene odseke. Reakcijo se ustavi z inkubacijo pri 4
°C.

V preglednici VIl je zapisano nukleotidno zaporedje smernega in protismernega
oligonukleotidnega zacletnika. Sestavo reakcijske zmesi ter casovni in

temperaturni protokol podajata preglednici IX in X.

Preglednica VIlI: Nukleotidno zaporedje oligonukleotidnih zacetnikov

Polimorfizem Ime zacetnika Nukletidno zaporedje

LPH_F 5'-GGATGCACTGCTGTGATGAG-3'
LCT-13910 C>T
LPH_R 5'-CCCACTGACCTATCCTCGTG-3'
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Preglednica IX: Sestava reakcijske zmesi za PCR

Sestavina reakcije Zacetna Volumen (pL) Konéna
koncentracija koncentracija
Ultra Gista voda 14,9
PCR pufer Il 10 x 2,5 1%
raztopina dNTP 2 mmol/L 2,5 0,2 mmol/L
raztopina MgCl, 25 mmol/L 2,0 2,0 mmol/L
LPH_F 5uM 1,0 0,2 uyM
LPH_R 5 uM 1,0 0,2 uM
Tag-polimeraza 5 U/uL 0,1 0,02 U/uL
vzorec DNA 10 ng/uL 1,0 1 ng/uL
Skupni volumen 25,0

Preglednica X: Casovni in temperaturni protokol reakcije

Stopnje reakcije Temperatura Cas St.ciklov
(°C)

ZacCetna denaturacija 95 12 min

Denaturacija 94 30s

Prileganje 58,5 30s 40

PodaljSevanje 72 1 min

Zaklju¢no podaljSevanje 72 7 min

Shranjevanje 4 00

Reagenti:

v’ vzorci DNA s koncentracijo 10 ng/uL

<\

vzorci DNA notranjih kontrol z znanim genotipom s koncentracijo 10 ng/pL

v' AmpliTaqg Gold® DNA Polymerase (5 U/uL, Applied Biosystems, Life
technologies, Austin, ZDA)

v 10 x PCR Buffer Il (pH 8,3 pri 20 °C, 100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI,;
Applied Biosystems, Life technologies, Austin, ZDA)

v" MgCl, (25 mM; Applied Biosystems, Life technologies, Austin, ZDA)
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v’ raztopina dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP- vsak v koncentraciji 2 mM,;
Promega, Madison, ZDA)

v' oligonukleotidni zacetnik LPH_F 5-GGATGCACTGCTGTGATGAG-3'
(Qiagen, Nemcija; 5,0 uM)

v' oligonukleotidni zac¢etnik LPH_R 5'-CCCACTGACCTATCCTCGTG-3'
(Qiagen, Nemcija; 5,0 uM)

v' ultra Cista voda

Aparature in oprema:

parni sterilizator Laboklav 25M (SHP Steriltechnik AG, Nemcija)

komora DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-M-AR (Biosan, Latvija)
mikrocentrifuga Combi-spin FVL-2400N (Biosan, Latvija)

ciklicni pomnoZzevalnik C-1000™ Thermal Cycler (Bio-Rad, ZDA)
polavtomatske pipete (0,1-2,5 L, 0,5-10 uL, 2-20 L, 20-200 pL; Eppendorf

Research Plus, Nemcija)

NN

avtoklavirani nastavki za pipete (Sarstedt, Nemcija)
avtoklavirane epruvetke 0,2 in 1,5 mL (Eppendorf, Nemcija)

stojalo za epruvetke

ASIRNERNERN

rokavice

Po kon&ani PCR reakciji se nato preveri uspesnost pomnozitve zelenega odseka

DNA z elektroforezo na 2% agaroznem gelu.

Agarozna gelska elektroforeza

S separacijsko agarozno gelsko elektroforezo smo preverili uspesSnost pomnozitve
verizne reakcije s polimerazo. Tehnika temelji na potovanju nabitih delcev v
elektricnem polju. Nukleinske kisline so zaradi fosfatnih skupin negativno nabite in
v elektricnem polju potujejo proti pozitivho nabiti anodi. Molekule se loCijo na
osnovi njihove molekulske mase in konformacije. Na hitrost potovanja molekul
vpliva naboj delca, velikost in oblika delca, jakost elektrichega polja, koncentracija

agaroznega gela, sestava in temperatura elektroforeznega pufra.

Vzorce smo nanesli na agarozni gel skupaj z nanaSalnim pufrom, ki poveca

gostoto vzorca in tako povzroCi, da DNA enakomerno pade v jamico Zepka. Ker je
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obarvan, sluzi kot vizuelni oznaCevalec migracije vzorcev med elektroforezo.
Detekcija nukleinskih kislin v agaroznem gelu je potekala s pomocjo barvila Midori
Green. Ta se je med potovanjem molekul vzorca skozi gel vgradil med bazne
pare. Ko gel obsevamo z ultravijolicno svetlobo, Midori Green odda zeleno

fluorescenco in molekule DNA postanejo vidne.

Priprava 2% aqgarozneqa qgela in izvedba elektroforeze

V erlenmajerico smo natehtali 1,5 g agaroze, ki smo ji dodali 75 mL 1 x TAE pufra.
Erlenmajerico smo pokrili z urnim steklom in tehtnico umerili na ni€. Raztopino
smo nato segrevali v mikrovalovni pecici toliko Casa, dokler se agaroza ni
popolnoma raztopila. Erlenmajerico smo nato ponovno postavili na tehtnico in
izparjeno tekoCino nadomestili z destilirano vodo. Ko se je raztopina na sobni
temperaturi ohladila na ~60 °C, smoji nato dodali 3 uL barvila Midori Green.
Vsebino smo dobro premesSali in vlili v pripravlen nosilec za gel z dvema
glavni¢koma po 30 jamic. V jamice smo nanesli po 2,5 yL PCR produkta skupaj z
2,0 uL nana$alnega pufra ksilencianola. Uporabili smo tudi 3,5 pL oznacdevalca
dolzin odsekov DNA (PCR marker), ki smo ga predhodno na parafilmu s pomocjo
pipete zmeSali s 2,0 uL ksilencianola in meSanico nato nanesli na gel.
Elektroforeza je potekala v 1 x TAE pufru 20 min, pri standardni napetosti 100 V.
Po koncCani elektroforezi smo gel prenesli v G:Box, kjer smo pod UV svetlobo

zaznali polozaj in jakost lis PCR produktov.

Priprava 4% agarozneqa gela (za RFLP)

Postopek priprave 4% agaroznega gela je enak zgoraj opisanemu, le da smo
uporabili 3 g agaroze wide range, s katero dosezemo vecjo zamrezZenost gela.
Uporabili smo glavni¢ke z 20 jamicami. Tudi tu smo nanesli oznacCevalec dolZin
odsekov DNA. Celotnemu volumnu vzorcev smo nato dodali 3 yL nanaSalnega

pufra bromfenol modro ter tako pripravljene vzorce prenesli v jamice.
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Reagenti in oprema

Reagenti:

v

v

agaroza za rutinsko uporabo (A9539; Sigma—Aldrich Chemie GmbH,
Nemcija)

agaroza za RFLP (wide range/standard 3:1, A7431;Sigma —Aldrich Chemie
GmbH, Nemcija)

1 x TAE pufer (Tris-acetat-EDTA,; sestava: 242 g tris baze, 57,1 mL ocetne
kisline, 100 mL 0,5 M EDTA s pH 8,5); redCenje 1:50

Midori Green Advanced DNA Stain (Nippon Genetics Europe GmbH,
Nemcija; Cat.No. MG 04)

nanasalni pufer ksilencianol (Sestava: 0,025 g ksilencianola (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Nemcija), 3 mL glicerola (Merck, Nemcija) in 7 mL ultra
Ciste vode)

nanasalni pufer bromfenolno modro (Sestava: 0,025 g bromfenolno modro
(Fluka chemie, Svica), 3mL glicerola (Merck, Nemé&ija), 7 mL ultra gise
vode)

oznacevalec dolzin odsekov DNA — PCR Marker; odseki velikosti: 50, 150,
300, 500, 700, 1000 bp (Promega, Madison, ZDA; Part No.: G316A)

PCR produkti

Aparature in oprema:

v
v
v
v
v
v

<

elektronska tehtnica Kern EW (Kern&Sohn GmbH, Nemdija)

elenmajerica (250 mL)

urno steklo

merilni valj (100 mL)

mikrovalovna pecica

kalup za agarozni gel, nosilec (10 x 15 cm) ter glavni¢ki (30 oz. 20
Zepkov)(Bio-Rad, ZDA)

kadiCka za elektroforezo Wide Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad, ZDA)

vir napetosti Power Pac Basic 300 (Bio-Rad, ZDA)

polavtomatski pipeti (0,5-10 pL in 10-100 pL; Eppendorf, Nemcija)
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avtoklavirani nastavki za pipeti (Sarstedt, Nemcija)
komora z UV svetilko G:Box (SynGene, VB)

racunalnik s programsko opremo Gene Snap (SynGene, VB)

AR NERNEEN

nitrilne rokavice

RFLP analiza

Po konc¢ani PCR reakciji smo PCR produkt dodali v reakcijsko meSanico za RFLP,
ki jo sestavljajo pufer NEB4, ultra Cista voda, restrikcijski encim BsmFI ter goveji
serumski albumin (BSA) po protokolu, kot je napisan v preglednici XI.

prepoznavno mesto 10
BsmFl 5 ——— GGGACNNNNNNNNNN / NNNNNNN 3
SMFl . cccraNNNNNNNNNNNNNN /7 NNNN 5
14

Slika 9: Prepoznavno mesto za restrikcijsko endonukleazo BsmFI

Preglednica Xl: Sestava reakcijske zmesi za RFLP reakcijo

Sestavina reakcije Zacetna Volumen Konéna
koncentracija (pL) koncentracija
Ultra Cista voda 8,6
pufer NEB 4 10 x 1,5 1 x
BsmFI 2 U/uL 0,75 0,1 U/uL
BSA 100 % 0,15 1 x
PCR produkt 4,0
Skupni volumen 15,0
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Celotno reakcijsko zmes smo inkubirali ez no¢ (15-18 ur) v vodni kopeli na 65 °C.

Po inkubaciji smo produkte restrikcije pomesSali z 3 pL raztopine nanasalnega

pufra z bromfenol modrim in prenesli v Zepke 4% agaroznega gela. Elektroforeza

je potekala v 1 x TAE pufru 60 min, pri napetosti 100 V. Po konc&ani elektroforezi

smo gel prenesli v G:Box, kjer smo pod UV svetlobo zaznali polozaj in jakost lis

produktov restrikcije ter odcitali genotipe.

Reagenti in oprema

Reagenti:

v' ultra Cista voda

v pufer NEB4 (1 x: 50 Mm K-acetat, 20 mM Tris acetat, 10 mM Mg-acetat, 1
mM ditiotreitol, pH = 7,9 pri temperaturi 25 °C; New England Biolabs GmbH,
Nemcdija)

v' restrikcijski encim BsmFI (v 50 mM NaCl, 10 mM tris-HCI (pH 7,4), 0,1 mM
EDTA, 1 mM dithiothreitol, 200 pg/mL BSA, 50% glicerol; 100 enot, 2,000
U/mL; New England Biolabs GmbH, Nemcija)

v" BSA (100 x; New England Biolabs GmbH, Nem¢ija)

Aparature in oprema:

AN

NN NN

vodna kopel WB-4MS (Biosan, Riga, Litva)

mini centrifuga NG002B (Nippon Genetics Europe GmbH, Diren, Nemcija)
polavtomatske pipete (0,1-2,5 L, 0,5-10 uL, 2-20 L, 20-200 pL; Eppendorf
Research Plus, Nemcija)

avtoklavirani nastavki za pipete (Sarstedt, Nemcija)

avtoklavirane epruvetke 1,5 mL (Eppendorf, Nemdcija)

stojalo za epruvetke

plovec za epruvetke

rokavice
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3.5. SEKVENCNA ANALIZA

Vse tri genotipe notranjih kontrol in treh vzorcev smo na analizirali tudi s
sekvencno analizo na aparatu GenomeLab™ GeXzP Genetic Analysis System,
zato da bi potrdili pricakovano zaporedje nukleotidov v produktih reakcij PCR.
Aparat deluje na principu kapilarne elektroforeze, kjer se pod vplivom visoke
napetosti v elektricnem polju negativho nabite molekule DNA loCijo po velikosti

zaradi razlicne hitrosti potovanja skozi poliakrilamidni gel v kapilari.
Proces sestavlja vec faz:

1. Faza: Priprava PCR produkta
2. Faza: Ciséenje PCR produkta in merjenje koncentracije DNA

3. Faza: Sekvencna reakcija

3.5.1.Priprava PCR produkta

v" Po postopku PCR za RFLP (poglavje 3.4.1)

viv v

Preostalo koli¢ino PCR produkta smo uporabili v nadaljnji reakciji ¢iS¢enja PCR

produkta.

