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Soubézny vyskyt laktézové intolerance a intolerance bilkoviny
kravského mléka v Ceské populaci

Abstrakt

Laktozova intolerance je jednou z nejcastéji se objevujicich potravinovych intoleranci
ve sveété. Svétova prevalence laktozové intolerance se pohybuje mezi 57 az 65 %.
Laktozovou intoleranci zpiisobuje snizeni nebo uplnou ztrata enzymu laktaza. Enzym
laktaza §tépi mlécny cukr na dva jednoduché monosacharidy glukézu a galaktézu. Podle
ptvodu ubytku laktazy Ize laktézovou intoleranci rozdélit do Ctyt skupin: kongenitalni
(vrozeny) nedostatek laktazy, vyvojovy nedostatek laktazy, primarni nedostatek laktazy
(hypolaktazie v dospélosti) a sekundarni nedostatek laktazy. VySetfované polymorfismy
asociované s laktdézovou intoleranci v evropské populaci jsou dva, polymorfismus C/T-
13910 a G/A-22018. Wild type genotyp CC nebo GG je spjaty s laktézovou intoleranci,
heterozygotni genotyp CT nebo GC se spjaty s Castecnou laktézovou intoleranci a
mutovany homozygotni genotyp TT a AA je spojen s perzistenci laktazy. Alergie na
bilkovinu kravského mléka (kasein) je na rozdil od lakt6zové intolerance imunologicky
zprostfedkovana reakce na kasein. Jedna se zpravidla o détské onemocnéni objevujici
se v kojeneckém veku. Po ukonceni kojeni se alergie vytraci, perzistence alergie
v dospélosti je vzacna. Svétova prevalence alergie na bilkovinu kravského mléka se

pohybuje od 3 do 6 %.

V praktické casti jsem se veénovala vySetieni laktozové intolerance metodou PCR-
RFLP. Byly testovany dva polymorfismy C/T-13910 a G/A-22018. Ziskana data byla
statisticky zpracovana a mohou slouzit pro stanoveni prevalence laktozové intolerance
v Ceské populaci. Intolerance kravského mléka a kaseinu byla vySetfena pomoci imuno-
enzymatické metody pouzivané ke stanoveni potravinovych intoleranci, zalozené na
principu méfeni specifickych IgGs protilatek. Vysledky testi byly statisticky
zpracovany. U osob testovanych, jak na intoleranci laktdzy, tak na intoleranci bilkoviny

kravského mléka byl vyhodnocen soubézny vyskyt obou intoleranci.

Kli¢ova slova
Laktozova intolerance; Alergie na bilkovinu kravského mléka; C/T-13910

polymorfismus; G/A-22018 polymorfismus; Potravinova intolerance



Co-occurrence of lactose intolerance and cow’s milk protein
intolerance in Czech population

Abstract

Lactose intolerance is one of the most common food intolerances in the world. The
global prevalence of lactose intolerance ranges from 57% to 65%. Lactose intolerance is
caused by a reduction or complete loss of the enzyme lactase. The enzyme lactase
breaks down milk sugar into two simple monosaccharides glucose and galactose.
According to the origin of the lactase depletion, lactose intolerance can be divided into
four groups: congenital lactase deficiency, developmental lactase deficiency, primary
lactase deficiency (adulthood hypolactasia), and secondary lactase deficiency. There are
two polymorphisms associated with lactose intolerance in the European population.
Polymorphisms C/T-13910 and G/A-22018. Wild type genotype CC or GG is
associated with lactose intolerance. Heterozygous genotype CT or GC is associated with
partial lactose intolerance. Mutant homozygous genotype TT and AA is associated with
lactase persistence. Allergy to cow's milk protein (casein), unlike lactose intolerance, is
an immunologically mediated reaction to casein. It is usually a childhood disease
appearing in infancy. After breastfeeding is discontinued, the allergy resolves, and
persistence of the allergy into adulthood is rare. The worldwide prevalence of cow's

milk protein allergy is 3 to 6%.

In the practical part, I examined RFLP-PCR for genotyping of C/T-13910 and G/A-
22018 polymorphisms. The results are statistically processed. The processed data serve
as a prevalence of lactose intolerance in the Czech population. Allergy was investigated
using immuno-enzymatic method to determine food allergens. Specific IgG4 antibodies
against food allergens were examined. The results were statistically processed. From the
results of subjects tested for both lactose intolerance and cow's milk protein allergy,
statistics of the co-occurrence of lactose intolerance and cow's milk protein allergy were

created.

Key words
Lactose intolerance; Cow's milk protein allergy; C/T-13910 polymorphism; G/A-22018

polymorphism; Food intolerance
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1 Uvod

V této bakalarské praci se zabyvam nesnasenlivosti mléka, mezi které patii laktozova
intolerance, intolerance kaseinu a alergie na bilkovinu kravského mléka (kasein).
Laktézova intolerance je zpusobena snizenou aktivitou ¢i Uplnou ztratou stfevniho
enzymu laktazy, ktery stépi mlécny cukr (laktézu) na jednoduché monosacharidy
glukozu a galaktozu. Svétova prevalence tohoto onemocnéni se pohybuje kolem 57 az
65 %. Prevalence alergie na bilkovinu kravského mléka se pohybuje okolo 7 % zejména
u déti, zfidka u dospélych. Alergie na bilkovinu kravského mléka je nepfiméfena
imunologicka reakce, pfi niz dochazi k produkci protilatek nebo spusténi imunologické

reakce zprostfedkované butikami imunitniho systému.

Hlavnim cilem mé bakalarské prace bylo zpracovani odborné reserse na téma laktozova
intolerance a alergie na bilkovinu kravského mléka. V ramci praktické casti bylo nutné
zvladnou provedeni dvou testi: genetického testu na laktézovou intoleranci a imuno-
enzymatického testu na intoleranci kaseinu a kravského mléka. Genetické testovani
laktozové intolerance bylo provedeno metodou PCR-RFLP, ktera byla pouzita pro
stanoveni SNP C/T-13910 a G/A-22018 asociovanych s laktézovou intoleranci nebo
toleranci. Pro zjiS§téni intolerance kaseinu byla pouzita imuno-enzymatickd metoda
zalozena na principu stanoveni specifickych IgGu protilatek. Ziskana data z obou testu
byla statisticky hodnocena a byl sledovan soubézny vyskyt laktozové intolerance a

intolerance kaseinu.

Vysledky prace mohou mit vyznam pro zjisténi realného vyskytu obou testovanych
intoleranci v Ceské populaci a mohou zpfesnit pfi¢inu nesnaSenlivosti mlécnych

vyrobkl obecné.



2 Teoreticka Cast

2.1 Miéko

Podle Mehta a Cheunga (2015) je mléko heterogenni smési, kterou mizeme definovat
jako slozitou chemickou latku, slozenou z tuku emulgovaného ve formeé kapicek, hlavni
mlécné bilkoviny (kaseinu), mineralnich latek v koloidnim stavu a laktozy spolu s
nékterymi mineralnimi latkami a rozpustnymi syrovatkovymi bilkovinami ve formé

pravého roztoku. Slozeni mléka riznych druht savca ukazuje Tabulka 1.

Tabulka 1. Typické chemické slozeni mléka od riznych savct v %.

Druh mléka Voda Tuk Bilkovina |Laktéza |Mineraly
Osli 90,0 1,3 1,7 6,5 0,5
Bizoni 84,2 6,6 3,2 5,2 0,8
Velbloudi 86,5 3,1 4,0 5,6 0,6
Kravské 86,6 4,6 3,4 4,9 0,5
Oovci 79,4 8,6 6,7 4,3 1,0
Kozi 86,5 4,5 3,5 4,7 0,8
Lidské 87,7 3,6 1,8 6,8 0,1
Konské 89,1 1,6 2,7 6,1 0,5

(Zdroj: Kailasapathy, 2008.)

MIléko savcu je jejich prvni potravou a jako takové poskytuje veskerou energii a ziviny
potiebné k zajisténi spravného ristu a vyvoje v postnatalnim obdobi. Konzumace mléka
u savcu je obvykle ukoncena po odstaveni od kojeni. Vyjimkou je Clovek, ktery jej

pfijima 1 v dospélosti (Pereira, 2014).
2.1.1 Miécéné bilkoviny

Miéko je v lidské stravé povazovano za dulezity zdroj bilkovin, protoze obsahuje
pfiblizn€ 32 g bilkoviny na litr. Bilkoviny mléka lze rozdé€lit na rozpustné a
nerozpustné. Jako rozpustné bilkoviny se oznacuji syrovatkové bilkoviny a predstavuji
20 % z celkové bilkoviny mléka. Nerozpustné bilkoviny v mléce jsou kaseiny, které
predstavuji 80 % z celkové bilkoviny (Séverin a Wenshui, 2005). Jsou klasifikované
jako velice kvalitni bilkoviny s ohledem na vyzivové pozadavky c¢loveéka z hlediska
obsahu aminokyselin, stravitelnosti a biologické dostupnosti (Boyle et al., 2012). Obsah

aminokyselin se u obou frakci li§i. Syrovatka je obzvlasté bohata na aminokyseliny s
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rozvétvenym fetézcem jako je leucin, izoleucin, valin a lysin, zatimco kasein ma vyssi

podil histidinu, methioninu a fenylalaninu (Tang et al., 2009.)
2.1.1.1 Kaseiny

Kasein obsahuje vyznamny zdroj neesencialnich aminokyselin s vysokym stupném
fosforylace. Klicova nutricni tloha kaseind u novorozencu spoCiva ve stabilizaci a
transportu  nanoklastri  fosforeCnanu vapenatého prostiednictvim stravitelného
polypeptidového vezikulu. Kaseiny lze délit do 5 hlavnich tfid: a-sl, a-s2, B, gama a k-
kaseiny (Kailasapathy, 2008). Kaseiny jsou usporfadané do makromolekularnich
jednotek zvanych kaseinové micely (Kalyankar et al., 2016). Davaji vzniknout nékolika
bioaktivnim peptidam, které jsou piinosem pro lidské zdravi. Pasobi pfiznivé na

kardiovaskularni, nervovy, imunitni a travici systém (Pereira, 2014).
2.1.1.2 Syrovitka

Mezi syrovatkové proteiny patfi a-laktalbumin, sérovy albumin, laktoferin,
laktoperoxidaza, lysozym, protedzovy pepton, transferin a imunoglobuliny (Séverin a
Wenshui, 2005). B-laktoglobulin je dulezitym prenaseCem retinolu zatimco laktoferin je
klicovym prvkem pfi vstiebavani zeleza, a mé antioxidacni a antikarcinogenni tcinky.
Laktoferin, laktoperoxidaza a lysozym jsou dilezitymi antimikrobialnimi latkami. U
laktoferinu spolu s P-laktoglobulinem a a-laktoalbuminem byly prokazany ucinky

potlacujici vznik nadort (Pereira, 2014).
2.1.2 Vitaminy a minerdly

Mléko je povazovano za zakladni zdroj vapniku, ale kromé vapniku obsahuje i fosfor,
hot¢ik, selen a zinek. Vitaminy rozpustné v tucich obsazené v mléce jsou A, D, E.