3.5.2. Ciséenje PCR produktov

Za Ci8Cenje PCR produktov smo uporabili komercialno dostopen komplet
QlIAquick® PCR Purification Kit, ki s pomocjo silikatne membrane v prisotnosti
pufra z visoko vsebnostjo soli veze DNA, nedistote pa se sperejo skozi kolono.
Elucija oCis¢ene DNA iz membrane nato poteCe ob prisotnosti pufra z nizko
vsebnostjo soli ali z vodo. S tem postopkom odstranimo oligonukleotidne
zaCetnike, nukleotide, encime, mineralno olje, soli in druge necistote.
Centrifugiranje v vseh korakih je bilo izvedeno na sobni temperaturi pri 13000 rpm.
Volumnu PCR reakcije smo dodali 5 volumnov pufra PB in dobro premesali. Da se
DNA adsorbira na membrano v ¢im vecji meri, smo dodali 10 yL 3 M natrijevega
acetata s pH 5,0 in premeSali. Celotno vsebino smo nato prenesli na QlIAquick

kolono in centrifugirali vzorce 1 minuto. Tekocino, ki je preSla membrano smo
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zavrgli. Nato je sledilo spiranje odvecne koliCine soli iz membrane z 750 pL pufra
PE. Kolone smo centrifugirali 1 minutno in ponovno zavrgli eluirano tekocino. Da
smo popolnoma odstranili ostanke pufra PE, smo postopek centrifugiranja
ponovili. Nato smo kolone prenesli v Cisto 1,5 mL epruvetko. Elucijo DNA iz
membrane smo dosegli z dodatkom 30 pyL EB pufra (10 mM Tris'Cl, pH 8,5), ki
smo ga s pipeto prenesli na center membrane. Sledila je 1 minutna inkubacija in
nato faza centrifugiranja. OCcZis¢enim PCR produktom smo nato s

spektrofotometrom izmerili koncentracijo DNA.

Reagenti in oprema

Reagenti:

v" QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen GmbHHilden, Nemcija; Cat.No.:
28104):
pufer PB
pufer PE
pufer EB (10 mM Tris*ClI, pH 8,5)
v’ etanol (96-100%)
v natrijev acetat 3M (24,61 g natrijevega acetata raztopimo v 100 mL

ultraCiste vode; pH 5,0)

Aparature in oprema:

v" QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen GmbHHilden, Nem¢ija; Cat.No.:
28104)
v' vibracijski stresalnik IKA Genius 3 (IKA, Nemcija)

v centrifuga Centrifuge 5415R (Eppendorf, Nemcija))

v’ polavtomatske pipete (0,5-10 uL, 2-20 pL, 20-200 pL, 100-1000 uL; Biohit,
Finska)

v'avtoklavirani nastavki za pipete (Sarstedt, Nemcija)

v’ avtoklavirane epruvetke 1,5 mL (Eppendorf, Nemcija)

v’ stojalo za epruvetke

v rokavice
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3.5.3. Merjenje koncentracije DNA v o€iséenih PCR produktih

Spektrofotometer NanoDrop™ ND-1000 meri koncentracijo dvoverizne in
enoverizne DNA, RNA in proteinov z visoko natancnostjo in ponovljivostjo.
Uporablja princip povrSinske napetosti, s katero obdrzi kapljico vzorca na svojem
mestu in tako ni potrebna uporaba kivet ali kapilar. Podlaga za analizo je Beerov
zakon, ki temelji na tem, da je koncentracija raztopine pri konstantni dolzini poti
svetlobe, konstantni valovni dolzini in temperaturi direktno proporcionalna koli€ini

absorbirane svetlobe.
Princip metode

Nukleinske kisline zaradi prisotnosti aromatskih obroCev v purinskih in
pirimidinskih bazah absorbirajo UV svetlobo z maksimumom absorbance pri 260
nm. Za Cisto raztopino DNA velja, da je absorbanca raztopine s koncentracijo 50
ug/mL pri 260 nm enaka 1. Cistost preverimo z merjenjem absorbance pri 280 nm
in 230 nm. Za merilo prisotnosti proteinov uporabimo razmerje A260/A280, ki je
optimalno za &isto DNA pri 1,8. Ce je manjSe, so prisotni poleg proteinov $e fenoli
in drugi kontaminanti, ki absorbirajo pri 280 nm. Optimalno razmerje A260/A230 za
Cistost DNA pa mora biti 1,8-2,2. ManjSa vrednost razmerja kaZe na prisotnost

ostankov fenola, gvanidina, magnetnih kroglic ali proteinov.
Potek dela

Na spodnje opticno vlakno nanesemo 1,5 pL vzorca. Nato polozimo rocico
zgornjega opti¢nega vlakna na spodnje. S pomocjo povrSinske napetosti se ustvari
mosticek med opti€no potjo. Svetloba ksenonske Zarnice se pri prehodu skozi
vzorec absorbira, prepudCena svetloba pa pride do detektorja. Spektrofotometer z
referentno raztopino (EB pufer v katerem je eluiran PCR produkt) umerimo na
»niCelno nastavitev«, ki pri meritvi vzorca primerja delez svetlobe, ki pride skozi

referenéno raztopino in skozi merjen vzorec.
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Reagenti in oprema

Reagenti:

v' ultracista voda
v' EB pufer (10 mM Tris-Cl; pH 8,5)
v’ ocis¢eni PCR produkti

Aparature in oprema:

v' spektrofotometer NanoDrop™ ND-1000 (Nanodrop Tehnologies, Inc.,
Wilmington, DE, ZDA)

racunalnik s programom ND-1000

polavtomatska pipeta (1-10 pL; Eppendorf, Nemcija)

avtoklavirani nastavki za pipeto (1-10 yL;Sarstedt, Nemcija)

stojalo za epruvetke

Vv v

papirnate brisacke za CiS¢enje opti€ne poti spektrofotometra

NN N N N RN

rokavice

3.5.4. Sekvenéna reakcija

Doloc¢anje nukleotidnega zaporedja DNA temelji na tehniki, ki jo je Sanger 1.1977
razvil skupaj s sodelavci. Z razliko od klasicne PCR reakcije v meSanico dodamo
samo en oligonukleotidni zadetnik, zato se po toplotni denaturaciji v ciklicnem
termostatu pomnozuje samo ena veriga DNA. Druga razlika je tudi v tem, da je
poleg deoksinukleotidov dodana manjSa koliina Stirih dideoksinukloeotidov, ki so
oznaceni z razliénim fluorescentnimi barvili. Na 3' ogljikovemu atomu sladkorja jim
manjka OH skupina, zato ne morejo tvoriti fosfodiesterske vezi z naslednjim
nukleotidom in nadaljnja sinteza verige se prekine. Naklju¢na vgraditev ddNTP-jev
ima za posledico nastanek razlicno dolgih fragmentov, ki jih lo¢imo s kapilarno
elektroforezo (slika 10, A). Med elektroforezo se enoverizne negativnho nabite
molekule DNA injicirajo v kapilaro pod vplivom elektricnega toka in potujejo proti
pozitivni anodi. Krajsi fragmenti potujejo v gelu hitreje in dosezejo konec kapilare

prvi, medtem ko daljSi fragmenti potujejo poCasneje zaradi zapletanja med
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molekule gela in potrebujejo dalj ¢asa, da dosezZejo optiCni del kapilare, kjer
poteka detekcija fragmentov. V optiChem delu laserski zarek povzroCi vzbujanje
fluorescenénega barvila na dideoksinukleotidu, kar povzro€i nastanek
fluorescence pri specificni valovni dolzini oz. barvi (slika 10, B). Fluorescentni
signal zajame fotopomnozevalka in programska oprema analizatorja ga pretvori v
digitalno obliko. Na zaslonu raCunalnika se nato v obliki elektroferograma izpiSe

zaporedje baz pomnozZenega enoveriznega fragmenta (slika 10, C).

Slika 10: Potek sekvencéne analize (30)

Sekvencno reakcijo izvedemo v 0,2 mL epruvetkah po protokolu, kot je opisan v
preglednici Xll. Priporo€ena koli€ina dvoverizne DNA, ki jo dodamo v mesSanico, je
50-100 fmol, kar za 448 bp dolg fragment pomeni od 16-33 ng PCR produkta.

Preglednica XIll: Priprava reakcijske mesanice za sekven¢no analizo

Sestavina reakcije Volumen (pL)
ultra Cista voda 4,3
PCR produkt 1,0
smerni/protismerni oligonukleotidni zaetnik LPH 0,7
DTCS Quick Start Master Mix 4,0
Skupni volumen 10,0

Za vsak vzorec pripravimo dve sekvencni reakciji. V epruvetko, kjer se bo
pomnozila vodilna veriga PCR produkta, napipetiramo 4,3 uL ultra Ciste vode, 1 pL
PCR produkta, smerni oligonukleotidni zacetnik ter 4,0 pL DTCSQuick Start
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Master Mix, ki vsebuje DNA polimerazo, dNTP-je in z barvili oznatene ddNTP-je v
10 x pufru. V drugi epruvetki se pomnozuje komplementarna veriga z istimi

reagenti in protismernim oligonukleotidnim zaCetnikom.

Vsebino epruvetk smo dobro premes$ali in centrifugirali ter jih nato prenesli v
termostat ThermalCycler C-1000. V preglednici Xlllje naveden c¢asovni in

temperaturni protokol pomnozevanja.

Preglednica Xlll: Casovni in temperaturni protokol reakcije

Stopnje reakcije Temperatura Cas St.ciklov
(°C)
Denaturacija 96 20s
Prileganje 50 20's 40
PodaljSevanje 60 4 min
Shranjevanje 8 00

Enoverizne DNA produkte smo nato odistili s pomocjo obarjanja z etanolom. Vse
stopnje centrifugiranja so bile izvedene pri 4 °C na 14000 rpm. Za vse vzorce smo
pripravili STOP meSanico (preglednica XIV) in jo razdelili po 2 yL v predhodno
oznacCene 0,5 mL epruvetke. V ustrezno epruvetko smo dodali celotni volumen
posamezne sekvencne reakcije in vsebino dobro premesali. MeSanici smo dodali
60 pL predhodno ohlajenega 95% etanola na -20 °C, vse dobro premesali in takoj
centrifugirali vzorce 15 minut. Po centrifugiranju smo s pipeto previdno odstranili
supernatant in peletko dvakrat sprali z 200 yL predhodno ohlajenim 70% etanolom
na -20 °C. Zopet smo vsebino epruvetk dobro premesali in centrifugirali 2 minuti.
Supernatant smo s pipeto previdno odstranili in po zadnjem centrifugiranju peletke
susili na zraku 15 min. Peletke smo ponovno raztopili z dodatkom 40 uL SLS
pufra.

Preglednica XIV: Priprava STOP mesanice

Sestavina reakcije Volumen (pL)
3 M Na acetat (pH 5,2) 1,0
100 mM Nax-EDTA (pH 8,0) 1,0
Skupni volumen 2,0
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Petra Ferkov: Povezanost polimorfizma - 13910C>T v genu za laktazo z mineralno kostno gostoto,
Magistrska naloga, UL - FFA, Ljubljana 2016

Vsebino epruvetk smo nato prenesli na plosc€ico za vzorce in jih zascitili pred
oksidacijo barvil ter izhlapevanjem z dodatkom kapljice mineralnega olja. V aparat
GenomelLab GeXP (slika 11) smo vstavili kapilare, plos€ico s pufrom in plos&ico z
vzorci, napolnili rezervoar z destilirano vodo ter zamenjali vti€ v segmentu za gel z
injekcijsko brizgo napolnjeno s poliakrilamidnim gelom. Nato smo v raCunalniski
program GenomelLab System vnesli polozaj vzorcev na ploscici in izbrali metodo

sekvenciranja FLR-a (preglednica XV) ter zagnali program.

T O MmO O ® >

»
“
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©
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Slika 11: Komponente aparata GenomelLab GeXP (A — ploscici za vzorce in
separacijski pufer, B — nosilec za destilirano vodo, C — kapilare, D- opti¢ni sistem z
laserjem in fotocelico, E — brizga s poliakrilamidnim gelom, F — odpad)(31)

Preglednica XV: Protokol kapilarne elektroforeze za sekvenciranje

Metoda Kapilare Denaturacija Injiciranje LoCevanje
T (°C) T (°C) t(s) napetost t(s) napetost t(min)
(kV) (kV)
LFR-a 50 90 120 2,0 15 4,0 110

Reagenti in oprema

Reagenti:

v’ ultra gista voda
v" PCR produkti
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<\

oligonukleotidni zacCetnik LPH_F 5-GGATGCACTGCTGTGATGAG-3'
(Qiagen, Nemcija; 5,0 uM)
oligonukleotidni zacetnik LPH_R 5'-CCCACTGACCTATCCTCGTG-3'
(Qiagen, Nemcija; 5,0 uM)
poliakrilamidni gel Separation Gel LPA 1 (10 mL; 608010)
separacijski pufer Separation Buffer (30 mL; P/N 608012)
GenomelLab™ Dye Terminator Cycle Sequencing (DTCS) Quick Start Kit:
e DTCS Quick Start Master Mix (vsebuje DNA polimerazo, dNTP-je in
z barvili oznacene ddNTP-je v 10 x pufru)
e glikogen
¢ mineralno olje (5 mL; P/N 608114)
e Sample Loading Solution, SLS (6 mL; P/N 608082)
3 M raztopina natrijevega acetata v ultra Cisti vodi
100 mM raztopina NaEDTA v ultra Cisti vodi

Ohlajena 70% (v/v) in 95% (v/v) raztopina etanola

Aparature in oprema:

<

<\

Cikli¢ni termostat ThermalCycler C-1000 (Bio-Rad, ZDA)
Centrifuga Centrifuge 5415R
GenomeLab™ GeXP Genetic Analysis System z ustrezno programsko
opremo (Beckman Coulter, ZDA)
e osem kapilar GenomeLab™ Separation Capillary array 33-75B (s
premerom kapilare 75 ym in dolzino 33 cm; P/N 608087)
e plo&cCica za vzorce (polipropilenska ploscica za 96 vzorcev; P/N
609801)
e plo&cCica za separacijski pufer (polistirenska plos€ica z 96
vdolbinicami; P/N 609844)
polavtomatske pipete (0,1-2,5 pL, 0,5-10 uL, 2-20 uL, 20-200 pL; Biohit,
Finska)
avtoklavirani nastavki za pipete (Sarstedt, Nemcija)
avtoklavirane epruvetke 0,2 in 0,5 mL (Eppendorf, Nemcija)

rokavice
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3.6. STATISTICNA ANALIZA

Za statisticno analizo smo uporabili statistiCni program SPSS Statistics ver.20
(IBM, Chicago, IL, ZDA). S Kolmogorov-Smirnovim testom smo ocenili distribucijo
spremenljivk. Logaritmi¢no transformacijo smo uporabili pri tistih spremenljivkah, ki
niso bile normalno porazdeljene. Vplivi genotipa na MKG so bili ovrednoteni s
pomocjo splosnega linearnega modela (GLM), kjer smo poleg vpliva polimorfizma
upostevali tudi Ze znane vplive spola, starosti in indeksa telesne mase (ITM) v
Studijskih podskupinah. Da bi ugotovili razlike med genotipskimi podskupinami,
smo uporabili Bonferonijev post hoc test. Model je vkljuCeval preucevana alela
(enega ali oba mutirana alela proti nemutiranemu alelu), starost (v letih), ITM (v
kg/m?) in MKG vrata stegnenice (v g/cm?). Statistiéno znacilnost smo dologili pri
0,05.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

V Laboratoriju za molekularno diagnostiko (LMD) na Katedri za klinicno biokemijo
Fakultete za farmacijo Ze izvajajo genotipizacijo polimorfizma LCT-13910C>T, ki
omogoca odkrivanje laktazno ne-perzistentnih oseb brez simptomov. Polimorfizem
se dolo¢a z metodo RFLP z uporabo restrikcijskega encima BsmFI. Postopek se
opusc€a, saj je zamuden, sestavljen iz ve€ faz in inkubacija z endonukleazo traja
kar 15-18 ur. Rezultat restrikcije je odvisen tudi od delovanja endonukleaze.
Vpeljava novega postopka tako ni posledica napak v genotipizaciji z RFLP
metodo, temve€ smo Zeleli razviti laZjo in hitrejSo preiskavo. V nalogi smo zato
najprej uvedli nov postopek za genotipizacijo polimorfozma LCT-13910C>T z
alelno specificno reakcijo PCR. V postopku evalvacije nove metode smo ocenili
njeno toCnost in specificnost ter nato del vzorcev genotipizirali so¢asno tudi z
RFLP metodo ter nato primerjali rezultate. Genotipe nekaterih naklju¢nih vzorcev
smo potrdili tudi z analizo na sekvenatorju. Nato smo genotipe 623 vzorcev dolocili
z novo metodo AS-PCR. Razvoj metode in rezultati statisticne obdelave podatkov

SO opisani v nadaljevanju.

4.1. RAZVOJ METODE

Za genotipizacijo s AS-PCR metodo smo morali izbrati ustrezne zacetnike,

ustrezni reakcijski pufer ter ustrezne pogoje za izvedbo reakcije PCR.

4.1.1. Oblikovanjeoligonukleotidnih za¢etnikov

Izbira alelno specificnih oligonukleotidnih zacetnikovje potekala s pomocjo
programa Primer-BLAST.

Pri oblikovanju oligonukleotidnih zacCetnikov smo upostevali nekaj splosnih

priporocil:
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v Dolzina oligonukleotidni zaCetnikov naj bo 18 do 24 nukleotidov, saj imajo
Se krajsi ve€jo moznost prileganja na druga mesta v genomski DNA, dal;jSi
pa se lahko zaradi viSje temperature prileganja vezejo na nepopolnoma
ujemajoCa zaporedja. Tako imata smerna oligonukleotidna zacetnika
dolzino 24 nukleotidov, protismerni pa 18 nukleotidov.

v' Temperatura prileganja (Tr), ki predstavlja temperaturo pri kateri je 50 %
oligonukleotidnih zacCetnikov vezanih na genomsko DNA, preostalih 50 pa je
prostih, naj bo med 52 do 58 °C.

v Da dosezemo ucinkovito prileganje obeh oligonukleotidnih za¢etnikov, mora
biti razlika v Tymed njima pod 5 °C.

v" Nespecificnemu prileganju oligonukleotidov se izognemo tako, da v zadnjih
petih nukleotidih na 3' koncu ni zaporedno vgrajenih treh C ali G
nukloetidov.

v Trojna vez zadnjega nukleotida (C ali G) na 3' koncu omogoc¢i ucinkovitejSe
podaljSevanje.

v dolzina PCR produkta naj bo med 100 in 1000 bp. Nas PCR produkt je dolg
192 bp.

Specificnost reakcije PCR smo izboljSali z vnosom neujemajoCega nukleotida G
(5'-GCAATACAGATAAGATAATGTGGIC/T]-3") na tretie mesto od 3' konca
smernega oligonukleotidnega zacetnika. To neujemanje polimerazi v primeru
vgraditve ujemajoCega nukleotida na 3' koncu ne predstavlja ovire, Ce pa se na
genomsko DNA veze oligonukleotidni zacCetnik z neujemajoCim nukleotidom na 3'

koncu, pa polimeraza ne nadaljuje s podaljSevanjem.

Prve reakcije PCR, kjer smo uporabili smerni oligonukleotidni zaletnik za
nemutirano zaporedje LCT_wt F 5'-CAATACAGATAAGATAATGTGGC-3', niso
uspele, zato smo narocili novi zacetnik z zaporedjem
5'-GCAATACAGATAAGATAATGTGGC-3'.

Za (interno) kontrolo AS-PCR reakcije smo v PCR zmes dodali $e en par
oligonukleotidnih zacetnikov, ki je omogocil sofasno pomnozZevanje daljSega
odseka skupaj z odsekom LCT in nam tako sluzil kot interna kontrola samega
pomnoZzevanja. lznase podatkovne zbirke internih PCR protokolov smo ugotovili,

da bi lahko uporabili Ze optimiziran protokol za pomnozevanje gena CYP2D6,
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katerega koncni produkt je fragment dolzine 556 bp. Zacletnike (CYP2D6_F5
5-GTTCTGTCCCGAGTATGCT-3' ter CYP2D6_R5 5-GCCCTGTACTTCGATGTA-3)
za ta produkt smo pregledali in ugotovili, da ne tvorita dimere z alelno specificnimi

oligonukleotidi in sta zato primerna za izvedbo dupleks reakcije.

NatanCen postopek je opisan v naslednjem poglavju.

4.1.2. I1zbor najustreznejsih reakcijskih pogojev

Pripravili smo dve loCeni reakcijski meSanici za PCR ki sta vsebovali 5 pL
komercialno pripravlenega 1xSYBR® Select Master Mix-a, po 0,5 pL
protismernega LCT_R 5'-TTGGTTGAAGCGAAGATG-3' in smernega
oligonukletidnega zacCetnika LCT_wt F 5'-CAATACAGATAAGATAATGTGGC-3' oz.
LCT_mut_F 5'-GCAATACAGATAAGATAATGTGGT-3' s koncentracijo 5,0 uM ter 3 pyL
ultra Ciste vode. V meSanico smo nato dodali 1 pL genomske DNA s koncentracijo

10 ng.

Na termostatu C-1000™ Thermal Cycler smo vnesli program pomnoZzevanja, ki se
je zacCel z aktivacijo AmpliTaq polimeraze za 2 minuti na 95 °C. Nato je sledilo 40
ciklov pomnoZzevanja. V vsakem ciklu je potekla 15 s denaturacija genomske DNA
na 95 °C, 20 sekundno prileganje oligonukleotidnih zadetnikov pri temperaturnem
gradientu med 50 in 60 °C (vsaka od 8 luknjic je imela svojo temperaturo
prileganja — luknjica 1: 60 °C, 2: 59,3 °C, 3: 58,1 °C, 4: 56,3 °C, 5: 54,0 °C, 6: 52,3
°C, 7: 50,9 °C, 8: 50 °C) ter 20 sekundno podaljSevanje verige pri 72 °C. Kon¢no
podaljSevanje je potekalo 5 minut na 72 °C in kon¢no shranjevanje vzorcev na 4
°C.

Po konanem pomnoZevanju smo produktom PCR reakcije dodali 2 pL
nanaSalnega pufra kselencianol ter celotno vsebino epruvetk nanesli v jamice 2%
agaroznega gela. Da smo lazje odcitali dolzino PCR produkta, smo na gel nanesili

tudi oznacevalec dolZin odsekov (M) (slika 12).

38



Petra Ferkov: Povezanost polimorfizma - 13910C>T v genu za laktazo z mineralno kostno gostoto,
Magistrska naloga, UL - FFA, Ljubljana 2016

Slika 12: Optimizacija AS- PCR reakcije (M-oznacevalec dolZin odsekov vsebuje
fragmente dolzin 1000, 750, 500, 300, 150 in 50 bp)

Zaradi slabe pomnozitve PCR produktov smo reakcijo ponovili in pri tem podaljSali
Cas prileganja oligonukleotidnih zaCetnikov na 30 s.