Komplexy vitamint B a vitamin C jsou rozpustné ve vodé (Gaucheron, 2011).
2.1.3 Miécné tuky

Tuky v mléce jsou pfitomny v globulich, které jsou odolné lipolyze, dokud nejsou
vystaveny traveni v zaludku. Triglyceridy tvoii 98 % tukd v mléce, diacylglycerol tvori
2 %, cholesterol méné nez 0,5 %, fosfolipidy asi 1 % a volné mastné kyseliny 0,1 %.

vvvvvv

400 riznych mastnych kyselin (Lindmark Mansson, 2008).
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2.1.4 Laktoza

Laktoza (Obr. 1) je redukujici disacharid tvofeny galaktozou a glukézou (B-D-
galaktopyranosyl-(1,4)-D-glukopyranosa) (Stépankova, 2020). Laktéza je zakladnim
sacharidem v mléce vétSiny savci a je jedineCna tim, Ze je syntetizovana pouze
epitelialnimi bunkami mléénych zlaz a je také nezbytna pro vyvoj a vyzivu kojenca
(Sadovnikova et al., 2021). Patii mezi dobry zdroj energie a muze podporovat
vstiebavani vapniku. Koncentrace laktozy v mléce se pohybuje v rozmezi od 4,2 % az
do 5 %. Laktéza ma nizkou relativni sladivost, je pouze z 25 % sladka jako sacharoza.
Po zahrati laktézy dochazi kjeji dehydrataci a vznika laktuléza. Ta stimuluje rist
bakterii Bifidobacterium bifidum, a je tak prospéSna pii vytvafeni mikroflory ve
sttevech (Kailasapathy, 2008).

CH,0OH

Obrazek 1. Chemicka struktura laktozy (Zdroj: Schaafsma, 2008).

2.1.4.1 Laktaza

Enzym laktaza (LCT), téz znamy jako B-galaktoziddza nebo laktaza-florizin hydrolaza
(LPH) je zodpovédny za traveni laktozy u lidi (Anguita-Ruiz et al, 2020). Nachazi na
povrchu stfevnich mikroklkd v jejunu a jeho vyskyt klesa smérem k ileu. Gen kodujici
LCT se nachazi na dlouhém rameni chromozomu 2 a sklada se ze 17 exona (Campbell

et al., 2005).

Hydrolyzou laktozy zprostiedkovanou enzymem laktdzou vznikaji dva monosacharidy,
glukoza a galaktéza. Ty jsou vstiebavany aktivnim transportem prostfednictvim
transportéru-1 vazanym na sodik a glukdézu nachazejicim se v membrané enterocytu.
Tento transportér prenasi glukozu nebo galaktéozu a dva sodikové ionty ze stfevniho
lumen do cytoplazmy téchto bun¢k. Nasledné jsou monosacharidy prenaSeny z cytosolu
do krve glukozovym transportérem-2, ktery je pfitomen na druhé strané membrany

enterocyti. Glukdza je vyuzita jako zdroj energie, zatimco galaktoza se preménuje dale
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na glukozu nebo se uplatiiuje jako soucast glykolipida a glykoproteind (Lomer et al.,

2008, Ugidos-Rodriguez et al.,2018).

Enzym laktaza se aktivuje pusobenim pankreatického trypsinu. Aktivita enzymu se
zvySuje u lidského plodu béhem 3. trimestru a svého maxima dosahuje po narozeni.
Zejména behem tretiho az patého roku zacind mnozstvi laktazy klesat az o 10 % a u
mnoha jedinc zustava v tomto mnozstvi po zbytek zivota (Ugidos-Rodriguez et al.,

2018).

Pti nedostatku laktazy se laktoza dostava do tlustého stieva, kde je zkvaSena bakteriemi
tlustého stfeva. Produkty této fermentace vyvoléavaji piiznaky laktozové intolerance

jako jsou kieCe v brise, nadymani a plynatost (Obr. 2) (Pozri et al., 2021).

Normal lactose digestion Lactose intolerance

Galactose » Lactose . Jelunum ’ Lactose
o ' oo | e
Bloodstream lactase . Q/ | i |
Glucose L ! lleum
:
col 7~ Colonic bacteria ™,

Fermentation
-~

SCFA CO, \ -
Epithelial cells —— — — | Liver
N 2P
S\ / Hy o
l ) - —9 l l |

No symptoms Gastrointestinal symptoms

Obrazek 2. Normalni traveni laktozy vs traveni pii LI (Zdroj: Pozri et al., 2021).
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3 Laktozova intolerance

Laktozova intolerance je zplUsobena snizenou aktivitou nebo Gplnou ztratou stfevniho
enzymu laktazy. Nedostatek laktazy zpusobuje zvySenou osmotickou zatéz v tenkém
sttevé a naslednou fermentaci laktézy bakteriemi tenkého stfeva, ktera pak vede
k vysoké tvorbé mastnych kyselin s kratkym fetézcem a plynt (zejména vodiku a
metanu) ve stfeve. Mezi hlavni piiznaky patii bolest bficha, plynatost a prajmy. S
terminem laktozové intolerance souvisi termin hypolaktazie, ktery oznacuje nedostatek
enzymu laktazy. Hypolaktazie vede k malabsorpci laktozy, ktera je definovana jako
neschopnost travit laktozu (Catanzaro et al., 2021, Matthews et al., 2005). Pro ucinny
metabolismus a vyuziti laktdzy staci cca 50 % aktivita laktazy (Swallow, 2003).

Laktozova intolerance zavisi na aktivité enzymu laktazy. Podle stupné aktivity laktazy
lze stanovit dva stavy: alaktazie a hypolaktazie. Alaktazie se projevuje Uplnou ztratou
aktivity enzymu, hypolaktazie pak velmi nizkou aktivitou laktazy v jejunalni sliznici a
nerovnovahou mezi mnozstvim piijaté laktozy a schopnosti ji hydrolyzovat (Deng et al.,

2015).

Prevalence intolerance laktozy se celosvétové pohybuje mezi 57 % a 65 % (Catanzaro
et al., 2021). Jeji rozlozeni ve svéteé je velmi nerovnhomeérné, v Americe je asi 50 %, v
Asii 70 % a v Africe témét 100 %. V Evropé je prevalence LI asi 28 % (Storhaug et al.,
2017, Lember, 2012).

3.1 Pojmy pouZivané k popisu stavu traveni laktozy

Klasicky pojem laktozova intolerance se pouzivad pifi rozvoji gastrointestinalnich
pfiznaka po poziti vét§siho mnozstvi mléka nebo potravin obsahujicich laktozu. Mezi
tyto pfiznaky patfi plynatost, nadymani, kfeCe v bfise a bolest nekdy spojena s
kaSovitym az vodnatym prijmem a prilezitostné také s nevolnosti a zvracenim, U
dospélych se Casto zaméfiuje intolerance laktdzy s poruchou traveni laktoézy (maldigesce
laktozy). Tento termin muze byt matouci, jelikoz laktozova intolerance nemusi vzdy
nasledovat po maldigesci laktézy. Pojmim souvisejicim s laktozovou intoleranci a

maldigesci laktozy se vénuje Tabulka 2. (Szilagyi a Ishayek, 2018).
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Tabulka 2. Pojmy souvisejici s LI a maldigesci laktozy.

Pojem Definice
Laktazova LP se vyznacuje schopnosti travit laktézu po celou dobu dospélosti. LP je obvykle
persistence (LP) spojena s pretrvavajicimi vysokymi hladinami laktazy v dospélosti.
Laktazova non- LNP je spojena s poklesem stfevni laktazy na < 10 % U/g tkané nékdy mezi
persistence (LNP) ukoncenim kojeni a dospélosti.
- Snizeni mnozstvi enzymu strevni laktazy z jakékoli priciny, at uz genetické nebo
Deficience

sekundarné tzn. v pripadé onemocnéni nebo poranéni sliznice proximalni ¢asti

nedostatek) laktaz , .
( ) Y tenkého streva.

Neschopnost travit laktdzu z jakékoli pticiny, at uz se jedna o primarni nedostatek

Maldigesce lakté . L .
gesce laktozy laktdzy nebo sekundarni nedostatek laktazy.

Laktozova Nezadouci priznaky vyplyvajici z poZziti laktdzy, véetné plynatosti, nadymani, kreci,
intolerance (LI) prajmi a vzacné zvraceni. LI se miZe projevit i bez maldigesce laktdzy.
Samopodezieni na
laktézovou Osoby, které se domnivaji, Ze trpi intoleranci laktézy, aniz by byly vySetfeny na LI.
intoleranci

Vyskyt nezadoucich pfiznak(l nebo i bez pfiznakova LI. MUZe zahrnovat i depresi,
Citlivost na laktozu bolest hlavy a Unavu, at uz s LI nebo bez ni. Pfiznaky se mohou prekryvat s
pfiznaky syndromu drazdivého tracniku.

(Zdroj: Szilagyi a Ishayek, 2018.)

3.2 Druhy laktozové intolerance

V zavislosti na pivodu lze laktézovou intoleranci rozdélit do Ctyt skupin: kongenitalni
(vrozeny) nedostatek laktazy, vyvojovy nedostatek laktazy, primarni nedostatek laktazy
(hypolaktazie v dospélosti) a sekundarni nedostatek laktazy (Ugidos-Rodriguez et al.,
2018).

3.2.1 Kongenitalni (vrozeny) nedostatek laktazy

Vrozeny nedostatek laktazy je extrémné vzacny a je zpusobeny dédiCnosti dvou
defektnich alel LCT genu. Kojenec trpi vodnatymi prijmy po kojeni nebo po pozieni
potravin, které obsahuji laktozu. Prijmové stavy muzou vést k dehydrataci, alkaloze a

opozdénému rustu v dasledku nedostatku vyzivnych slozek mléka. (Heyman, 2006).

Je charakterizovan Uplnou ztratou enzymu laktazy, ktery zacina po narozeni a pretrvava
cely zivot. Vyskytuje se velmi ziidka, vétSina piipadi byla popsana ve Finsku.
V minulosti byly nasledky tohoto onemocnéni smrtelné, ale v dneSni dobé lze timrtim

novorozencu zabranit pomoci bezlaktozové stravy (Koukkanen et al., 2006).
3.2.2 Vyvojovy nedostatek laktazy

Je zplsoben nizkou hladinou laktazy diky predcasnému porodu (28. az 32. tyden),
protoze aktivita laktazy se u plodu zvySuje az od 34. tydne a svého maxima dosahuje pfi
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narozeni. Bakterialni metabolismus laktozy v tlustém stievé snizuje pH stolice
(normalni hodnota je 5,0 -5,5), coz méa u malych déti pfiznivy ucinek a podporuje urcité
organismy (naptf. druhy Bifidobacterium a Lactobacillus) namisto potencialnich
patogent (druhy Proteus, Escherichia coli a Klebsiella). Toto osidleni bakteriemi

zabranuje prijmim a podvyziveé (Heyman, 2006).
3.2.3 Primadarni nedostatek laktazy

Primarni nedostatek laktazy se rozviji u déti od odstaveni od kojeni do 5 let véku. Patri
mezi nejCastéjsi a nejrozsirenejsi deficit laktazy, ktery postihuje zhruba 70 % populace

(Fojtik et al., 2013).

Jednd se o autozomalné recesivni onemocnéni projevujici se snizovanim aktivity
enzymu laktazy, ke kterému nedojde pred dosazenim 2 let veku ditéte. VéEtsinou se tento
nedostatek projevi mezi 5. a 6. rokem u bélosské populace a u nebélosské populace o
néco dfive. V nékterych rasovych skupinach se objevuje az béhem dospivani

(Vandenplas, 2015).
3.2.4 Sekunddrni nedostatek laktazy

Tento typ deficitu laktazy se nachdzi u se u gastrointestinalnich onemocnéni jako jsou
virové gastroenteritidy, celiakie, alergie na mlécnou bilkovinu, giardiéza a Crohnova
choroba. Jedna se o onemocnéni, pii kterych je postizen kartaCovy lem enterocytd

tenkého stieva (Fojtik et al., 2013).