Slika 13: Rezultat ponovne optimizacije AS- PCR reakcije z daljSim ¢asom
prileganja (M-oznacevalec dolZin odsekov vsebuje fragmente dolzin 1000, 750, 500,
300, 150 in 50 bp)

Pri reakciji z LCT_mut_F zaletnikom smo dobili boljSe rezultate, pri reakciji z
LCT_wt_F smo dobili zelo Sibko ponovitev v luknjici 4 (56,3 °C). Odlocili smo se,
da naroimo nov smerni oligonukleotidni zaCetnik za nemutirano zaporedije
(5'-GCAATACAGATAAGATAATGTGGC-3'), ki je vseboval na 5' koncu gvanidin,
ki je s trojno vezjo dodatno stabiliziral vezavo zaCetnika na matricno DNA.

Z novim zacCetnikom smo ponovno izvedli PCR reakcijo s 20 sekundnim
prileganjem oligonukleotidnih zacetnikov in pri tem povecali Stevilo ciklov na 42.
Po 20 minutni elektroforezi smo nato pod UV svetlobo odcitali uspeSno pomnozen
PCR produkt velikosti 192 bp (slika 14).
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1000 bp
750 bp
500 bp
300 bp

192 bo
150 bp
50 bp

Dptimizacija z Fwt

emperatura: A60.0 B59.3 C58.1
E540 F523 G509

Slika 14: Rezultat pomnozevanja PCR produkta pri optimizaciji s smernim
oligonukletidnim zac¢etnikom LCT_wt_F (M-oznacevalec dolzin odsekov vsebuje
fragmente dolzin 1000, 750, 500, 300, 150 in 50 bp)

V luknjicah C in D je prisSlo do zelo dobre pomnozitve in tako smo se odlocili, da bo

faza prileganja pri reakciji PCR potekala na 58 °C (luknjica C).

Nato smo izvedli reakcijo AS-PCR na vzorcih (slika 15).

M 667 670 671 673 676 g% 680 681 682 684 686 687
WMWMWMWMWM WM WM WM WMWM WM

. - - -.' seeg o9 e

Slika 15: Rezultat genotipizacije z metodo AS-PCR na 2% agaroznem gelu (W-
reakcija s smernim oligonukleotidnim zacetnikom LCT_wt_F, M-reakcija s smernim
oligonukleotidnim zacetnikom LCT_mut_F; M-oznacevalec dolzin odsekov vsebuje

fragmente dolzin 1000, 750, 500, 300, 150 in 50bp)

Da bi preprecili lazno negativen rezultat pomnoZevanja, ki bi bil posledica
nepravilnosti pri pipetiranju genomske DNA (vzorca ne bi dodali), smo v reakcijsko
meSanico vnesli Se en par oligonikleotidnih zaCetnikov kot pozitivno notranjo
kontrolo pomnozevanja. Pri izbiri notranje kontrole smo morali paziti, da je dolzina
PCR produkta vecja od 192 bp. Izbrali smo oligonikleotidna zacetnika CYP2D6_F5
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5'-GTTCTGTCCCGAGTATGCT-3' ter CYP2D6_R5 5-GCCCTGTACTTCGATGTA-3' z
dolzino PCR produkta 556 bp.

Zato smo izvedli ponovno optimizacijo postopka za nove oligonukleotidne
zaCetnike, kot tudi za dupleks PCR reakcijo. Pri slednji smo program
pomnozevanja spremenili v stopnji podaljSevanja iz 20 na 40 sekund (slika 16).
Temperatura v luknjicah je bila: A 60 °C, B 59,3 °C, C 58,1 °C, D 56,3 °C, E 54,0
°C, F 52,3 °C, G 50,9 °C, H 50 °C.

1000 bp .
750 bp
500 bp
300 bp
150 bp
50 bp

Optimizacija CYP2D6 FR5 Optimizacija Fwt in CYP2D6 FR5
Temperatura: A60.0 B593 C581 D563 E540 F523 G509 HS50.0

Slika 16: Optimizacija oligonukleotidnih zacetnikov CYP2D6 ter dupleks reakcije
PCR

Reakcijska meSanica za dupleks PCR reakcijo s skupnim volumnom 10 pL je
vsebovala 5 yL komercialno pripravljenega 1xSYBR® Select Master Mix-a, po 0,5
ML protismernega LCT_R in smernega oligonukletidnega zaCetnika LCT_wt F s
koncentracijo 5,0 uyM ter po 0,5 pL kontrolnega CYP2D6 smernega in
protismernega oligonukletidnega zacetnika s koncentracijo 5,0 uM. V mesSanico
smo nato dodali Se 2 pL ultra Ciste vode ter 1 yL genomske DNA s koncentracijo

10 ng.

Rezultat optimizacije dupleks reakcije je pokazal, da je bila nasa odloCitev o
Casovni spremembi stopnje podaljSevanja novo sintetizirane verige DNA pravilna.
Reakcija PCR s temperaturo prileganja oligonukleotidnih zacetnikov 56 °C
(luknjica D) je pokazala zelo dobro pomnozevanje obeh parov oligonukleotidnih
zacCetnikov, zato smo prvotni program pomnozevanja ustrezno spremenili. Pri

reakciji smo opazili zelo mocne lise pri PCR fragmentu CYP2D6 (interna kontrola),

41



zato smo se odloCili, da lahko zmanjSamo koncentracijo oligonukleotidnih
zacetnikov iz 5 yM na 2,5 pM.

4.1.3. Ocena to¢nosti in specificnosti

Za oceno to¢nosti nove AS-PCR metode smo uporabili kontrolne vzorce zunanje

kontrole kakovosti podjetja RfB iz NemCcije, katerih genotip je bil Ze znan in potrjen

v

popolno ujemanje. Zakljuc€ili smo, da daje nasa AS-PCR metoda to¢ne rezultate.

M RIBE RIB RB RfB sl
1118 113 21138 213

9 ) 9 10
wm wmwmWw m
1000 bp
750 bp
500 bp -y W ay W W e
300 bp
150 bp
50 bp

Slika 17: Kontrolni vzorci zunanje kontrole kakovosti RfB z znanimi genotipi (w-
reakcija s smernim oligonukleotidnim zacetnikom LCT_wt_F, m-reakcija s smernim
oligonukleotidnim zac¢etnikom LCT_mut_F)

Za potrditev specificnosti metode smo izvedli neke vrste navzkrizni preizkus. Tako
smo vzorcu z mutiranim homozigotnim genotipom TT dodali nemutirani istosmerni
oligonukleotid LCT_wt_F. Podobno smo naredili v drugi epruveti, kjer smo vzorcu
z nemutiranim genotipom CC v reakcijsko meSanico dodali mutirani istosmerni
oligonukleotidni za¢enik. Do pomnozitve fragmentov polimorfizma LCT-13910C>T
ne bi smelo priti zaradi neujemajoega baznega para na tretji in zadnji bazi 3'
konca, kar prepreci polimerazi nadaljnje pomnozevanje. Kot je razvidno iz slike 18
(analiza izvedena v dvojniku) je pri vseh vzorcih priSlo samo do pomnozitve
intrernega kontrolnega gena (gen CYP2D6, fragment dolzine 556 bp), medtem ko
do pomnozitve odseka LCT ni pri$lo, kar potrjuje specificnost metode.
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Slika 18: Preverjanje specificnosti metode

4.1.4. Ocena primerljivosti rezultatov razvite metode z RFLP

Smernice, ki jih podaja CLSI (Clinical and laboratory standards institute)
narekujejo, da mora laboratorij, ki uvaja novo metodo, potrditi genotipe na vzorcih
Z znanim genotipom, nato pa lahko analizira vzorce z neznanimi genotipi.
Obvezen del verifikacije metod v laboratorijski medicini je primerjava nove metode
z obstojeCo (32,33). S tem namen smo z obema metodama genotipizirali 48
vzorcev DNA in ugotovili 100% ujemanje genotipov dolo¢en z obema metodama
(slikovni prikaz se nahaja v prilogi 3).

Izbrali smo 15 vzorcev z CC genotipom, 18 vzorcev z CT genotipom in 15 vzorcev
z TT genotipom. Kot notranjo kontrolo vseh treh genotipov smo uporabili vzorec 9
RfB 2/13 z nemutiranim homozigotnim genotipom CC, vzorec 10 RfB 1/13 z
heterozigotnim genotipom CT, ter vzorec 10 RfB 2/13 z homozigotnim mutiranim

genotipom TT.
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Preglednica XVI: Primerjava rezultatov genotipizacije med AS-PCR in RFLP

Vzorec | AS-PCR | RFLP | Vzorec | AS-PCR | RFLP | Vzorec | AS-PCR | RFLP

f175 CC CcC 964 CT CT 765 1T TT
z1002 CC CC 983 CT CT 958 TT TT
z1003 CC CC 993 CT CT 966 TT TT
z1012 CC CC 996 CT CT 974 1T TT
z1021 CC CC 998 CT CT 984 TT TT
z1028 CC CC 1000 CT CT 990 1T TT
z1032 CC CC F168 CT CT 991 1T TT
z1033 CC CC F174 CT CT 997 1T TT
z1035 CC CC F176 CT CT 1002 1T TT
z1038 CC CC 21007 CT CT 1005 1T TT
z1041 CC CC Z1008 CT CT 1010 1T TT
21049 CC CC Z1031 CT CT 1020 TT TT
21051 CC CC Z1040 CT CT 1025 TT T
z1054 CC CC Z1056 CT CT Z1005 T T
z1055 CC CC Z1058 CT CT Z1010 T T
z1053 CT CT Z1060 CT CT Z1009 CT CT

4.1.5. Potrditev genotipov s sekvenciranjem

Mutacije oz. zaporedje nukleotidov v vzorcu ugotovimo z metodo sekveniranja po

Sangeriju, ki je zlati standard za doloCanje genotipov.
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Tako smo na sekvenatorju GenomelLab™ GeXP dolocili nukleotidno zaporedje
trem vzorcem RfB kontrole, katerih genotipi so bili ze znani in trem vzorcem (z
genotipom CC, CT in TT), ki smo jih genotipizirali tako z RFLP kot tudi z AS-PCR
metodo. Primer rezultata sekvencne analize prikazuje slika 19, kjer zaporedje
nukleotidov odcitamo s pomocjo fluorescentnih barvil s katerimi so oznaceni
ddNTP-ji. Tako dobimo zaporedje barvnih signalov, ki jih lahko povezemo z
dolo¢enim nukleotidom. Z rdec€o barvo je tako oznaCen adenin (A), timin (T) z

modro, citozin (C) s ¢rno in gvanidin (G) z zeleno.

o

2R

Project : Default System : GenomeLab System Operator : Manual analysis
Sample : LCT RIB 2 13vz.10 TT primer F.C03_141010103L Instrument : GenomeLab System (Ver. 10.2.3)
Result : Untitled

Analyzed Data
m =

Fluom o nee

Analyzed Data
= = - :

2 ae so0 1o w
AT TETT 1ok T A0 A A Th T

Slika 19: Elektroferogram RfB kontrole (mutirani genotip TT) s smernim oligonukleotidnim
zacCetnikom (Legenda:Rdeca barva je adenin (A), modra timin (T), &rna citozin (C) in
zelena je gvanidin (G)).

Fluorescentni signali vseh vzorcev so bili nizki, kar ima za posledico slabso
obcutljivost, saj se signali iz ozadja meSajo s sekvenco fragmenta in je tako
odCitavanje zaporedja otezeno. Vzrok za to je po vsej verjetnosti potrebno iskati
pri postopku obarjanja PCR produktov sekvenéne reakcije z etanolom, kjer se je

lahko med procesom del peletke odstranil skupaj s supernatantom.