3.3 Laktazova persistence

Enzym LCT a jeho exprese se u vétSiny savca a zhruba u 68 % dospélych lidi snizuje
v okamziku odstaveni od matefského mléka. U nékterych lidi je ale laktaza
exprimovana po celou dobu dospélosti. Tento stav se nazyva laktazova persistence (LP)

(Gerbault, 2013).

3.4 Klinicky obraz a komplikace p¥i laktozové intoleranci

Mezi typické priznaky intolerance laktozy patii bolesti bficha, nadymani, kruceni
v bfiSe, nevolnost, zvraceni, plynatost nebo prijem a v nékterych pfipadech i zacpa.
Nejcastéji se tyto priznaky projevuji s odstupem hodin po pozieni potravin obsahujici

laktozu, ale ptiznaky mohou piijit také diive ¢i pozdéji (Szilagyi a Ishayek, 2018).
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Produkci plynu zplsobuje fermentace laktozy, jelikoz laktéza neni travena a
vstiebavana. ZvySena produkce plynu pak zpusobuje kruCeni v bfiSe, plynatost,
abdominalni distenzi a bolest. Tyto pfiznaky se neprojevuji u vSech intolerantnich
jedinct stejn€, zavisi na jejich citlivosti a na stifevni distenzi. Naptiklad pacienti se
syndromem drazdivého tra¢niku maji zavaznéjsi komplikace nez jedinci s intoleranci

laktozy (Catanzaro et al., 2021).

Prijem je zpusoben piekyselenim stfevniho obsahu v dusledku vysoké produkce
mastnych kyselin s kratkym fetézcem, diky tomu pak dochédzi ke zvySeni sekrece

elektrolytu a tekutin a zrychleni stfevniho tranzitu (Swagerty et al., 2002).

Kromé béznych pfiznaki se u osob s intoleranci laktozy mohou vyskytovat i
mimostfevni pfiznaky jako jsou poruchy paméti, bolesti hlavy, bolesti pohybového
aparatu, poruchy srde¢niho rytmu, deprese, uzkostné stavy, viedy na sliznici dutiny
ustni, poruchy menstruaniho cyklu, ekzémy, alergické patologie (sinusitida, ryma,
astma), akné, zvySena frekvence moceni a dalsi (Matthews et al., 2005, Aghasi et al.,

2019).

Bylo prokazano, ze piijem mléka snizuje riziko vzniku kolorektalniho karcinomu, to by
mohlo byt zpisobeno jeho slozkami jako je vapnik a vitamin D (Amiri et al., 2015).
Vapnik je povazovan za antikarcinogenni faktor, jelikoz zfejmé vaze sekundarni

zlucové kyseliny a ionizované mastné kyseliny (Aune et al., 2012).

Je mozné, Ze konzumace mlécnych vyrobkl poskytuje ochranu pfed vznikem rakoviny
mocového meéchyie (Bermejo et al, 2019). Bylo zjisténo, ze nizkotu¢né mlécné
vyrobky a jogurty snizuji riziko rakoviny prsu. Zde je ochranny antikarcinogenni ucinek
spojovan s vapnikem, vitaminem D, butyratem a laktoferinem a konjugovanou

kyselinou linolovou (Guo et al., 2015).

3.5 Geneticka podstata (genetika laktazy)

Gen, kodujici laktazu (Obr. 3) se nachazi na dlouhém ramenu chromozomu 2 v pozici
2q21 a obsahuje 17 exonu (Ugidos-Rodriguez et al., 2018). Enhattah et al. v roce 2002
sekvenoval dva mozné jednonukleotidové polymorfismy (SNPs) asociované
s pfetrvanim nebo nedostatkem laktdzy v dospélosti. Polymorfismy byly nalezeny
v genu MCM6 (minichromosome maintenace complex component 6), ktery se nachazi

v blizkosti genu pro laktazu. Gen MCMG6 se nepodili na syntéze laktdzy piimo, ale
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prekryva se s oblasti genu kodujiciho laktazu a pusobi jako kli¢, ktery aktivuje nebo

inhibuje expresi enzymu laktaza (Magiera et al., 2010).

Nejvice frekventovanym polymorfismem je C/T-13910, ktery se priblizné nachazi
v oblasti 14 kb od 5' konce genu pro laktazu (LCT). Je zalozen na pifitomnosti jednoho
cytosinu (C) nebo thyminu (T) v pozici 13910. Varianta C/C je zodpovédna za
intolerantni fenotyp, ktery je spojeny s neaktivitou laktazy. Fenotyp TT a CT je spojen
s pretrvavajici aktivitou laktazy. Osoby s fenotypem CT maji predispozici pro rozvoj

laktozové intolerance, napft.: vlivem stresu (Ugidos-Rodriguez et al., 2018).

Druhym zkoumanym polymorfismem je polymorfismus G/A-22108, ktery se nachazi
v oblasti 22 kb od 5' konce genu pro laktazu (LCT). Genotyp G/G je spojen s neaktivni
laktazou, zatimco genotypy G/A a A/A zodpovidaji za pretrvavajici aktivitu laktazy.
Osoby s fenotypem GA maji predispozici pro rozvoj laktézové intolerance, napf.:

vlivem stresu (Jimenéz Montoya a Martinez Sarabia, 2017).

Enzym laktaza je syntetizovan v pfitomnosti alesponl jedné variantni alely spojené
s pretrvavajici aktivitou laktazy. Pokud neni pfitomna ani jedna takovato variantni alela,
aktivita enzymu je omezena. Uvedené polymorfismy mohou byt pouzity jako indikéatory
laktazové persistence u evropské populace, nelze je vSak pouzit globalné, jelikoz
v africké populaci byly identifikované jiné polymorfismy ve stejné chromozomalni
oblasti (Kelly, 2013). Polymorfismy zjisténé v africké a blizkovychodni populaci jsou
C/G-13915 a G/C-14010. V etiopské populaci byl zjistén polymorfismus T/G-
14009.(Hassan et al., 2016). V soucasné dobé bylo popsano celkem 11 genovych
polymorfismu, které rozdélujeme na Ctyfi haplotypy oznacCené A, B, C a U (Ugidos-
Rodriguez et al.,2018).

Principialné existuje né€kolik mechanisml zodpovédnych za intolerantni fenotyp. Mezi
tyto mechanismy patifi pokles produkce mRNA, zména v genetické transkripci a

translaci a pokles po¢tu enterocytd produkujicich laktazu (McBean a Miller, 1998).
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Obrazek 3. Mapa oblasti genu pro laktazu (LCT) a genu MCM6 (Tishkoff et al., 2007).

3.6  Diagnostika laktozové intolerance
V dnesni dobé existuje né€kolik diagnostickych piistupt k identifikaci osob trpicich
laktozovou intoleranci. Nekteré z nich testuji reakci traviciho traktu na podani Cisté

laktézy, a ne na podani potravin obsahujicich laktozu.

Existuje test na toleranci mléCnych vyrobku, ktery byl pfizptsoben individualnim
stravovacim navykum testovanych pacienti. Diky tomuto testu je mozné identifikovat
nejen osoby u kterych se objevi pfiznaky intolerance laktozy 1 po malé davce mlécnych
vyrobku, ale i osoby, které jsou schopné tolerovat ur¢ité mnozstvi mléénych vyrobku, a
osoby kterym staCi pouze omezeni, pfijmu mlécnych vyrobkii bez jejich plného

vylouceni (Lukito et al., 2015).
3.6.1 Geneticky test

Genetické testovani je uziteCné pro odliSeni primarni a sekundarni laktézové intolerance
a pro odhaleni predispozice k laktozové intoleranci u pacientll, ktefi nejsou nutné
nemocni. Cilem testovani je detekce riznych polymorfisma v genu MCMG6 a na zaklade
zjisténého genotypu pomuze urcit pacienty inklinujici k toleranci nebo intoleranci
laktozy. Jak jiz bylo vySe uvedeno, v genu kodujicim enzym laktazu byly odhaleny

nejméné dva dulezité polymorfismy, které predisponuji jedince k toleranci/intoleranci
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laktozy. Pouziti genetického testu spociva v izolaci DNA a analyze polymorfismi LCT
— 13910 C> T a LCT-22018G> A. Genetické testovani mizeme zafadit mezi rychlé,
definitivni a neinvazivni metody. Jejich nevyhodou je potieba specializovanych

laboratofi a vySsi cena vySetieni (Santonocito et al.,2015, Enattah et al., 2002).
3.6.2 LacTEST

Test spociva v podani 4-galactosil xylozy. Mnozstvi xylozy se pak detekuje ve vzorku
moci sbirané za 24 hodin. Vyhodou tohoto testu je vySsi citlivost a specificita ve

srovnani s ostatnimi metodami a jeho niz§i cena (Darba et al., 2014).
3.6.3 Vodikovy dechovy test

Jedna se o nejcastéji pouzivanou metodu pro diagnostiku laktdzové intolerance diky
vyhodam jako je vysoka senzitivita a specificita, nizka cena provedeni, jednoduchost
provedeni a snadna interpretace vysledku (Robles a Priefer, 2020). Tento test je zalozen
na tomto principu. Pfijata laktdza neni stravena a hromadi se ve stievech, zde dochazi
k jeji fermentaci mikrobialni flérou a hromadéni plyna vcetné vodiku. Pii testu se méfi
vydechovany vodik nalacno a po podani 25 — 50 g laktézy. Nasledné se méti kazdych
15 minut jeho koncentrace po dobu 3 az 6 hodin. Pokud se zvysi koncentrace
vydechovaného vodiku o 20 ppm (parts per million) proti vychozimu méfeni, je
diagnostikovana hypolaktazie (Swagerty et al., 2002). Nevyhodou testu je jeho
zdlouhavost, spoCivajici v nutnosti provedeni 12 az 24 meéfeni. Z tohoto divodu byl
protokol upraven na ¢tytfvzorkovy vodikovy dechovy test, u kterého se provadi pouze 4
meéfeni v priabéhu 3 hodin. Klasicky dechovy test a Ctyf vzorkovy test vykazuji vysokou
shodu vysledkt (Yang et al., 2015).

3.6.4 Laktazovy tolerancni test

Tento test spo€iva v podani 50 g laktdzy a néasledném meéteni glykémie pred piijmem
laktézy a pak po 30, 60 a 120 minutach. Pokud je laktoza spravné travena dochazi ke
zvySeni glykémie, zvySeni glykémie ukazuje na nedostateCnou absorpci laktdzy
(Swagerty et al., 2002). Bohuzel tento typ testu ma nizkou specificitu 1 senzitivitu.
Falesné pozitivni a faleSné negativni vysledky se objevuji u 20 % méfeni. Tyto
vysledky jsou ovlivnény dobou vyprazdiiovani zaludku a metabolismem glukozy, jedna

se o subjektivni faktory (Ugidos-Rodriguez et al.,2018).
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3.6.5 Rychly laktazovy test (biopsie sliznice)

Rychly test laktazy spociva v provedeni biopsie duodenalni sliznice. Nasleduje
inkubace obranné sliznice s laktdzou na testovaci desti¢ce. Piitomnost aktivity laktazy
se projevi tmavé modrym zbarvenim, CasteCna aktivace se pak ukaze svétle modrym
zbarvenim a pokud enzym laktaza neprojevuje zadnou aktivitu, nedojde k zadné

barevné reakci, coz predikuje tézkou hypolaktazii (Kuokkanen et al., 2006).
3.6.6 Supresni a provokacni test s mlékem

Test spociva v eliminaci laktdzy z jidelniCku po dobu dvou tydni. Poté se laktoza opét
do jidelnicku opét zavede. Pokud symptomy zmizi a poté se znovu objevi po nasazeni
laktozy, naznacuje to, Ze osoba trpi intoleranci laktézy. Nevyhodou tohoto testu je, ze
neumoznuje diagnostiku asymptomatickych jedincu trpicich laktézovou intoleranci

(Ugidos-Rodriguez et al.,2018).
3.6.7 Test kyselosti stolice

U intolerantnich lidi je po poziti laktozy stolice kysela. Toto snizeni pH je zpisobeno
pfitomnosti  t€kavych mastnych kyselin vznikajicich bakteridlnim trdvenim
neabsorbované laktozy. Pokud je pH niz§i nez 5,5 je to dobrym ukazatelem intolerance
laktozy. Tento test ma smysl pouze u osob uzivajicich laktozu. Nevyhodou tohoto testu

je nizka specifita a citlivost (Ugidos-Rodriguez et al.,2018).

3.7 MoZnosti léchy

U osob slaktézovou intoleranci dochazi k nedostatenému vstiebavani Zzivin
pfitomnych v mléce a mlé€nych vyrobcich. Piikladem je vitamin D a vapnik, ktery je
dilezity pro rist a vyzivu kosti u déti i dospélych. Mlécné produkty poskytuji v
pfepoctu na kalorie vice vapniku, bilkovin, hot¢iku, drasliku, zinku a fosforu nez
kterékoli jiné potraviny vyskytujici se ve stravé dospélych. Lécba laktdézové intolerance
jako takové je pomérné jasnd. Dopliikova terapie je potfebna, pokud pro vyléCeni neni

samotné omezeni laktozy dostatecné (Szilagyi a Ishayek, 2018).
3.7.1 Bezlaktozové vyrobky a vyrobky s nizkym obsahem laktozy

Prvni mozZnosti 1éCby je stravovani se pomoci bezlaktéozovych vyrobkt nebo vyrobku

s nizkym obsahem laktozy. Uplné vyloudeni laktozy z jidelni¢ku u osob s laktozovou
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intoleranci se jiz nedoporucuje, jelikoz tyto osoby jsou schopny tolerovat 12 az 15 g

laktozy denné (Rozenberg et al.,2016).
3.7.2 Nemlécné nahraZky

Dal§i moznosti je uzivani nemléénych nédhrazek. Tyto produkty jsou predevsim
rostlinného puvodu a jsou vyrobeny ze soji, ryze, konopi, ovsa, kokosu, mandli a
dalsich ofechd. Nemlécné potraviny mohou byt obohaceny o jeden nebo vice z

nasledujicich prvka: vapnik, vitaminy D, A, B12 a riboflavin (Szilagyi a Ishayek, 2018).
3.7.3 Prijem enzymu laktdazy

K traveni laktozy také mlze pomahat uzivani enzymu laktazy ve formé gell, tekutin,
tablet nebo kapsli. Laktaza se ziskava prevazné z hub nebo kvasinek a je pouzivana pred
konzumaci mlécnych vyrobkt anebo je pfidavana piimo do nich, aby pomohla traveni
pozité laktoézy (Lin et al., 1993). Ve své studii Ibba et al. (2014) pouzil dvé tablety
obsahujici 7500 IU laktazy u pacientl, kteti pozili 25 g laktozy rozpusténé ve vode.
Toto mnozstvi laktdézy odpovidda 500 ml mléka. U 22 % zGcastnénych mél enzym
negativni ucinek, u 18 % zucastnénych doSlo k vyznamnému snizeni vodikového
dechového testu a u zbylych nebyl zjistén zadny vyznamny rozdil oproti vychozimu

stavu.
3.7.4 Probiotika

Probiotika mohou také ptizniveé ovlivnit osoby s laktézovou intoleranci. Probiotika jsou
definovéna jako zivé mikroorganismy, které pii podavani v pfiméfeném mnozstvi
ptinaseji hostiteli zdravotni prospéch. Bakterie obsahujici B-galaktozidazu (bakterialni
laktazu) jsou potencionalné uzite¢né pro traveni nadbytecné stievni laktozy a tim
zabranuji klasickym projevim laktozové intolerance. Bakterie jako Lactobacillus
bulgaricus, Streptococcus thermophilus a kmeny laktobacilu a bifidobakterii obsahuji
bakterialni laktazu, ktera hydrolyzuje laktézu. Probiotika mohou byt podavéana
pfirozené v ramci fermentace mléka a mlécnych vyrobki ve formé jogurtu nebo kefiru

(Hill et al., 2014 a Savajano, 2014).

3.8 Syndrom drdaidivého traéniku
Syndrom drazdivého tracniku neboli IBS (Irritable bowel syndrome) je jednou

z nejcastejSich funkcnich gastrointestinalnich poruch. Neexistuje zadny biomarker pro
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jeho diagnostiku, proto probiha diagnostika tohoto onemocnéni pouze na zakladé
symptomil (Masuy et al., 2020). Prevalence IBS se pohybuje mezi 5 a 20 % v zavislosti
na zemépisné oblasti a kritériich pouzivanych pro stanoveni diagnozy.
Charakteristickymi ptiznaky IBS jsou opakujici se bolesti bficha spojené se zménami
stolice (prijem, zacpa nebo oboji). Spektrum, zavaznost a trvani piiznaki je
individualni, pokud jsou pfiznaky obzvlast nepiijemné, je naruSen i osobni zivot

jedinct (Moayyedi et al., 2017).

IBS a laktozova intolerance se u dospélé populace vyskytuji velmi Casto, navic maji
velmi podobné piiznaky, které se Casto prekryvaji. Neékteré studie popisuji zvySeny
vyskyt laktozové intolerance u osob trpicich IBS. Uvazuje se, ze soubézny vyskyt

téchto dvou onemocnéni neni ¢isté nahodny (Vernia, 2004).

Kritérium ROME 1V kategorizuje IBS do ¢tyt skupin, jedna s o: IBS s pfevahou prijmu
(IBS-D), IBS s prevahou zacpy (IBS-C), IBS se smési prijmu a zacpy (IBS-M) a IBS
bez podtypu (Zhu et al., 2019).
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4 Intolerance vs alergie bilkoviny kravského mléka

Vyskyt potravinovych alergii a intoleranci se celosvétové zvySuje. Mezi nejCastéjsi
alergeny patii kravské mléko, a to zeyména u malych déti. Alergie a intolerance byvaji
Casto zaménovany. Potravinové alergie jsou vysledkem imunologické reakce na urcity
typ potraviny, ktera ma dopad na fadu télesnych organd, zatimco potravinové
intolerance predstavuji neimunologické reakce =zahrnujici metabolické, toxické,

farmakologické a dalsi nedefinované mechanismy (Manuyakorn a Tanpowpong, 2018).

4.1 Intolerance bilkoviny kravského mléka

Intolerance bilkoviny kravského mléka je zanétlivy gastrointestinalni proces, ktery
postihuje 3 az 7 % kojenci béhem prvniho roku Zzivota. Tato intolerance se obvykle
projevi po prechodu kojencti na umélou stravu obsahujici bilkovinu kravského mléka

(Ludman et al., 2013).

Pfiznaky intolerance u kojenci mohou byt riznorodé. Patii sem pretrvavajici kolika,
reflux, potize s krmenim, prijem, hlenovita stolice, krev ve stolici a stfevni dysmotilita

(Cordova et al., 2016).

Kojenci s intoleranci bilkoviny kravského mléka piechazeji na vyzivu zalozenou na
aminokyselinach, anebo se pouziva kaseinovy hydrolyzat, ktery je jiz enzymaticky
nastépen a tedy lépe stravitelny. Tento typ vyzivy se obvykle pouziva do jednoho roku
véku ditéte a nasledné se prechdzi na stravu obsahujici sdjovou bilkovinu nebo
bilkovinu kravského mléka. Pristup je zalozen na pozorovani, kdy intolerantni kojenci

se stavaji tolerantnimi do 12 mésict véku ditéte (Lazare et al., 2014).

Doposud neexistuji zadné validované laboratorni testy k diagnostice intolerance
bilkoviny kravského mléka. Diagnostika je tedy provadéna pouze na zaklade
klinickych priznaki. Za intolerantni je povazovana osoba, ktera po konzumaci jidla
obsahujiciho bilkovinu kravského mléka vykazuje alesponl 2 ptiznaky ze 3 uvedenych:
gastroezofagealni reflux, Casna sytost nebo bolest bficha nebo nadbfisku. Diagnoza je
potvrzena, pokud po eliminaci potravin obsahujicich bilkovinu kravského mléka
ptiznaky odezni, anebo pokud se priznaky opét projevi po konzumaci téchto bilkovin

(Rowe et al., 2016).

4.2 Alergie na bilkovinu kravského mléka
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Alergie na bilkovinu kravského mléka (ABKM) je definovana jako nezadouci reakce na
bilkovinu kravského mléka, kterd je imunologicky zprostiedkovana. Tato alergie patii
mezi prvni potravinové alergie v détském veéku a mize vést krozvoji dalSich
potravinovych alergii, zejména kalergii na araSidy a vejce. Alergie se vyviji
v novorozeneckém véku nebo béhem prvniho roku zivota, pfiCemz ma tendenci
ustupovat. Perzistence v dospélosti je vzacna (Fiocchi et al., 2010). NejcastejSimi
alergeny v kravském mléce jsou a-laktalbumin, B-laktoglobulin a kasein (Solinas et al.,

2010).
4.2.1 Patofyziologie ABKM

ABKM je nezadouci reakce zpusobena vazbou imunoglobulinu E (IgE) na antigeny
schopné vyvolat imunitni reakci. Alergicka reakce nemusi byt zprostfedkovani pouze
IgE, ale i jinymi tfidami imunoglobulind, imuno-komplexy nebo imunitnimi burikami
(Vandenplas et al., 2007). ABKM muze byt zprostitedkovana kterymkoliv ze 4 typa
imunologickych mechanismt. Tyto typy mechanismi jsou: imunopatologicka reakce I.
typu (reakce zprostredkovana IgE), II. typu (cytotoxicka reakce), III. typu a IV. typu
(Fiocchi et al.,, 2010). Nejcastéjsi déleni reakci u ABKM je déleni na IgE

zprostfedkované reakce a na non-IgE zprostfedkované reakce.

Imunopatologicka reakce I. typu predstavuje klasickou a bezprostiedni alergickou
reakci zprosttedkovanou IgE protilatkami, kterd ma za nasledek okamzité piiznaky jako
je anafylakticky Sok. Zbylé tfi typy reakci jsou non-IgE zprostiedkované a jsou méné
prozkoumané. Pfi reakcich II. typu se antigen vaze na povrch bunék a pfitomnost
protilatek (IgG, IgM nebo IgA) naruSuje membranu buriky, coz vede k jeji bunécné
smrti. Pfi imunopatologické reakci III. typu se protilatky (IgG, IgM, IgA, a IgE)
zachycuji v malych krevnich cévach nebo ledvinovych glomerulech a reakce IV. typu je

zprostfedkovana senzibilovanymi T-lymfocyty.

Za normalnich okolnosti jsou mlé¢éné bilkoviny odbouravany zalude€nimi a luminalnimi
travicimi enzymy. Aktivované T-lymfocyty a B-lymfocyty aktivuji zanétlivou reakci
v daném organu, ktera vede ke klinickym projevim ABKM (Johansson et al., 2003 a

Fiocchi et al., 2010).