Odlocili smo se, da na novo pripravimo vzorce (po tri vzorce z istim genotipom) ter

jih posljiemo na sekvenc¢no analizo na Nizozemsko v laboratorij podjetja Macrogen.
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Slika 20: Polimorfizem LCT-13910C>T v nemutirani homozigotni obliki CC, ki se
kaze kot moder vrh (C)

310 320
ATAATGTAGCCCCTGGCCT

—

Slika 21: Polimorfizem LCT-13910C>T v heterozigotni obliki CT, ki se kaZe kot
prekrivanje modrega(C) in rdec¢ega (T) vrha

310 320
ATAATGTAGTCCCTGGCCT

Slika 22: Polimorfizem LCT-13910C>T v mutirani homozigotni obliki TT, ki se kaze
kot rdeci vrh (T)
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Dobljene sekvence se ujemajo z bazami podatki zaporedja v regiji MCM6 in z
genotipom nase AS-PCR reakcije. Slike 20-22 prikazujejo izpis elektroferograma
sekvence polimorfizma LCT-13910 v nemutirani, heterozigotni in mutirani obliki.
Rezultati sekvencne analize za vseh 9 vzorcev so podani v prilogi 2, primerjave

genotipov pa v preglednici XVII.

Preglednica XVII: Primerjava genotipov med metodo AS-PCR in sekvenéno analizo

Genotip
Vzorec
AS-PCR Sekvencéna analiza
996 CT CT
997 T TT
1002 T TT
1020 T TT
Z1002 ccC cc
Z1007 CT CT
Z1035 ccC cC
Z1049 cC cC
f176 CT CT

Ocena tocnosti in specificnosti, potrditev genotipov s sekvenciranjem in popolno
ujemanje genotipov pri primerjavi z metodo RFLP potrjujejo, da je novo razvita
metoda AS-PCR zanesljiva. Z njo pridobimo tako na ¢asu analize kot tudi na ceni,
saj je RFLP dvostopenjska metoda (PCR reakcije in nato Se restrikcije PCR

fragmenta z endonuklazo), kjer se zato posledi¢no uporablja tudi ve€ reagentov.

Ugotavljamo, da lahko pricnemo metodo vpeljevati v rutinsko diagnostiko. Konéno
primernost metode bomo potrdili s pravilno genotipizacijo vzorcev zunanje kontrole

kakovosti za polimorfizem -13910C>T.
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V LMD smo tako uspesSno uvedli natanCen hitrejSi in cenejSi postopek
genotipizacije za polimorfizem LCT-13910C>T.

4.2. KLINICNI POMEN POLIMORFIZMA LCT-13910C>T ZA MINERALNO
KOSTNO GOSTOTO

Namen naloge je bil ugotoviti ali ima polimorfizem LCT-13910C>T vpliv na MKG.
Varianta TT povzro€i vecjo ekspresijo gena, poveca se koli¢ina mRNA in aktivnost
encima se ohrani. Pri fizioloSkem upadanju aktivnosti se neprebavljena laktoza iz
mleka kopiCi v Crevesju in povzro€a neprijetne simptome. Zaradi tega se ljudje z
CC genotipom izogibajo uZivanju mleka in mleénih izdelkov. Studije na drugih
populacijah so dokazale, da zmanj$an vnos kalcija vpliva na MKG in posledi¢no

na nastanek osteoporoze (34, 35, 36).

Polimorfizmem LCT-13910C>T smo dolocili v slovenski populaciji z analizo 623
vzorcev, ki smo jih razdelili na podskupini pomenopavznih Zensk ter starejSih
moskih. Pri vseh preiskovancih je bila predhodno izmerjena MKG na vratu
stegnenice (MKGfn), celotnega kolka (MKGtot) in ledvenih vretenc (MKGlIs).

Vrednosti so podane v preglednici XVIII.

V skupini pomenopavznih Zensk je bil starostni razpon od 42 do 93 let, pri moskih
pa od 55 do 84 let. Srednje vrednosti in standardne deviacije izmerjenih

parametrov za obe podskupini so podane v preglednici XVIII.

Preglednica XVIII: Predstavitev osnovnih znacéilnosti podskupin

POMENOPAVZNE | Vrednost Stevilo | STAREJSI Vrednost Stevilo

ZENSKE preiskovank | MOSKI preiskovancev
Visina (cm) 159,7 £ 6,2 533 | VisSina (cm) 171,3+5,9 114
Masa (kg) 69,5 + 12,1 534 | Masa (kg) 81,7 +129 114
Starost (leta) 65,2+ 9,5 529 | Starost (leta) 67,6 £ 6,1 114
IT™M 27,3+45 533} ITM 27,8+ 3,8 114
MKGtot (kg/m?) 0,818 + 0,148 525 | MKGtot (kg/m?) 1,025 + 0,167 87
MKGfn (kg/m?) 0,684 + 0,124 527 | MKGn (kg/m?) 0,813 0,161 87
MKGils (k /m2) 0,861 + 0,169 531 | MKGls (kg/mz) 1,059 + 0,178 113
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4.2.1. Hardy Weinbergovo ravnotezje

Dolocili smo frekvenco genotipov in alelov v nasi skupini pomenopavznih Zensk in

starejSih moskih ter nato preverili, Ce so v Hardy-Weinbergovem ravnotezju.

V Studijah populacijske genetike na ljudeh velja nacelo, da alelne in genotipske
frekvence v populaciji ostajajo konstantne iz ene generacije v drugo v odsotnosti
motecih dejavnikov (mutacij, naravne selekcije, migracij in emigracij ljudi, majhne
populacije in nenakljuéno parjenje). V praksi to pomeni, da genotipske frekvence v
populaciji, ki niso v Hardy Weinbergovem ravnotezju, nakazujejo na mozne
napake pri naboru in ali pri analizi vzorcev. Primerjavo nase eksperimentalno
ugotovljene genoptipske frekvence s teoreti¢no oz. izraCunano po HW enacbi smo
opravili s pomogjo x* testa. Postavili smo ni¢elno hipotezo, ki trdi, da se
ugotovljene frekvence znadilno razlikujejo od teoreti¢nih (priakovanih). S x?
testom smo hipotezo zavrnili, saj so bile vse tri p vrednosti ve¢je od 0,05 (vsi
vzorci: p = 0,30, pomenopavzne Zenske: p = 0,44, starejSi moski: p = 0,43) in tako

potrdili, da se genotipi v Hardy-Weinbergovem ravnoteZzju (preglednice XIX-XXI).

Preglednica XIX: Frekvence genotipov in alelov pri vseh vzorcih

Ugotovljene vrednosti Pri¢akovane vrednosti
Hardy-Weinbergovega
POMENOPAVZNE ..
. ravnotezja
ZENSKE in
. . Alel C Alel T N genotipska N genotipska
STAREJSI MOSKI
frekvenca frekvenca
% %
genotip CC 482 0 241 38,68 234,84 37,70
genotip CT 283 283 283 45,43 295,32 47,40
genotip TT 0 198 99 15,89 92,84 14,90
Skupaj 765 481 623 100 623 100
Frekvenca alelov 0,61 0,39
p vrednost p=0,30

*p vrednost x? testa 0,30, ki smo jo dobili pri primerjavi genotipskih frekvenc pri vseh

vzorcih (37)
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Preglednica XX: Frekvence genotipov in alelov pri podskupini pomenopavzne

Zenske
Ugotovljene vrednosti Pri¢akovane vrednosti
Hardy-Weinbergovega
POMENOPAVZNE ravnotezja
ZENSKE Alel C Alel T N genotipska N genotipska
frekvenca frekvenca
% %
genotip CC 402 0 201 38,88 196,83 38,07
genotip CT 236 236 236 45,65 244,34 47,26
genotip TT 0 160 80 15,47 75,83 14,67
Skupaj 638 396 517 100 517 100
Frekvenca alelov 0,62 0,38
p vrednost p =0,44

*p vrednost x? testa 0,44, ki smo jo dobili pri primerjavi genotipskih frekvenc v podskupini

pomenopavznih Zensk (37)

Preglednica XXI: Frekvence genotipov in alelov pri podskupini starejsi moski

Ugotovljene vrednosti Pri¢akovane vrednosti
Hardy-Weinbergovega
STAREJS| MOSKI favnotezja
Alel C Alel T N genotipska N genotipska
frekvenca frekvenca
% %
genotip CC 80 0 40 37,74 38,04 35,89
genotip CT 47 47 47 44,34 50,92 48,04
genotip TT 0 38 19 17,92 17,04 16,08
Skupaj 127 85 106 100 106 100
Frekvenca alelov 0,60 0,40
p vrednost p=10,43

*p vrednost x° testa 0,43, ki smo jo dobili pri primerjavi genotipskih frekvenc v podskupini
starejSi moski (37)

V nadaljevanju pa nas je zanimalo, ali se genotipske frekvence v nasi populaciji
razlikujejo od frekvenc v drugih populacijah po svetu. Frekvence genotipov
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polimorfizma LCT-13910C>T v podatkovni bazi Ensembl (38) za Evropejce in

druge narode so prikazane v preglednici XXII.

Preglednica XXII: Frekvence genotipov in alelov v razli¢nih populacijah

LCT -13910C>T Frekvence alelov
Populacija cC CT TT C T :
vrednost
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Evropejci 154 187 162 495 511 p <0,01
(30,6) (37,2) (32,2) (49,0) (51,0)
Finci 14 53 32 81 117 p <0,01
(14,2) (53,5) (32,3) (40,9) (59,1)
Britanci 9 33 49 51 131 p < 0,01
(9,9) (36,3) (583,8) (28,0) (72,0)
Spanci 34 48 25 116 98 p = 0,049
(31,8) (44,8) (23,4) (54,2) (45,8)
Slovenci 241 283 99 765 481
(38,7) (45,4) (15,9) (61,0) (39,0)
juzni Azijci 387 93 9 867 111 p < 0,01
(79,1) (19,1) (1,8) (88,7) (11,3)
vzhodni Azijci 504 1008 p <0,01
(100) (100)
Ameri¢ani 219 106 22 544 150 p < 0,01
(63,1) (30,6) (6,3) (78,4) (21,6)
Afri¢ani 629 28 4 1286 36 p < 0,01
(95,2) (4,2) (0,6) (97,3) (2,7)

Dobljene vrednosti frekvence genotipov slovenske populacije so pokazale, da
prevladuje heterozigotni genotip CT (45,4%), sledi genotip CC (38,7%), najman;
pa je mutiranega TT genotipa (15,9%). Po pregledu podatkov za nekatere
evropske in druge populacije vidimo, da je pogostost pojavljanja genotipov zelo
razliCna. V skupni evropski populaciji so genotipi zastopani priblizno po enakih
delezih, pri juznih Azijcih, Ameri¢anih in AfriCanih pa prevladuje genotip CC,

njegovo najvecjo, kar 100% pogostost, pa zasledimo pri vzhodnih Azijcih. S
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Fisherjevim testom smo ugotovili, da se naSe genotipske in alelne frekvence zelo
razlikujejo od le-teh v drugih populacijah (p < 0,01). Se najbolj smo podobni glede
tega s Spansko populacijo (p = 0,049). Nasi rezultati so skladni z literaturnimi viri,
kjer poroCajo o padanju pogosti laktozno-persistentega mutiranega genotipa TT iz
severa proti jugu Evrope. Podobno zasledimo pri juznih Azijcih, AfriCanih in
Ameri¢anih. Avtor Misselwitz s sodelavci razlagajo ta fenomen z verjetno

nedostopnostjo drugih virov hrane in kalcija v severnih dezelah (10).

4.2.2. Ocena normalnosti porazdelitve

Pred statisticno analizo povezanosti genotipa s fenotipom (MKG) smo najprej
morali preveriti porazdelitev vrednosti MKG celotnega kolka (MKGtot), vratu
stegnenice (MKGfn) in ledvenega vretenca (MKGIs) v nasi populaciji. Za
ugotavljanje normalnosti porazdelitve smo uporabili Kolmogorov-Smirnovov test.
Postavili smo niCelno hipotezo, ki pravi, da se spremenljivke porazdeljujejo

normailno in jo sprejeli Ce je bila vrednost p > 0,05.