IgE zprostiedkované alergické reakce postihuji ve vyspélych zemich 3 az 6 % déti a

mezi nejCastejsi alergeny patii vejce a bilkovina kravského mléka. ABKM je obecné
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popisovana jako détska alergie, ktera se miZze objevit jiz v raném véku, a to jesté pred
pozitim bilkoviny kravského mléka. To naznacuje, ze konzumace bilkoviny neni
jedinym zpusobem senzibilizace. Pokud se jiz objevila ABKM, stali k vyvolani
alergické reakce 1 nepfima expozice napft.: polibkem nebo vdechovanim vyparu mléka.
IgE zprostiedkované alergické reakce se obvykle objevuji béhem nékolika minut po
expozici a jejich zavaznost se pohybuje od mirné (napt. koptivka) az po zavaznou a
potencialné zivot ohrozujici anafylaxi (respiracni nebo kardiovaskularni komplikace az
kolaps). Déti s ABKM az v 70 % toleruji ohfivané mléko, jelikoz diky varu se znici

epitopy alergenti (Du Toit et al., 2010).
4.2.2 Klinické priznaky

Priznaky ABKM miizou byt s okamzitym anebo pozdnim nastupem. Mezi okamzité
pfiznaky patii Casté fihani, zvraceni, kopfivka nesouvisejici s akutnimi infekcemi, otok
rti nebo ocnich vicek, sipani, ryma, vytok z nosu a chronicky suchy kasel (Solinas et
al., 2010). Opozdéné ptiznaky jsou stiedné t€zka az té€zka atopicka dermatitida, prajem,
krev ve stolici, anémie z nedostatku zeleza, gastroezofagealni reflux, zdcpa nebo koliky

(Kemp et al., 2008).
4.2.3 Diagnostika

Pro vysloveni diagnézy ABKM se vychazi z anamnézy a klinickych nalezi, které jsou
stézejni. U anamnézy je dulezité urcit dobu, kdy se objevili prvni pfiznaky a jejich
povahu a frekvenci, dale Casovy odstup mezi pozitim a nastupem piiznakl, zpusob
expozice (poziti, inhalace, kontakt s kizi), délku doby do odeznéni pfiznakd, mnozstvi
mléka potiebné k vyvolani pfiznaki a zpusob piipravy mléka. Dulezité je také uvést
mozny vliv vnéjSich faktort jako je cviCeni, hormonalni zmény nebo emocni stres

(Samson, 1999 a Kawano et al., 2001).

Zlatym standardem v diagnostice je provokacni test, ktery spoc¢iva v eliminaci bilkovin
kravského mléka, nasledné provokaci bilkovinami kravského mléka a jejich opétovné
eliminaci. U mladsSich déti je tento provokacni test dostatecnym dukazem pro diagnozu
ABKM. Tento postup je kontraindikovan u tézké ABKM, kde se objevila predchozi
anafylaxe. Pokud vysledky provokacniho testu vyjdou pozitivné, kojenci pokracuji
v eliminac¢ni dieté nejméné po dobu Sesti meésicd. Déti, u kterych se béhem

provokacniho testu nerozvinuli pfiznaky, nemaji ABKM (Caffarelli et al., 2010).
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Kozni prick testy jsou dalsim moznym diagnostickym pfistupem. Jedna se o rychly a
levny prostiedek pro detekci senzibilizace u onemocnéni zprostiedkovanych IgE a lze
jej provést i u kojencl. Za pozitivni vysledek se povazuje otok vétsi nez 3 mm v misté

aplikace alergenu.

Dalsi moznosti je kvantitativni méfeni potravinové specifickych IgE protilatek. Za
pozitivni vysledek 1ze povazovat, pokud hodnota specifickych IgE je vétsi nez 40,35
U/ml. Jak kozni prick test, tak meéfeni IgE protilatek se povazuje za uziteCné

k predpovidani pribéhu onemocnéni. (Garcia-Ara et al., 2001).
4.2.4 Lécha

Lécba u ABKM spociva ve vytrazeni mléka a mléénych vyrobki z jidelnicku. Tak se
zabrani expozici dotyénym alergenim. U kojenci s ABKM se vyuzivaji tii druhy stravy

a to sojova, extenzivné hydrolyzovana a aminokyselinova.

Sojové pripravky byly historicky pfedepisované jako prvni, nejsou ale zcela vhodné pro
vyzivové potieby kojenct, jelikoz soja neni hypoalergenni. Az 10 % déti s IgE
zprosttedkovanou alergii a 60 % déti s non-IgE zprostiedkovanou alergii je také

alergickych na soju.

Prvni volbou byva extenzivné hydrolyzovana strava pro kojence mladsi 6 mésict.

Aminokyselinova formule je vhodna u déti s tézkou ABKM.

Neékteré studie naznacuji, ze dal§i moznou alternativou je konzumace velbloudiho ¢i
osliho mléka, ktera by mohla byt snaSena imunologicky lépe. OvSem problémem je
praveé jejich odlisné slozeni od lidského mléka, coz by mohlo naopak pusobit potize

(Kemp et al., 2008 a Benhamou et al., 2009).
4.2.5 Asociace alergie s IgG 4 protilatkami

IgGy protilatky jsou nejméné zastoupenou podtiidou IgG. Tyto protilatky se uplatiiuji
zejména v regulaci imunitni odpovédi. IgGs jsou tvoreny po silné nebo chronické
antigenni stimulaci. (Chovancova et al., 2022). IgGs protilatky nejsou schopny vytvaret
imunitni komplexy a aktivovat tak drahu komplementu, nevykazuji tedy zanétlivé

vlastnosti.
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Alergenné specifické IgGs hraji u alergickych onemocnéni mnohostrannou roli, ktera
muze byt bud to protektivni nebo patogenni v zavislosti na alergenech anebo

podminkach expozice.

Mezi nejcCastéji prisuzované vlastnosti IgGa protilatkdm patfi protizanétlivost a navozeni
tolerance u alergickych onemocnéni. Klinickd zkoumani prokazala ochranou funkci

IgGs u riznych typt alergend, vCetné potravinovych alergend, jako jsou mléko a vejce.

Z odborné literatury je znamo, ze IgG4 protilatky jsou vyssi u alergickych pacientd nez
u nealergickych. Nékolik studii potvrdilo, ze potravinové specifické IgGs slouzi jako
anafylaktické protilatky proti nékterym potravinam u astmatu a dalSich atopickych
onemocnénich. V jinych studiich bylo uvedeno, ze omezeni potravin s pozitivnimi IgGs

protilatkami zlepsilo alergické pfiznaky (Qin et al., 2022).
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5 Cile prace a hypotézy

5.1 Cile prace
1. Prvnim cilem mé bakalarské prace bylo vypracovani odborné reserSe na téma
laktozové intolerance, intolerance a alergie bilkoviny kravského mléka

s pouzitim informaci publikovanych v odborné literatute.

2. Druhym cilem mé prace bylo praktické zvladnuti nékterych molekularné-
biologickych metod umoziuyjicich detekci laktézové intolerance pomoci
genetického testu a dale zvladnuti metody zaloZzené na imuno-enzymatické

detekci specifickych protilatek tfidy IgG4 v plazmé.
Prakticka Cast bakalarské prace se uskuteCnila v genetické laboratoii GENLABS.

5.2 Hypotézy

1. Lisi se vyskyt intolerance laktozy a intolerance kaseinu v Ceské populaci a jak?

2. Jaky je soubézny vyskyt obou vyse uvedenych intoleranci (laktozy i kaseinu) v

ceské populaci?
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6 Prakticka ¢ast

Praktickou ¢ast své bakalarské prace jsem provedla v genetické laboratoii GENLABS

s.r.0. v Ceskych Budg&jovicich pod vedenim Mgr. Dagmar Riegert Bystiické.

6.1 VySetieni laktozové intolerance

6.1.1 Odbér primdrnich vzorkii

Pro stanoveni laktozové intolerance jsou pouzity 2 druhy primarnich vzorki, a to

bukalni stér a nesrazliva periferni krev.

Pro stér z bukalni sliznice je pouzita specialni souprava pro bukalni stér, ktera je
pacientovi poskytovana laboratoii spolu se zadankou a informovanym souhlasem s
molekularné-genetickym vySetfenim. Stér je proveden pomoci sterilni vatové tyCinky,
ktera je ulozena ve sterilni zkumavce. Stér z bukalni sliznice se provadi po vyplachnuti
ust vodou a samotny stér je nutné provadét silnym tlakem po dobu 1 minuty. Pred
provedenim stéru se nesmi min. 1 hodinu konzumovat jidlo a negativnim faktorem je 1
kouteni. Stér se pak vlozi do sterilni zkumavky, kterd se uzavie se. Je nutné, aby
nedoslo k vnéj§i kontaminaci. Sté€r se pak dopravi do laboratofe spolu s vyplnénou

zadankou a informovanym souhlasem a nemé¢l by byt stars§i 48 hodin.

Laboratof GENLABS nema vlastni odbérovou stanici pro odbér nesrazlivé periferni
krve. Periferni krev se odebira pro laboratof GENLABS na EUC poliklinikach. Krev je
odebirana do zkumavek s antikoagulacnim cinidlem K3EDTA. Nejmensi potifebné
mnozstvi je 1 ml krve, krev je nutné pro odbéru promichat, aby nedoslo ke vzniku
srazenin. Samotny vzorek je stabilni po dobu jednoho tydne pfi teploté 4 °C a je nutné
jej vtomto Casovém intervalu dopravit do laboratofe spolu s vyplnénou zadankou a

informovanym souhlasem.
6.1.2 Izolace DNA

Pro vétsinu molekularné-genetickych analyz je potfebny vodny extrakt NK bez podilu
bilkovin, proto se provadi Setrnd extrakce DNA z nativnich tkani, télesnych tekutin

nebo bunécné kultury. Tento proces se nazyva izolace DNA (Beranek, 2016).

Izolace DNA zacina lyzou bunék, ktera slouzi k rozruSeni bunéénych membran a tim 1

k uvolnéni obsahu buiiky. Dalsim krokem je pfidani proteolytickych enzym, ty slouzi
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k degradaci enzymu Stépicich NK a bunécnych proteind, které tvoii komplex s DNA.
Dalsim krokem je presrazeni alkoholem, postupné promyvani a nasledna eluce DNA

(Penka a Slavickova, 2011).

Izolace DNA byla provedena z bukalniho stéru nebo ze vzorku nesrazlivé periferni krve
periferni krve. U pfijatych vzorkll v laboratofi se nejdifive zkontroluje zadanka a
informovany souhlas. Dale se kazdy vzorek ozna&i pomoci LIC, tak aby se LIC na

y4dance shodoval s LIC vzorku.

Pouzité pristroje k izolaci DNA:

e Sada automatickych pipet v rizném rozmezi (2 pl az 1000 pl)
e Centrifuga

e Mini centrifuga/vortex

e Microspin 12, Biosan

e Inkubator

e Kombinovana chladnicka pro laboratorni pouziti

Reagencie k izolaci DNA:

e Proteinaza K
e BL pufr

e  96% ethanol

e BW pufr
o TW pufr
e AE pufr

Spotiebni material k izolaci DNA:

o Spigky k pipetam
e Kolonky
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o 2 ml sbérné zkumavky
e 1,5 ml mikrozkumavky

e Rukavice
6.1.2.1 Izolace DNA z bukdlniho stéru

Izolace DNA z bukalniho stéru byla provedena pomoci komeréni sady Exgene™ Clinic

SV od firmy GeneAll®.

Pracovni postup izolace:

Nejprve jsem si pripravila potfebné reagencie a oznaené primarni vzorky bukalni

vzorkt do boxu. Dale jsem si pfipravila automatické pipety a Spicky.

K bukalnim stérim jsem napipetovala 25 pl proteinazy K o koncentraci 20 mg/ml a 300
ul BL pufru. Vzorek s reagenciemi jsem dikladné promichala pomoci vortexu a nechala
10 minut inkubovat pii 56 °C. Ve volném case jsem si pfipravila kolonky se sbérnou
zkumavkou a fadné je oznacila. Totéz jsem ud¢lala i s 1,5 ml zkumavkami, které jsem

pouzila pozdéji.

Po inkubaci jsem zkumavku kratce stocila, aby se odstranili kapky z vnitini strany
zkumavky. Dale jsem ke vzorku pfidala 300 pl 96% ethanolu, vzorky zvortexovala

v pulzech a kratce stocila.

Nasledné jsem vSechnu smeés ze zkumavky prenesla na kolonku a nechala centrifugovat
1 minutu pfi 8 000 rpm. Po centrifugaci jsem nahradila sbémou zkumavku novou
sbérnou zkumavkou a ptidala na kolonku 600 ul BW pufru a nechala opét centrifugovat

1 minutu pfi 8 000 rpm.

Opét jsem nahradila sbérnou zkumavku novou sbérnou zkumavkou a pfidal a na
kolonku 700 pul TW pufru. Opakovala jsem centrifugaci pti 8 000 rpm po 1 minutu a po
centrifugaci jsem odstranila supernatant ze sbérné zkumavky. Zkumavku vratila na
kolonku a nechala stocit pfi nejvysSich otackach k dokonalému odstranéni promyvacich

pufra.

Sbérnou zkumavku jsem nahradila popsanou 1,5 ml zkumavkou a na stfed kolonky

napipetovala 50 pl AE pufru. Nasledovala inkubace 5 minut pii pokojové teploté. Poté
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jsem nechala zkumavku centrifugovat 1 minutu pii nejvysSich otackach, ziskany eluat
jsem po centrifugaci napipetovala znovu na kolonku, znovu inkubovala a opét stocila

pfi nejvyssich otackach.
Po odstranéni kolonky byl izolat DNA pouzit pro méfeni koncentrace DNA.
6.1.2.2 Izolace DNA z periferni krve

Pro izolaci DNA z periferni krve byla pouzita stejnd komercni sada jako pro izolaci

DNA z bukalniho stéru Exgene™ Clinic SV od firmy GeneAll®.

Pracovni postup izolace:

Jako prvni krok jsem si pripravila potfebné reagencie a automatické pipety se Spickami.
Odebrané zkumavky nesrazlivé periferni krve jsem promichala a z kazdé zkumavky

odebrala 300 pl krve do nové, popsané 1,5 ml zkumavky.

Ke vzorkim krve jsem napipetovala 20 pl proteinazy K o koncentraci 20 mg/ml a 200
ul BL pufru. Vzorek s reagenciemi jsem dikladné promichala pomoci vortexu a nechala
10 minut inkubovat pii 56 °C. Ve volném case jsem si pfipravila kolonky se sbérmou
zkumavkou a fadné je oznacila. Totéz jsem ud¢lala i s 1,5 ml zkumavkami, které jsem

pouzila pozdéji.

Po inkubaci jsem zkumavku kratce stocila, aby se odstranili kapky z vnitini strany
zkumavky. Déle jsem pfidala 200 pl 96% ethanolu a zvortexovala zkumavky v pulzech

a nechala zkumavky kratce stocit.

Po stoCeni jsem vSechnu smés ze zkumavky prenesla na kolonku a nechala
centrifugovat 1 minutu pii 8 000 rpm. Po centrifugaci jsem nahradila sbérnou zkumavku
novou sbérnou zkumavkou a pfidala na kolonku 600 ul BW pufru a nechala opét
centrifugovat 1 minutu pfi 8 000 rpm. Pokud supernatant nebyl €iry pifidala jsem znovu

600 ul BW pufru a nechala znovu centrifugovat pii 8 000 rpm po 1 minutu.

Opét jsem nahradila sbérnou zkumavku novou sbérnou zkumavkou a pridal a na
kolonku 700 pul TW pufru. Opakovala jsem centrifugaci pfi 8 000 rpm po 1 minutu a po
centrifugaci jsem odstranila supernatant ze sbérné zkumavky, zkumavku vratila na

kolonku a nechala ji stocit pii nejvySsich otackach.
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Sbérnou zkumavku jsem nahradila popsanou 1,5 ml zkumavkou a na stfed kolonky
napipetovala 50 ul AE pufru a vzorek inkubovala 5 minut pti 56 °C. Po inkubaci jsem
zkumavku stocila 1 minutu pfi nejvysSich otackach. Po stoCeni jsem ziskany eluat
napipetovala znovu na kolonku, inkubovala jako v pfedeslém kroku a znovu stocila pfi

nejvyssich otackach.
Ziskany izolat DNA jsem dale pouzila pro méfeni koncentrace DNA.
6.1.3 Meéieni koncentrace DNA

Meéfeni izolované DNA bylo provedeno pomoci Qubit™ dsDNA BR Assay Kit a

fluorometru Qubit® 2.0 Fluorometer.
Pfistroje:
e Qubit® 2.0 Fluorometer
e Mini centrifuga/vortex
e Microspin 12, Biosan
e Kombinovana chladnicka pro laboratorni pouziti
e Automatické pipety (1 pl —200 pl)
e Kombinovana chladnicka pro laboratorni pouziti
Reagencie:
e Qubit™Working Solution

Spotiebni material:

o Spicky k automatickym pipetam
e Rukavice
e Mikrozkumavky Qubit™Assays tubes

Pracovni postup:

Nejdiive jsem si z chladni¢ky vyndala pracovni roztok (Qubit™Working Solution) a

nechala jej vytemperovat na laboratorni teplotu.
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Mikrozkumavky jsem si popsala ¢isly vzorkd a do kazdé jsem odpipetovala 198 pl

pracovniho roztoku a 2 pl odizolované DNA.

Zkumavky jsem zvortexovala, kratce stoCila a inkubovala pfi laboratorni teploté 2
minuty. Po inkubaci jsem pomoci fluorometru zméfila koncentraci DNA a vysledky

zaznamenala.
6.1.4 PCR

PCR (fetézova polymerazova reakce) patii mezi metody, které umoznuji amplifikaci
specifického useku DNA. Reakce probiha v pfistroji zvaném termocyklér. Samotna
reakce je tvofena tfemi, cyklicky se opakujicimi, dil¢imi kroky. Prvnim znich je
denaturace dsDNA, pfi které dochéazi k rozpleteni dsDNA slouzici jako templat pro
nové amplifikovanou DNA. Druhym krokem je nasedani primert, ty jsou
komplementarni ke koncovym sekvencim amplifikovaného useku na protilehlych
fetézcich DNA. Poslednim krokem je elongace, kdy probiha syntéza novych fetézcu

DNA (Penka a Slavickova, 2011).

Priprava pro PCR reakci byla provedena v laminarnim boxu. VySetfovanymi
polymorfismy spojenymi s laktézovou intoleranci byly C/T-13910 a G/A-22018. Pro
vySetfeni byla pouzita souprava MyTaq™ Red DNA Polymerase od znacky Bioline.

Pfistroje:

e Teplotni cycler

e Mini centrifuga/vortex

e Microspin 12, Biosan

e Automatické pipety

e Kombinovana chladnicka pro laboratorni pouziti
Reagencie:

e Destilovana H20

e MyTaq Red Reaction Buffer

e MyTaq Polymeraza
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e DMSO
e For primer pro LAC 13910 C/T a LAC 22018 G/A
e Rev primer pro LAC 13910 C/T a LAC 22018 G/A

Spotiebni material:

o Spicky k automatickym pipetam
e Zkumavky
e Rukavice

Pracovni postup:

Nejprve jsem si vyndala potfebné reagencie z chladiciho boxu a nechala je rozmrznout.
Po rozmrznuti jsem je kratce zvortexovala a stocila. DNA polymerazu, u které by mélo

zvortexovani negativni vliv, jsem pouze stocila.

V laminarnim boxu jsem si pfipravila do chladiciho stojanku mikrozkumavky a
namichala master mix zvlast' pro polymorfismus C/T-13910 (Tabulka 3) a zvlast pro

polymofismus G/A-22018 (Tabulka 4). Master mixy jsem zvortexovala a stoCila.

Do kazdé oznacené zkumavky (vCetné negativni a pozitivni kontroly) jsem
rozpipetovala vzdy 48 ul pfipraveného master mixu. Mimo laminarni box, proto aby
nedoslo k jeho kontaminaci, jsem k master mixu ptidala 2 pl izolované DNA daného
vzorku. Jako pozitivni kontrola slouzily vzorky se zndmymi genotypy. Do negativni
kontroly nebyla pfidana DNA ale 2 pl H20. Zkumavky jsem zvortexovala, kratce stocila
a vlozila do teplotniho cycleru. Pribéh PCR reakce pro polymorfismus C/T-13910 a
polymorfismus G/A-22018 je uveden v tabulce 5.

Tabulka 3. Slozeni master mixu pro polymorfismus C/T-13910 a jednu reakci.

Reagencie Objem
[wl]
Destilovana H20 34,3
MyTaq Red Reaction Buffer 10
MyTaq Polymerase (5U/pl) 0,2
DMSO (100%) 2,5
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For primer pro LAC 13910 C/T (20 pmol) 0,5
Rev primer pro LAC 13910 C/T (20 pmol) 0,5
Celkem 48
(Zdroj: vlastni)

Tabulka 4. Slozeni master mixu pro polymorfismus G/A-22018 a jednu reakci.

Reagencie Objem [pl]
Destilovana H20 34,3
MyTaq Red Reaction Buffer 10
MyTaq Polymerase (5U/pl) 0,2
DMSO (100%) 2,5
For primer pro LAC 22018 G/A (20 pmol) 0,5
Rev primer pro LAC 22018 G/A (20 pmol) 0,5
Celkem 48

(Zdroj: vlastni)

Tabulka 5. PCR reakéni profily pro oba polymorfismy.

/ Polymorfismus C/T-13910 Polymorfismus G/A-22018

Pocet cykli  Druh cyklu Cas [min]  Teplota[°C] Cas [min]  Teplota|°C]

1 Denaturace 5 95 5 95
35 Denaturace 1 95 1 95
Annealing 1 57,4 1 60,3
Elongace 1 72 1 72
1 Zavérecna 5 72 5 72
extenze

(Zdroj: vlastni)
Kontrola PCR produktu

Vysledkem PCR jsou PCR produkty, které je potfeba zkontrolovat pomoci gelové

elektroforézy. Gelova elektroforéza probiha na 4% agardézovém gelu.
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Pristroje:
e  Mupid®-One Electrophoresis Systém
e FastGene® GelPic LED Box
e MupidTM LED Illuminator
e Mikrovlnna trouba
e Automaticka pipeta
Reagencie:
e 1x TBE pufr
e Agar6zové tablety
e Fluorescencni barva Midori Green Advanced DNA Stain
e 100 bp DNA Ladder H3RTU

Spotiebni material a pomucky:

e Spicky k automatickym pipetam
e Kadinka a odmérny valec

e Spachtle

o Elektroforeticka forma s hiebeny
e Rukavice

Pracovni postup:

Priprava 4% gelu spoc€iva v rozpusténi 2 g agarézovych tablet v 50 ml 1x TBE pufru.
Smés agardzy a pufru v kadince jsem nasledné vlozila do mikrovinné trouby a na
nejvyss§i vykon nechala smés zahifivat. Do tekuté gelové smeési jsem piidala 15 pl
fluorescencni barvicky Midori Green Advanced DNA Stain, smes jsem promichala,

nalila do pfipravené elektroforetické formy s hiebeny a nechala ztuhnout.
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Ze zatuhlého gelu jsem vyndala hieben, diky kterému vznikly malé jamky. Gel jsem
vlozila do elektroforetické vany, obsahujici 1x TBE pufr, tak aby byl gel fadné
ponofeny. Do prvni jamky jsem napipetovala 5 ul 100 bp DNA LADDER H3RTU,
ktery slouzi jako hmotnostni marker. Do zbylych jamek jsem napipetovala po 5 ul PCR
produktu. Elektroforéza probihala 15 minut pfi 135 V. Po ukonceni elektroforézy se
gen prenesla na detek¢ni systém a vyhodnotila vysledek PCR pro jednotlivé vzorky.
Detekcni systém umoziiuje nejen vizualizovat DNA, ale také gel vyfotit a pomoci

pamétové karty se foto gelu prenese do PC a ulozi.