Preglednica XXIll: p vrednosti Kolmogorov-Smirnovega testa

MKGtot MKGfn MKGls
Pomenopavzne |, _ g o1 0 < 0,001 o < 0,001
zenske
Starejsi moSki p = 0,008 p=0,185 p=0,015

Rezultati analize s Kolmogorov-Smirnovim testom so pokazali, da se v podskupini
pomenopavznih zensk vse meritve MKG ne porazdeljujejo normalno, pri moskih
pa se je normalno porazdeljevala samo meritev MKGfn. Zato smo v naslednjem
koraku vse spremenljivke logaritemsko transformirali in ponovili Kolmogorov-
Smirnov test. Tokrat je ta statisticna analiza pokazala normalno porazdelitev
spremenljivk pri moskih, pri pomenopavznih Zenskah pa je porazdelitev ostala
nespremenjena. Za lazjo statisticno primerjavo smo v nadaljevanju za vse

spremenljivke uporabili neparametri¢ne statisticne teste.
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4.2.3. Primerjava vrednosti MKG med skupinama razliénih spolov

Primerjava vrednosti spremenljivk med podskupinama je prikazana s histogrami
na slikah 23-25.
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Slika 23: Vrednosti logaritemsko transformirane spremenljivko MKGtot po
posameznih podskupinah
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Slika 24: Vrednosti logaritemsko transformirane spremenljivko MKGfn po
posameznih podskupinah
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Slika 25: Vrednosti logaritemsko transformirane spremenljivko MKGIs po
posameznih podskupinah

Iz histogramov je razvidno, da imajo moski na vseh izmerjenih mestih vis§jo MKG
od pomenopavznih zensk. Rezultati so pricakovani, saj imajo moski daljSe in SirSe

kosti in tako fizioloSko za 25% vecjo kostno maso kot Zenske (39).

4.2.4. Ocena povezanosti negenetskih in genetskih dejavnikov z mineralno
kostno gostoto

S pomocjo splosnega linearnega modela (test ANCOVA) smo ovrednotili
povezanost dejavnikov kot so starost, ITM, podskupina in genotip z MKG na vseh
treh izmerjenih mestih pri obeh podskupinah (preglednica XXIV). Genotip je v tem
primeru dihotomna spremenljivka, kjer gledamo genotip CC proti genotipoma CT
in TT. Postavili smo ni¢elno hipotezo, ki pravi, da posamezna spremenljivka ne
vpliva na MKG (p < 0,05).
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Preglednica XXIV: Vpliv spremenljivk na MKG pri obeh podskupinah

Spremenljivka MKGtot MKGfn MKGIs
(n = 585) (n = 587) (n=614)

starost p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
IT™ p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001

spol p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
genotip p=0,149 p =0,883 p =0,876

Statisticni test je pokazal, da so starost, ITM in spol znacilno povezani z nivoji
MKG na treh predelih skeleta, medtem ko vpliv genotipa nismo dokazali (p > 0,05).
Te ugotovitve so skladne z literaturo, kjer navajajo, da na znizano MKG in razvoj
osteoporoze vpliva starost (s starostjo se prenova kosti upo€asni in zmanjsSa se
tudi kostna masa), spol (Zenskam se v pomenopavznem obdobju nivo estrogenov
mocno zmanj$a, kar ima za posledico pove€ano kostno razgradnjo) in ITM (osebe
z nizjim ITM imajo vecje tveganje za zlom (8, 35)). Zanimivo je, da smo v
podskupini starejSih moskih ugotovili, da je genotip CC povezan z vi§jo MKG na
predelu ledvenih vretenc ter vratu stegnenice, medtem ko je bil v predelu kolka pri

moskih in na vseh predelih skeleta pri Zenskah ta genotip CC povezan z nizjo

MKG (slike 26-28).
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Petra Ferkov: Povezanost polimorfizma - 13910C>T v genu za laktazo z mineralno kostno gostoto,
Magistrska naloga, UL - FFA, Ljubljana 2016
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Slika 26: Primerjava povprecne vrednosti In_MKGIs med mosko in pomenopavzno
skupino v odvisnosti z LCT genotipom (en ali oba mutirana alela proti
nemutiranemu alelu) prilagojena na povprecno starost 65,5 let in ITM 27,3.
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Slika 27: Primerjava povprecne vrednosti In_MKGfn med mosko in pomenopavzno
skupino v odvisnosti z LCT genotipom (en ali oba mutirana alela proti
nemutiranemu alelu) prilagojena na povprecno starost 65,5 let in ITM 27,3.
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Slika 28: Primerjava povprecne vrednosti In_MKGtot med mosko in pomenopavzno
skupino v odvisnosti z LCT genotipom (en ali oba mutirana alela proti
nemutiranemu alelu) prilagojena na povprecno starost 65,5 let in ITM 27,3.

V nadaljevanju pa smo =zaradi relativno majhne razlike med genotipi pri
pomenopavznih Zenskah statistiCne teste izvedli Se enkrat in skuSali ugotoviti
povezanost MKG z aleli (enega ali oba mutirana alela proti nemutiranemu alelu).
Postavili smo niCelno hipotezo, ki pravi, da imata obe alelni skupini primerljivo
MKG na vseh predelih skeleta, kjer je bila MKG izmerjena. Vpliv alelana MKG smo
potrdili pri spremenljivkah MKGtot (p = 0,001) in MKGfn (p = 0,018), medtem ko se
pri MKGls (p = 0,058) nakazuje.

Razlike znotraj genotipskih podskupin pri pomenopavznih Zenskah smo nato

ugotavljali s pomocjo Bonferoni post hoc testa (preglednica XXV).

57



Preglednica XXV: Rezultati post hoc testa v podskupini pomenopavzne Zenske (n =
517)

Spremenljivka Genotip Vrednost p Razlika
med genotipoma

CC proti CT 0,002 -0,049

Ln_MKGtot CC proti TT 0,300 -0,032
CT protiTT 1,000 0,017

CC proti CT 0,074 0,033

Ln_MKGfn CC proti TT 0,369 0,031
CT proti TT 1,000 0,002

CC proti CT 0,127 -0,036

Ln_MKGls CC proti TT 1,000 0,019
CT proti TT 1,000 0,018

Signifikantno razliko med genotipoma CC in CT smo dobili pri spremenljivki MKG
kolka (p = 0,002), pri MKG na vratu stegnenice pa se ta razlika nakazuje (p =
0,074).

Ugotovili smo, da imajo pomenopavzne Zenske z genotipom CT (n = 236) za 4,9%
vi§jo MKG kolka ter za 3,3% viS§jo MKG na vratu stegnenice v primerjavi z
nosilkami CC (n = 201) genotipa. Genotip TT (n = 80) ima v primerjavi z
genotipom CC sicer viSjo MKG za 1,9-3,2%, vendar je to statistichno nepomembno,
kar je verjetno posledica manjSega Stevila vzorcev z mutacijo na obeh alelih. Ne
glede na to nasi rezultati nakazujejo, da je T alel polimorfizma LCT-13910C>T
povezan z vi§jo MKG pri pomenopavznih Zzenskah, pri moskih pa te povezanosti
ni. Rezultat je priCakovan, saj alel T oznacuje osebe z viSjo aktivnostjo laktaze, ki

naceloma dobro prenasajo mleko in mle¢ne izdelke.
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Laktozno intolerantne osebe mocno znizajo vnos kalcija (31,35,40,41), ob pojavu
hujSih simptomov pa je znizana tudi absorpcija kalcija (11), kar ima negativne
posledice na kostno homeostazo. V nasi Studiji nismo imeli podatkov o vnosu
kalcija oz. mleka in mleCnih izdelkov. Tako lahko le sklepamo iz ugotovitev
predhodnih Studij in naSih rezultatov, da je genotip CC pri naSih pomenopavznih
Zenskah zaradi znizanega vnosa kalcija povezan z znizano MKG na predelu kolka
in vratu stegnenice, medtem ko se v predelu ledvenih vretenc ta povezava samo
nakazuje. Pri pregledu literature smo ugotovili, da so naSi rezultati skladni z
objavljenimi rezultati na nekaterih evropskih populacijah (24,25), kjer so na
pomenopavznih Zenskah potrdili povezanost polimorfizma z znizanim vnosom
kalcija in nizjo MKG na izmerjenih mestih. V nasprotju pa Studija na finskih
pomenopavznih zenskah, ki jo je objavil Enattah s sod (23), ni pokazala nobene
povezave med genotipom in zniZzanim vnosom kalcija, znizano MKG, osteoporozo

ali zZlomom.

Pri. moskih nismo potrdili povezave MKG in genotipom, kar se sklada z
ugotovitvami v Studiji na finskih (Enattah s sod 2004) in avstrijskih (Gugatschka s
sod 2007) starejSih moskih. V raziskavi tudi niso zaznali razlike v vnosu kalcija pri

laktozno intolerantnih osebah (22, 42).

Studija Enattah s sod (2005) na starostnikih je potrdila, da imajo posamezniki z
genotipom CC in manjSim vnosom kalcija niZzjo MKG in pove€ano tveganje za
zlom v primerjavi z drugimi genotipi (43). Nasprotje tega pa so izsledki Studije
(Koek s sod) na danskih starostnikih, ki so pokazali, da je laktazni ne-perzistentni
genotip povezan z nizkim vnosom kalcija in nizkim serumskim nivojem kalcija, ne
pa tudi z MKG in zlomi. Populacija te Studije ni bila v Hardy-Weinbergovem
ravnoteZju, kar je verjetno posledica napaéne genotipizacije (44). Studija na
estonskih populaciji, s samozvanim stanjem laktozne intolerance (Rask Pedersen

s sod 1982), pa je pokazala pove€ano verjetnost za osteoprozni zlom (36).

Predvidevamo, da so nasprotujocCi si zakljucki Studij posledica razlicno zahtevnih
vpraSalnikov za pridobivanje podatkov o dnevnem vnosu mleka in mlecnih
izdelkov, o uzivanju nadomestkov kalcija in laktaznih pripravkov. Prav tako ni bilo
jasne razdelitve med preiskovanci z genotipom CC, ki imajo simptome in tiste brez

simptomov. Pri tem bi morali biti tudi navedeni pomembni dejavniki kot so fizina
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aktivnost, kajenje, son€enje, ipd., ki kljub znizanem vnosu kalcija poskrbijo, da je

pri posamezniku dosezena makslimalna kostna gostota.

V Studiji smo pri pomenopavznih Zenskah dokazali, da imajo laktazno ne-
perzistentne posameznice vecje tveganje za znizano MKG na predelu kolka in
vratu stegnenice ter nakazano tveganje v predelu ledvenih vretenc s poslediChem
razvojem osteoporoze v primerjavi z laktazno prezistentnimi osebami. To je
verjetno posledica odklanjanja mleka in mle€nih izdelkov v prehrani zaradi pojava
neprijetnih prebavnih simptomov. Zato bi bilo v nadaljnjih Studijah smiselno

pridobiti tudi podatke o vnosu kalcija s prehrano in s prehranskimi dopolnili.
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5. SKLEP

Ob koncu nasSega dela smo prisli do naslednjih zakljuCkov:

RFLP metoda za genotipizacijo polimorfizma LCT-13910C>T se lahko zamenja z
vpeljavo nove, zanesljive, hitrejSe in cenovno ugodnejSe alelno specificne metode.
Primerjava rezultatov genotipizacije je pokazala 100% ujemanje med obema
metodama in s sekven¢no analizo je bila tudi dokazana pravilnost nukleotidnega
zaporedja doloCenih genotipov z metodo AS-PCR v obmoc€ju polimorfizma -
13910C>T v regiji MCM6.

Genotipi CC, CT in TT so bili prisotni v 38,7%, 45,4% in 15,9% delezu populacije
in so biliv Hardy-Weinbergovem ravnotezju (p = 0,30). Pri evropski populaciji je
delez genotipa CC in CT manjsi (30,6% in 37,2%), medtem ko je delez mutiranega

laktazno persistentnega TT genotipa 1-krat vi§ji od slovenske populacije (32,2%).

V skupini pomenopavznih zensk smo dokazali statisticho znacilno povezanost
polimorfizma LCT-13910C>T z MKG kolka (p = 0,001) in vratu stegnenice (p =
0,018). Na mestu ledvenih vretenc pa se ta vpliv nakazuje (p = 0,058).
Preiskovanke z genotipom CT so imele za 5% oz. 3,3% vi§jo MKG kolka in vratu
stegnenice kot preiskovanke z genotipom CC. Pri moskih te povezave nismo mogli
dokazati.