Vyhodnoceni:

Vysledkem amplifikaéni reakce je PCR produkt o velikosti 201 bp pro polymorfismus
C/T-13910. Foto gelu vidime na obrazku 4.

<3 0pb

Obrazek 4. Vizualizace PCR produkti pro polymorfismus C/T-13910 na agar6zovém
gelu. Ladder — hmotnostni marker, 1-12 - PCR produkty. (Zdroj: vlastni).

Vysledna velikost PCR produktu pro polymorfismus G/A-22018 je 271 bp. Foto gelu je
vidét na obrazku 5.

Obrazek 5. Vizualizace PCR produktt pro polymorfismus G/A-22018 na agarézovém
gelu. Ladder-hmotnosti marker, 1-12 PCR produkty.(Zdroj: vlastni).

6.1.5 Restrikéni Stépent

Polymorfismus délky restrikénich fragmentd (RFLP) predstavuje molekularné-

genetickou metodu, kdy pomoci vybranych restrikénich enzyma dochazi k sekvencné
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specifickému rozstépeni DNA. Rlzna délka rozstépenych fragmentt a jejich mobilita
v gelu pak slouzi k identifikaci alel. Modifikovanym postupem je PCR-RFLP, kdy je
vychozim materiallem PCR produkt, ktery je roz§tépen restrikénim enzymem a
oCekavané délky vzniklych fragmentl 1ze identifikovat na agar6zovém gelu (Beranek,

2016).

RFLP pro polymorfismus C/T-13910 pouziva restrikéni enzym Hinf I, pro G/A-22018

je to restrikéni enzym Hin6 1.
Pfistroje:
e  Mupid®-One Electrophoresis Systém
e FastGene® GelPic LED Box
e MupidTM LED Illuminator
e Automaticka pipeta
e Microspin 12, Biosan
e Inkubator
e Kombinovana chladnicka pro laboratorni pouziti
Reagencie:
e Enzym Hinfl (pro polymorfismus C/T-13910)
e 10x CutSmart™ buffer (pro polymorfismus C/T-13910)
e Hin®l (pro polymorfismus G/A-22018)
e 10x Tango buffer (pro polymortismus G/A-22018)

Spotiebni material:

e Zkumavky
o Spicky k automatickym pipetam
e Rukavice
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Pracovni postup:

Nejdiive jsem si vyndala restrikéni enzymy z mrazaku a jim odpovidajici reakéni pufry.
Enzymy jsme vlozila do chladiciho stojanku Po rozmrznuti a zvortexovani pufrii jsem
vSechny reagencie kratce stoCila. Enzymy jsou velmi citlivé, a proto neni mozné je
vortexovat, snizila by se jejich aktivita. Pro kazdou zkumavku obsahujici PCR produkt
jsem si pripravila reak¢éni smés obsahujici 10 U enzymu a 1x pfislusny pufr. Nejprve
jsem si pripravila pro kazdy polymorfismus smés enzymu a reakéniho pufru pro
vSechny planované reakce. V piipadé polymorfismu C/T-13910 jsem pro jednu reakci
smichala 4 ul pufru 10x CutSmart™ Buffer a 1 ul enzymu Hinf I (odpovida 10 U
enzymu) a tuto smés jsem piidala k 45 pl pfislusného PCR produktu. Pro
polymorfismus G/A-22018 jsem smichala 4 pl pufru 10x Tango Buffer a 1 pl (10 U)
enzymu Hin6 I a tuto smés jsem pridala k 45 pl prislu§sného PCR produktu. Zkumavky
jsem inkubovala min. 1 hodinu pfi 37 °C. Po inkubaci jsem provedla gelovou
elektroforézu na 4% agardzovém gelu pii 135 V po dobu 15 a vice minut. Vysledky
restrikéniho §tépeni jsem vyhodnotila, gel vyfotila a foto ulozila. Pfiprava gelu a

provedeni gelové elektroforézy je popsano v kapitole 6.1.4.1.

Vyhodnoceni:

Restrikéni enzym Hinfl rozstépil PCR produkt polymorfismu C/T-13910 v pfitomnosti
mutace TT na dva fragmenty a to velikosti 177 bp a 24 bp. U wild type genotypu CC
(homozygot) nedochazi k zadnému Stépeni a velikost produktu zistava na 201 bp.
V piipadé heterozygotniho genotypu CT se PCR produkt rozstépi a vzniknou tfi
fragmenty o velikosti 201 bp, 177 bp a 24 bp. Nejkratsi fragment 24 bp neni mozné
zviditelnit z divodu jeho kratké velikosti. Vysledky restrikéniho $tépeni vizualizované

na 4% agarozozovém gelu mizeme vidét na obrazku 6.
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Obrazek 6. Vizualizace restrikénich fragmenti u polymorfismu C/T-13910. Pod
jamkami jsou uvedené odeCtené genotypy, v prvni jamce je napipetovan ladder, ktery
slouzi jako hmotnostni marker. (Zdroj: vlastni).

Pro polymorfismus G/A-22018 byl pouzit restrikéni enzym Hin6l, ktery roz§tépil PCR
produkt o velikosti 271 bp v pfipadé wild type genotypu GG na dva fragmenty o
velikosti 196 bp a 175 bp. Heterozygotni genotyp GA se pomoci enzymu rozstépil
pouze CasteCné za vzniku tii fragmenti o velikosti 271 bp, 196 bp a 75 bp.
Homozygotni genotyp AA se nerozstépil a velikost produktu zistala na 271 bp.
Nejkratsi fragment 75 bp nebylo mozné zviditelnit vzhledem k jeho velikosti. Vysledky

restrikéniho Stépeni vidime na obrazku 7.

300 pb

200ph—)

Obrazek 7. Vizualizace restrikénich fragmenti u polymorfismu G/A-22018. Pod
jamkami jsou uvedené odeCtené genotypy a ladder, ktery slouzil jako hmotnostni
marker. (Zdroj vlastni).

6.2 VySetieni potravinovych intoleranci
Intolerance bilkoviny kravské mléka byla vySetfena pomoci soupravy IgG4 Screen
Nutritional 20 Lineblot od firmy Immunolab a doporuceného postupu od vyrobce.

K testovani intolerance kaseinu bylo pouzita souprava IgGs Nutritional MX1.
6.2.1 Odbér vzorki

Pro vySetteni potravinovych intoleranci je primarnim vzorkem sérum anebo plazma. Pro

potieby mé BP byli jako primarni vzorky pouzity vzorky plazmy. Laboratof
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GENLABS nema vlastni odbérovou stanici pro odbér nesrazlivé periferni krve.
Periferni krev se odebird pro laboratof GENLABS na EUC poliklinikach. Krev je
odebirana do zkumavek s antikoagulacnim ¢inidlem KsEDTA. Krev je nutné pro odbéru
promichat, aby nedoslo ke vzniku srazenin a dale je skladovan pfi lednickové teploté.
Samotny vzorek spolu s vyplnénou zadankou je nasledné dopraven do laboratore
GENLABS, vzorek je nutné zpracovat do 7 dni od odbéru. Plazmu ziskame
centrifugaci, kdy se oddéli od ostatnich krevnich elementd. Oddé€lena plazma se poté

prenese do Cisté a popsané 1,5 ml zkumavky.
6.2.2 Princip testu

Testovaci souprava je zalozena na principu enzymatické reakce. Testovaci prouzek
obsahuje 20 riznych potravinovych antigent a kontrolni linii. Slozeni potravinovych
antigent na prouzku se lisi v zavislosti na typu testu (Tabulka 6). Zkracené, po inkubaci
testovaciho prouzku v diluénim pufru s pacientskou plazmou se protilatky IgGs navazi
na odpovidajici specifické antigeny, které jsou na testovacim prouzku ukotveny ve
znamém poradi. Nasleduji promyvaci kroky, které odstrani nenavéazané protilatky. Dale
se piida konjugat, dochazi k dalsi inkubaci a naslednému promyti. Poslednim krokem je
pfidani substratu, kdy béhem inkubace dochazi k barevné reakci na testovacim prouzku.
Prouzek je pak oplachnut destilovanou vodou a vysledky enzymatické jsou viditelné

pouhym okem.
6.2.3 SloZeni soupravy

Inkubaéni nosié

Slouzi pro inkubaci testovacich prouzkua s roztoky. Sklada se z 8 jamek pro inkubaci 8

prouzka.

Skenovaci podlozka

Jedna se o papirovy arch, na ktery jsou nalepeny testovaci prouzky ve znamém potradi.

Arch se naskenuje a dochéazi k vyhodnoceni pomoci programu ImunoLine.

Nitrocelul6zové testovaci prouzky

Nitrocelul6zovy prouzek je potazen 20 riznymi antigeny (Tabulka 6) ve znamé poloze

a poradi a jednim kontrolnim prouzkem. Sada obsahuje 16 prouzkd.
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Enzymaticky konjugat

Jedna se o antihumanni IgGs-AP (my$) v pufrovacim roztoku s obsahem proteint.
Obsahuje 0,01% methylisothiazolonu, 0,01% bromonitrodioxanu a 5 mg/l pfipravku

Proclin™. Roztok je piipraven od vyrobce k pouziti. Celkovy obsah roztoku je 18 ml.
Diluent

Diluent je slozen z pufru PBS/BSA apfidavku 0,05% azidu sodného. Roztok je
pfipraven od vyrobce k pouziti. Celkovy obsah roztoku je 60 ml.

Promyvaci pufr

Slozeni promyvaciho pufru je TBS + Tween 20. Jednd se o koncentrat. Roztok je
pfipraven od vyrobce k pouziti. Celkovy obsah roztoku je 60 ml. Kone¢nou koncentraci
roztoku ziskame nafedénim 1:9 s destilovanou vodou, takto nafedény roztok lze

uchovavat pfi teploté 2-8 °C po dobu 4 tydnu.
Substrat

Substrat obsahuje BCIP/NBT. Roztok je piipraven od vyrobce k pouziti. Celkovy obsah

roztoku je 18 ml.

Navod k pouziti

Navod k pouziti popisuje pracovni postup optimalizovany pro spravné provedeni testu.

Tabulka 6: Distribu¢ni schéma souprav IgG4 Nutritional MX1, MX2, MX3 a 20
LineBlot, pozice protilatek odpovidajici jednotlivym potravinam.