Iz tega sklepamo, da imajo pomenopavzne Zenske z laktozno ne-perzistentnim
genotipom vecje tveganje za nizjo MKG in osteoporozo kot laktozno perzistentne
osebe.

Zaradi pomanjkanja podatkov o uZivanju mileka in mlecnih ter morebitnih
prehranskih dodatkov kalcija nismo dobili vpogleda o vnosu kalcija, kar bi nasim
izsledkom dodalo e dodatno teZo. Zato priporo€amo, da se v nadaljnjih Studijah
MKG vklju€i v vpra$alnik tudi ta podatek.
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7. PRILOGE
Priloga 1: Rezultati genotipizacije z AS-PCR metodo (LCT genotip: 0-wt, 1-het, 2-

mut)
Stevilka LCT Stevilka LCT genotip Stevilka LCT genotip
vzorca | genotip | vzorca vzorca
913 1 728 1 10877 0
914 2 729 0 10897 1
919 1 732 1 109172 1
922 2 733 0 10927 1
924 1 741 0 1093Z 0
935 1 743 2 10947 2
937 0 744 0 771 1
940 2 747 2 787 2
941 0 748 1 794 0
944 1 749 0 809 0
948 1 750 2 813 1
951 0 752 0 817 0
953 1 753 1 818 1
957 1 10212 0 820 1
958 2 1036Z 1 824 0
965 1 103972 2 827 0
973 1 1041Z 0 920 0
974 2 10427 0 921 1
975 0 104372 1 1009 1
979 1 10457 1 1015 1
980 0 10497 0 1020 2
981 1 10527 1 1021 1
670 1 105372 0 1022 1
671 0 1064Z 0 1025 2
681 1 10662 0 1027 1
684 2 10672 2 1035 0
687 1 1068Z 1 1045 0
688 0 106972 1 955 1
691 1 1071Z 0 956 1
696 1 107272 1 962 1
697 2 10747 2 977 1
703 2 1075Z 0 987 0
705 1 1078Z 2 988 0
715 0 1081Z 1 991 2
718 1 1083Z 1 1050 1
721 1 10857 1 1057 0
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Stevilka LCT Stevilka LCT genotip Stevilka LCT genotip
vzorca | genotip | vzorca vzorca
1066 1 821 2 727 1
1071 1 823 1 730 0
1072 0 1011 1 738 0
1098 0 1013 0 745 0
1126 0 1017 0 766 1
1032 2 1028 1 770 0
1036 1 1032 1 778 0
1042 1 1036 2 781 2
1049 0 1040 1 782 1
1053 0 985 0 785 1
1065 0 986 1 793 0
1072 1 992 0 796 0
1076 2 1056 0 797 0
1077 0 1063 0 798 1
1079 1 1074 1 801 1
1086 1 1078 0 811 1
1090 1 1091 0 812 0
1091 0 1144 2 815 1
1095 1 1148 2 822 2
1101 0 667 1 923 1
1102 1 673 0 928 1
680 0 674 1 929 1
686 0 678 1 936 1
699 1 679 1 950 0
702 2 682 1 1010 0
707 0 690 2 1016 0
735 0 698 0 1026 2
739 2 701 0 1029 1
746 0 704 2 1033 0
751 0 706 0 1041 0
765 2 709 1 1042 2
773 1 711 0 1043 0
786 1 719 2 1044 2
792 1 722 1 960 0
807 2 725 1 964 1
814 0 726 1 966 2
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Stevilka LCT Stevilka LCT genotip Stevilka LCT genotip
vzorca | genotip | vzorca vzorca
969 0 1026 0 1003 0
990 2 1028 1 1034 1
995 0 1035 0 1037 0
1054 1 1039 2 993 1
1055 1 1052 1 994 0
1059 0 1054 0 1049 0
1060 0 1060 1 1068 2
1061 1 1064 1 1069 0
1064 1 1073 0 1073 0
1065 1 1080 2 1077 1
1087 1 1081 0 1082 1
1088 2 1083 1 1090 0
1092 0 1087 0 1094 1
1097 0 1088 0 1102 0
1099 0 1089 1 1119 1
1100 1 1092 2 1120 0
1103 0 1103 1 1122 1
1104 0 1113 0 1124 0
1107 1 668 0 1125 1
1110 0 672 1 666 1
1115 0 689 0 669 1
1116 1 693 1 676 0
1121 1 694 2 677 0
1127 0 700 0 685 0
1138 1 714 2 695 0
1142 1 716 1 708 1
1145 2 731 0 710 1
1005 1 736 1 713 1
1011 0 737 1 717 1
1013 1 740 1 720 1
1014 1 742 0 723 1
1016 1 760 0 734 0
1020 0 762 1 754 0
1021 0 799 1 756 1
1149 1 805 0 761 1
1025 1 806 1 1002Z 0
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Stevilka LCT Stevilka LCT genotip Stevilka LCT genotip
vzorca | genotip | vzorca vzorca
1003Z 0 1100Z 0 997 2
1005Z 2 1101Z 0 1058 0
10077 1 11027 1 1067 0
1008Z 1 1103Z 1 1070 1
10097 2 11047 0 1080 0
1010Z 2 11057 2 1084 1
101272 0 1106Z 0 1089 2
10287 0 1107Z 1 1095 0
1031Z 1 1108Z 0 1096 1
10327 0 1110Z 0 1101 1
1033Z 0 168f 1 1111 1
10347 2 174f 1 1112 2
10352 0 175f 0 1113 1
1037Z 2 176f 1 1117 1
10382 0 775 1 1118 1
1040Z 1 783 1 1123 2
105172 0 795 0 1129 0
10547 0 802 1 1130 1
10557 0 808 0 1131 1
10562 1 816 0 1132 1
10577 2 819 1 1134 1
10582 1 927 0 1135 0
10597 2 930 1 1140 0
1060Z 1 938 1 1141 1
10612 0 947 2 1146 0
1065Z 1 1000 1 1001 0
10702 0 1002 2 1004 1
1076Z 1 1004 1 1006 1
10772 0 1005 2 1012 0
10792 1 1006 1 1015 1
10827 0 1012 2 1017 1
108872 0 1014 1 1018 1
1090Z 0 1030 0 1024 0
109572 1 1038 0 1150 1
10987 0 967 0 1045 1
10997 1 983 1 1048 2
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Stevilka LCT Stevilka LCT genotip Stevilka LCT genotip
vzorca | genotip | vzorca vzorca
1050 1 626 0 131f 0
1070 0 627 0 134f 1
587 0 628 2 135f 1
588 0 630 1 136f 2
589 2 631 0 138f 0
591 0 633 0 139f 2
593 0 635 2 140f 1
594 2 636 0 141f 1
595 0 637 2 142f 0
596 2 639 1 148f 0
597 0 659 1 149f 1
598 0 662 0 155f 1
600 2 664 2 156f 1
601 0 666 1 158f 0
602 2 667 1 159f 1
603 1 100f 1 160f 0
604 0 101f 0 161f 2
605 0 103f 0 163f 0
606 2 106f 2 167f 2
607 1 108f 1 93f 2
608 1 109f 0 94f 1
609 0 110f 1 95f 0
610 1 111f 0 96f 1
611 1 112f 1 orf 1
612 0 113f 0 98f 1
613 0 115f 0 712 1
615 2 117f 0 943 1
616 2 118f 1 946 0
617 0 119f 1 1001 0
618 1 120f 1 984 2
619 1 121f 0 996 1
620 1 122f 2 998 1
621 0 123f 0 1083 1
623 1 124f 0 1105 1
624 1 125f 0 1106 1
625 2 126f 1 1108 2
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Stevilka LCT Stevilka LCT genotip Stevilka LCT genotip
vzorca | genotip | vzorca vzorca
1109 2 57 0 73 0
1137 0 6 1 76 1
1 0 61 0 77 1
10 1 62 0 79 2
101 0 66 0 82 1
102 1 7 1 88 1
104 1 8 1 89 1
106 0 101 1 91 0
11 1 102 2 92 2
110 1 105 0 94 2
13 2 106 1
14 1 112 1
17 2 114 0
19 1 35 1
2 1 37 0
20 0 41 2
23 1 42 0
24 0 43 2
26 0 47 2
27 0 49 1
30 1 50 1
32 1 84 1
34 1 104 2
37 1 100 1
38 1 107 1
39 1 108 1
4 2 110 0
45 0 38 0
5 1 39 0
50 2 44 1
51 1 46 1
52 1 51 0
53 0 60 1
54 0 64 0
55 0 67 0
56 0 72 1
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Petra Ferkov: Povezanost polimorfizma - 13910C>T v genu za laktazo z mineralno kostno gostoto,
Magistrska naloga, UL - FFA, Ljubljana 2016

Priloga 2: Potrditev genotipov s sekvenéno analizo

macrogen
File: 996_LPH-F.abl Run Ended: 2015/7/18 8:14:55 Signal G:7657 A:10194 C:8874 T:14347
Sample: 996_LPH-F Lane: 8 Base spacing: 14.332404 460 bases in 5283 scans Page 1 of 1

10 20 30 40 50 60 k) 30 90 100 110 120 130
GOAGE TTG AT GAGAGAGAGAG T AACA GATTGT TGTGTTTTTMTCTTTGGTATGGGACATACTAGAATTCAC TGCAAMTACAT T TT TATGTAAC TGT TGAATGC TCATACGACCATGG AATT

P00 N el Wil m@.mr\ M‘A’“}M"v’“"w'W‘JWM{‘/\M’}N{\[' Mx l“‘

140 150 160 170 180 1% 200 210 220 230 240 250 260
CTTCCCTTTAAAGAGC TTGGTAAGCAT TTGAGTGTAGT TGT TAGACGGAGACGATCACG TCATAG T TTATAGAGTGCATAMMGACGTAAGTTACCATTTAATACCTT TCAT TCAGGAAAAAT GTACTTAGACCCT

7‘ .FMNL k

Slika 29: Zapis nukleotidnega zaporedja pri vzorcu 996 (genotip CT)

" 2 macrogen
File: 997_LPH-F.abl Run Ended: 2015/7/18 8:14:55 Signal G:2254 A:2968 C:2383 T:4400
Sample: 997_LPH-F Lane: 7 Base spacing: 14.488189 461 bases in 5197 scans Page 1 of 1

10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100 110 120 130
CACTMTGT TTG ATG AT GAG AQYG/GIAA C\GATTTAT TOCTGTTTTTATCTTTG GTATGGGACATACTAGANTTCAC TGCAAATACATT TTTATGTAAC TG TTGAATGCTCATACGACCATGGAATTC T

270 280 290 300 310 320 330 340 350
ACAATGTACTAGTAGGC CTCTGCGCTGGCAATACAGATAAGATAATGTAGTCCCTGOC C TCAAAGGAACTCTCCTCCT T AGGT TGC. \TTT(TI‘ ATA X\TﬂTTTG ATTTTTAG! \TTGTI’C'ITTU \GCCCTUC \TTCC AC

o, ”fv'\m,fUW s

410 420 430 440 450 460
GAGGATAGGTCAGTGGGAACCCCCCCCCCCCC CCCCCC e e e e CC O MATTTTAG
)

WMW\ o

Slika 30: Zapis nukleotidnega zaporedja pri vzorcu 997 (genotip TT)
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Petra Ferkov: Povezanost polimorfizma - 13910C>T v genu za laktazo z mineralno kostno gostoto,
Magistrska naloga, UL - FFA, Ljubljana 2016

macrogen
File: 1002_LPH-F.abl Run Ended: 2015/7/18 8:14:55 Signal G:5826 A:7461 C:6239 T:10537
Sample: 1002_LPH-F Lane: 16 Base spacing: 14.355291 515 bases in 16299 scans Page 102

0 20 30 40 30 50 R 0 %0 100
CoOmARTT 1T G CTT 6T G LGAGCIGAG A AAC GATTT OTT GEAT GTTT T TANT CTTT 6 GTAT GGG ACAT ACTA GAATE EACT GEANT ACATTTTTAT GTAACTI T 10 u'rac'rcﬂ\cu\c

’|n u

500 510
CAGA TT ATTTT TTT GIT TT

Slika 31: Zapis nukleotidnega zaporedja pri vzorcu 1002 (genotip TT)

File: 1020_LPH-F.abl Run Ended: 2015/7/18 8:14:55 Signal G:5914 A:6454 C:5597 T:9631 é
Sample: 1020_LPH-F Lane; 3 Base spacing: 14.61501 459 bases in 5232 scans Page 1 of 1

10 20 30 40 50 60 £ 50 50 100 1 120 130
GMTAGET TTG ATGATGAGAGCAGAG TAMCIG TTTGTTOCAGTTTTTMTCTTTG GTATGGG /CATACTAG ANT TCACTGCAMATACA TTTTTATGTAAC TG T TGAATGC TCATACGACCATGG AAT

140 150 160 170 130 190 200 210 220 230 20 250 260
TCTTCCE TTTAMAGAGE TTGGTAAGCATTTGAGTGTAGT TGTTAGACG G AG AL GATCACG TCATAG TTTATAGAGTGC ATAA AGACGTAAGT TACCAT TTAATAC CTT TCAT TCAGG ALANATGTACTTAGAC

oo

2m 280 290 300 310 320 330 340 350 360 3n 380 390
COTACAATGTAC TAGT AGGCC TCTGCGC TGGCAAT ACAGATA AGATAAT GTAGTC CC TGGCCTCAA B GAACTCTC CTCCTTAGGT TGCATT TGTATAATGTT TGAT TTTTAGAT TGTTCTTTGAGCCC TGCATT

Wb

400 410 420 430 0 450
CCACGAGGALAGG TC AGTGGG AL CCCCCCCLCOCE CC e e C COCC ¢ CCCCOATTTTTIT
|

WM "iﬂ‘w{{\[{w

Slika 32: Zapis nukleotidnega zaporedja pri vzorcu 1020 (genotip TT)
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Petra Ferkov: Povezanost polimorfizma - 13910C>T v genu za laktazo z mineralno kostno gostoto,
Magistrska naloga, UL - FFA, Ljubljana 2016

macrogen
File: Z1002_LPH-F.abl Run Ended: 2015/7/18 8:14:55 Signal G:4985 A:6090 C:4783 1:8271
Sample: Z1002_LPH-F Lane: 15 Base spacing: 14.412121 460 bases in 5309 scans Page 1 of 1

10 20 30 40 50 60 7 %0 90 100 110 120
€ CGTA @  ATG AT G AT GAGAGEAGAG TAMCA GATTT G T GCAT GTTTT TAAT CT TT GGTATGGG ACATAC TAGAAT TCAC TGCAAMTACAT TTT TATG TAAC TG T TGAATGC TCATACGACCATG

400 410 420 430 440 430
TTC GG T/GGT CAGTGGG ccececececceccceeTTT ITTTTTAT

Slika 33: Zapis nukleotidnega zaporedja pri vzorcu Z1002 (genotip CC)

macrogen
File: Z1007_LPH-F.abl Run Ended: 2015/7/18 8:14:55 Signal G:5817 A:6879 C:5908 T:9576 %
Sample: ZI007_LPH-F Lane: 12 Base spacing: 14.36752 886 bases in 9482 scans Page 1 of2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
GGG TTG AT GAT GAGAGCAGAG TAMCA G ATTGT TGCATGTTTTTAANT CTTTG GIAT GGG /CATAC TAGAATTCAC TGCAAATACAT T TTTATGTAAC TGT TGAATGC TCATAC GACCATGG AATT
C TCCCTT'L\.\AG’\OCTTOOT AGCA’ TT"G \GTGT \G'I'TGTTA ACQGAG \CG TC\CGTC T'\GT" T G T GTTI\CC \TTT\.\T \ﬂgTTT ATTC/ \GG \.\.\.\.‘\Tﬁil' \CTT GACcCCT
I | /w [T ”\ [ “('l |
v \ l
’ il U h u ( ] ‘ \ h
i i“ HLIA |
‘
340

—:e

L

350 360 370 380 3%
\CA \I'II‘GT ‘\L"‘Vl' \0‘1 \G(X?CTCTO’.‘GCTGGC \A'l' \C\GI ATl l\ACM'l‘I\ ATGT \@CCCTGGlr_CTCAAAﬂG AN 'CCTCCTT Aﬁmm.\'l“l;l'GTAT.\.\Tl?l']"l'GA]'TTTT AGATTGTTCTTTGAGCCCTGCAT TCCJCG
[ I T FIr T

610 620 630 640 650 660 670 680
ccrun‘cocr \,\Gcoc \c'rrccccca AAAAGTT. \mn AAT \Torn: um‘rmcc(r ACATCCCC AATATTTCCCT TTTCTTCACTCCTTCCACCC

Slika 34: Zapis nukleotidnega zaporedja pri vzorcu Z1007 (genotip CT)
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Petra Ferkov: Povezanost polimorfizma - 13910C>T v genu za laktazo z mineralno kostno gostoto,
Magistrska naloga, UL - FFA, Ljubljana 2016

macrogen
File: Z1035_LPH-F.abl ~ Run Ended: 2015/7/18 6:17:9  Signal G:5428 A:6472 C:5117 T:8430
Sample: Z1035_LPH-F ~ Lane: 84 Base spacing: 14.509155 559 bases in 16301 scans ~ Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 i) 120
GUGTGTT TTTG A TG AT GAGAGCAGAG A AACAGATTT GTT GCAT GT TTTTMT CTTT GGTAT GGGACATAC TAGAAT TCAC TGCAAATACAT TT TTAT GTAACT GT T GAAT GCTCATACGAC

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
AAMAT GTACTTAGACCCTACAATGTACTAGT AGGCC TCTGCGC TGGCAATACAGAT AAGAT AATGTAGCCCCTGGCCTCAAAGGAACTCTCCTCCTTAGGTTGCATTTGTATAATGTTTGATTTT

| M\[\MM&M\MM\MM T

380 400 410 4 430 440 450 460 470 480 490 500
TAGATTGTTCTTTGAGCCCTGCATTCCACGAGGATAGS TIC AGTG GGAAT AT GATC GC ACT CA CT AATA ATCACAGGT T CTCA TAAT GCAAGC AGC TC TC G AGAGTCCCC T TG3COGCCAG GAGGG

510 520 330 540 350
CCCATATCTTCTOGTTTTCTGC CC CATCOGCCA AAAG € ACGIGG AMGTT TCCTGA GTA

Slika 35: Zapis nukleotidnega zaporedja pri vzorcu Z1035 (genotip CC)

File: Z1049_LPH-F.abl Run Ended: 2015/7/18 8:14:55 Signal G:4505 A:5253 C:4314 T:7223
Sample: Z1049_LPH-F Lane: 11 Base spacing: 14.440622 509 bases in 16301 scans Page 1 of 2

10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100 110 120
C CAAGT TTT ATGATGAGAGCAGAG A MACAGATTT GT T GCAT GTTTTTAATCT TTG GIAT GGGACATACTAG AATTCAC TGCAMTACATTT T TAT GT.\,\CTGTTG:\ATABCTCATACGV\C

Slika 36: Zapis nukleotidnega zaporedja pri vzorcu Z1049 (genotip CC)

75



Petra Ferkov: Povezanost polimorfizma - 13910C>T v genu za laktazo z mineralno kostno gostoto,
Magistrska naloga, UL - FFA, Ljubljana 2016

1
c > macrogen
File: f176_LPH-F.abl Run Ended: 2015/7/18 8:14:55 Signal G:5300 A:6433 C:5168 T:8546
Sample: f176_LPH-F Lane: 4 Base spacing: 14.451897 549 bases in 16300 scans Page 1 of 2

10 20 30
ACAAGT TTTG AT G T GAGAGCAGAG AT AACA G\TTTGTTU.\TGTTTTT T(‘TTTG(:T\TOGG\C TA CT\G WTTC. LTGC\. T\C\TTTTT TGT \CTGTTO TG(.TC T\CG C

ﬁ
|u f A |K “ "f \ ” ‘\" 0 “
“\”\““\/” IU” ‘\U“‘ “ ' ‘J ‘ g!

140 170 180 190 200 210 220 230 240
C\TGG TTCTTCCCTTT \\G\GCTTGGT WGC TTTG \WGTGTAGTTGTTAGACGGAGACGATCACGTCATAGT TTATAGAGT GCATAAAGACGTAAGTTACCATTTAATACCTTTCATTCAGG
\

i Al ‘ f
b M AN I\' il \J L- i M!\ | ‘ f A g I | A \ Wl
| ‘( “‘(‘!l,"’“"w Uh"im" (A ”"}" @ {””"J"” i \’“‘ i)

TGT CTT G ACCCT \C\ TGT \CT\GT\GGCCTCTG(‘GCTGGC AT/ \C VGATAAGA T\ TGT GCC[‘CTGGCCTC \\GG \CTCTCCTCCTT\GGTTGC \TTTGTA T\ \TGTTTG TTT

/’:': TN N e y /| N i (W
AN L

j {“l |“) | ﬁﬁ
Wit AN A A i ‘;ﬁ." ul “\ AR A AN ln AL fy f‘l‘
Ji"_‘,& (Y ‘Mm ~*1 At

380 90 400 410 420 430
TTAGATTGTTCTTTGAGCCCTGCATTCCACG. \GG]TI‘mT CAGTGGGAAT ATCAGCGAATC A CTA
'\
Ml ; i H.[
M m v i
W )‘lv\\\ INLK M[u{
\

U\
AANU AN AR AR

440 450 460 470 480 490
AC ATCT ACTTATACC TTGCCACCT TGTG AGGAAANGTT CCTTTGAGGC CCGGGAG

'H‘ f\”ﬂ

‘“L/ 1 \ u“'

500 1 520 530 540
TACG TATTTTATTTG TTTAQCC CGTGAAGC CAA AA CCCOC TTGTAMMGGGCC TAGGG

Slika 37: Zapis nukleotidnega zaporedja pri vzorcu f176 (genotip CT)

Priloga 3: Rezultati genotipizacije z RFLP metodo

R S e S " -

RFLP LPH

Datum: 27.5.2015

Slika 38: Rezultati genotipizacije z RFLP metodo (M-oznacevalec dolzin odsekov
DNA, kontrole RfB z genotipom CC, CT in TT, vzorci f175, 21002, z1003, z1012,
21021, 21028, 21032, z1033, 21035, 21038, 21041, 21049, z1051, 21054 in z1055 z

nemutiranim homozigotnim genotipom CC in vzorec z1053 s heterozigotnim
genotipom CT)
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Petra Ferkov: Povezanost polimorfizma - 13910C>T v genu za laktazo z mineralno kostno gostoto,
Magistrska naloga, UL - FFA, Ljubljana 2016

M cc cT L 964 983 % +993 & 998 1000 1168 {174 176 21007 121008 21031 21040 21056 21058 21060
P o — et S
Lics 4
b
/

¥

e > . i : '“," 4
PR PE T g—— S T T

S -
- *

RFLP LPH

Datum: 27.5.2015

Slika 39: Rezultati genotipizacije z RFLP metodo (M-oznacevalec dolzin odsekov
DNA, kontrole z genotipom CC, CT in TT, vzorci 964, 983, 993, 996, 998, 1000, f168,
f174, f176, z1007, 21008, z1031, 21040, z1056, z1058 in z1060 s heterozigotnim
genotipom CT)

M €C €T TT 765 958 966 974 984 990 991 997 1002 1005 1012 1020 1025 21005 21009 21010

RFLP LPH

Datum: 27.5.2015

Slika 40: Rezultati genotipizacije z RFLP metodo (M-oznacevalec dolzin odsekov
DNA, kontrole z genotipom CC, CT in TT, vzorci 765, 958, 966, 974, 984, 990, 991,
997, 1002, 1005, 1010, 1020, 1025, z1005, z1010 z mutiranim homozigotnim
genotipom TT in vzorec z1009 s heterozigotnim genotipom CT)
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