IgG4 IgG4 IgG4 Screen
Poloha Nutritional Nutritional Nutritional Nutritional 20

MX1 MX2 MX3 LineBlot

CL kontrola kontrola kontrola kontrola

1 vejce zloutek pSenice mandle vejce

2 vejce bilek oves kokosovy orech  kravské mléko

3 kravské mléko ryze kesu pSenice

4 kozi mléko kukufrice kastan kukufrice

5 kasein lepek arasidy ryze

6 veprové kvasnice soja soja

7 kureci jablko fazole arasid

8 krati maliny cocka sezam

9 skopové hroznové vino dyné kreveta

10 teleci pomeranc okurka krab
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11 treska citron ¢ervenad paprika treska

12 losos grapefruit rajce veprové
13 tundk mango brokolice rajce
14 bilé ryby ananas Spenat brambor
15 krab banan Zampioén mrkev
16 krevety vodni meloun mrkev pomeranc
17 sldvka Zluty meloun celer kiwi

18 kava datle brambory jahoda
19 kakao olivy cibule banan
20 zazvor zelend paprika cesnek jablko

(Zdroj: Pribalovy letdk IgG4 Nutritional MX1, MX2, MX3 a 20 LineBlot od firmy

Imunnolab)
6.2.4 Pracovni postup

Pouzité vybaveni:

e Souprava IgGs Nutritional MX1
e Automatické pipety

e Spicky k automatickym pipetam
e Vodni lazen

Pracovni postup:

Nejdfive jsem si piipravila testovaci prouzky znackami nahoru do inkubacniho nosice a

zaznamenala si do skenovaci podlozky LIC pacienta a Cislo testovaciho prouzku.

K prouzkiim jsem pridala 1000 ul diluentu na nechala 5 minut inkubovat za stalého

tfepani. Intenzita tfepani byla 70 rpm.

Po 5 minutach jsem diluent vylila a pfidala opét 1000 pl diluentu obsahujiciho 20 pl
plazmy pacienta, ktery jsem si pfedtim pripravila. Nasledovala inkubace 30 min za
stalého tfepani. Roztok jsme vylila. Pomoci 2 ml promyvaciho roztoku jsem testovaci
prouzky promyla po dobu 2 minut a promyvaci roztok vylila. Promyvani jsem

opakovala celkem 3krat.

Do inkuba¢ni vanicky k testovacimu prouzku jsem pridala 500 ul enzymatického

konjugétu a nechala 30 minut inkubovat za stalého tfepani. Pomoci 2 ml promyvaciho
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roztoku jsem testovaci prouzky promyla po dobu 2 minut a promyvaci roztok vylila.

Promyvani jsem opakovala celkem 3krat.

Dalsim krokem bylo pfidani 500 pl substratu, ktery jsem za stalého tfepani inkubovala
s testovacim prouzkem 60 minut. Substrat jsem vylila a pfidala 2 ml promyvaciho
roztoku a nechala 5 minut tfepat na vodni lazni. Promyvaci roztok jsem vylila a tim byla

reakce ukoncena.

Jesté mokré stripy jsem nalepila na skenovaci podlozku a nechala vyschnout. Poté jsem

testovaci prouzky vyhodnotila pomoci programu ImunoLine.
6.2.5 Vyhodnoceni

Skenovaci podlozka s testovacimi prouzky (Obr. 8) se vlozi do skeneru, ktery
skenovany obrazek ptrevede do programu ImunoLine. V programu ImunoLine se vyplni
jméno pacienta a typ testovaciho prouzku. Program provede kvantitativni analyzu
intenzity zabarveni. Vysledky specifickych IgGs jsou vyjadfeny kvantitativné v U/ml
nebo semikvantitativné ve tiidach v rozsahu 0—4 (Tabulka 7). Potravinova intolerance

se pak vyhodnocuje v laboratofi jako negativni, hraniCni, pozitivni a siln¢€ pozitivni

(Tabulka 8).

Tabulka 7 Kvantitativni vyhodnoceni potravinovych intoleranci.

Trida Jednotky [U/ml] Interpretace
0 <1 negativni
1 1-3,4 negativni
2 3,5-17.,4 hrani¢ni
3 17,5-49.9 pozitivni
4 >50 Siln€ pozitivni

(Zdroj: Pribalovy letak IgG4 Nutritional MX1, MX2, MX3 a 20 LineBlot od firmy

Imunnolab)

46



Tabulka 8. Vzor pro vyhodnoceni potravinovych intoleranci v zavislosti na intenzité
reakce.

Vysledek Signal Kategorie
Negativni Zadny nebo slaby signal u vice antigen(i <1
Hranicni Slaby signal 1,2-2,9
Pozitivni Sttedni signal 3,0-3,9
Silné pozitivni Intenzivni signal >4

(Zdroj: vlastni)

2.9 405 67 8 9. 1011

Obrazek 8. Ilustracni foto testovacich prouzkl na skenovaci podlozce. (Zdroj: vlastni)
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7 Vysledky

V ramci mé bakalaiské prace byly statisticky zpracovany vysledky testti na laktozovou
intoleranci a vysledky testi na intoleranci kravského mléka a kaseinu, které poskytla

geneticka laboratotf GENLABS. Data byla zpracovana pomoci MS Excel 2019.

7.1  Vysledky laktozové intolerance

Celkovy soubor (Pfiloha 1) osob vySetfovanych na predispozici pro laktdézovou
intoleranci byl tvofen 2532 osobami, které podstoupili geneticky test v obdobi od roku
2014 do roku 2022. Tyto osoby byly testovany v laboratoii GENLABS na dva mozné
polymorfismy C/T-13910 a G/A-22018, které jsou asociované s laktézovou intoleranci.

Z testovanych osob na predispozici k laktézové intoleranci byli testovani muzi i zeny.

Podil testovanych zen a muzi ukazuje tabulka 9.

Tabulka 9. Zastoupeni testovanych zen a muzt na predispozici k laktozové intoleranci.

Pohlavi Zena Muz
Zastoupeni 1837 695
% 72,55 % 27,45 %

Tabulka 8 ukazuje, ze vétSina testovanych byly zeny a to v 72,55 %. Ve 27,45 %

ptipadech se jednalo o muze.

Rozlozeni vékovych skupin vSech testovanych zen i muza pro predispozici k laktozoveé

intoleranci ukazuje tabulka 10.

Tabulka 10. Pocty vysetfenych jedincti na laktdzovou intoleranci v jednotlivych
veékovych kategoriich.

Pohlavi
Celkem

Vékova skupina Zena Muz
do 10 let 150 5,92 % 161 6,36 % 311 12,28 %
11-20 let 99 3,91 % 67 2,65 % 166 6,56 %
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21-30 let

31-40 let

41-50 let

51-60 let

61-70 let

71-80 let

nad 80 let

219

411

467

300

144

36

11

865% 68
16,23% 142
18,44% 143
11,85% 55
569% 40
1,42 % 15
0,43 % 4

2,69 %
5,61 %
5,65 %
2,17 %
1,58 %
0,59 %

0,16 %

287

553

610

355

184

51

15

11,33 %
21,84 %
24,09 %
14,02 %
7,27 %
2,01 %

0,59 %

Nejvice testovanych osob (24,09 %) bylo ve vékové kategorii od 41 do 50 let. Dalsi

nejvyssi zastoupeni méla vékova skupina od 31 do 40 let, kde bylo testovano 21,84 %.

Nejmén¢ byli testovani seniofi nad 80 let. Jednalo se pouze o 15 osob, tedy 0,59 %,

v této veékové kategorii. V piipadé vékové skupiny od 71 do 80 let bylo testovano 51

jedinct, coz odpovida 2,01 %. Da se tedy fict, ze nejvetsi zajem o testovani méli jedinci

mezi 31 az 50 rokem zivota a nejnizsi zajem o testovani méli lidé starsi 70 let.

V genu souvisejici s laktozovou intoleranci MCM6 byly testovany dva SNP C/T-13910

a G/A-22018. Genotypy a odpovidajici fenotypy pro tyto polymorfismy ukazuje tabulka

1.

Tabulka 11. Prehled genotypt a fenotypt pro polymorfismy SNP C/T-13910 a G/A-

22018.

Fenotyp

Tolerance/intolerance laktozy Typ

Laktozova intolerance

Wild type

Casteéna laktézova intolerance Heterozygot

Laktozova tolerance

Mutace

SNP C/T-13910 SNP G/A-22018

Genotyp

CC

CT

TT

GG

GA

AA
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V naprosté vétSin€ piipadi se genotypy obou polymorfismi vyskytuji ve stejné
genotypové konstituci, tzn. jako wild type, heterozygot nebo homozygot. Napf.: jedinec
s heterozygotnim genotypem CT pro C/T-13910 je také heterozygot GA pro
polymorfismus G/A-22018. V nékolika malo pifipadech vSak genotypy obou
polymorfismt nekoreluji a objevuji se kombinované (variantni) genotypy CC/GA nebo
CC/AA. V tabulce cislo 12 Ize vidét zastoupeni jedinct s heterozygotnim, mutantnim,
wild type a kombinovanych genotypem. Zastoupeni je vizualizovano graficky

na obrazku 9.

Tabulka 12. Zastoupeni testovanych jedinct a jejich genotypu.

Genotyp Zastoupeni %
TT/AA 499 19,71 %
CT/GA 1217 48,06 %
CC/GG 754 29,78 %

Kombinovany 62 2,45 %

Zastoupeni testovanych jedincl a jejich genotypa.

2,45%

s TT/AA = CT/GA = CC/GG Kombinovany genotyp

Obrazek 9. Zastoupeni testovanych jedinca a jejich genotypu.
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Nejvice testovanych osob (48,06 %) mélo heterozygotni genotyp v obou SNP, ktery se
vyznacuje ¢asteCnou laktdézovou intoleranci, a tedy mirnym poklesem enzymu laktazy.
U 29,78 % osob byl zachycen wild type genotyp, ktery je spojen s tplnou laktdozovou
intoleranci. Zastoupeni jedinct s laktézovou toleranci cinilo 19,71 %. Nejnizsi

zastoupeni (2,45 %) mély osoby s kombinovanym genotypem.

Jak lze vidét v tabulce 13, trpi uplnou nebo casteCnou laktozovou intoleranci zhruba
stejné zeny (29,4 % versus 48,34 %) jako muzi (30,79 % versus 47,34 %). V ptipadé
tolerance laktozy bylo zastoupeni u Zen a muzd opét velmi podobné (19,92 % versus

19,14 %). Pro lepsi znazornéni vysledkl byl vytvoren graf na obrazku 10.

Tabulka 13. Zastoupeni testovanych jedinct a jejich genotypt v zavislosti na pohlavi.

Pohlavi
Genotyp
Zena (n=1873) Muz (n=695)
TT/AA 366 19,92 % 133 19,14 %
CT/GA 888 48,34 % 329 47,34 %
CC/GG 540 29,4 % 214 30,79 %
Kombinovany 43 2,3% 19 2,73 %
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Zastoupenitestovanych jedinct a jejich genotypu v zavislosti
na pohlavi.

48,34% 47,34%

29,40% 30,79%
2,30% 2,73%
.

CT/GA CC/GG Kombinovany

Zastoupeni (%)

19,92% 19.14%

TT/AA

Obrazek 10 Zastoupeni testovanych jedinct a jejich genotypt v zavislosti na pohlavi.
Cervené sloupce ukazuji zeny, modré muze.

m7ena mMuf

7.2 Vysledky imuno-enzymatickych testi pro potravinové intolerance

Celkovy soubor (Pfiloha 2) osob vySetfovanych na potravinovou intoleranci kaseinu a
kravského mléka byl tvofen 964 osobami, které podstoupili sérologicky test v obdobi od
roku 2019 do roku 2022. Tito jedinci byli testovani v laboratoii GENLABS pomoci
soupravy IgG4 Nutritional MX1 od firmy Immunolab.

Tabulka 14 ukazuje pomér obou pohlavi. Celkem bylo testovano 741 (76,87 %) zen a
223 (23,13 %) muza. Toto zastoupeni je obdobné jako u testovani laktozové
intolerance, 1ze tedy fict, Ze Zeny maji vétsi zajem o tyto testy.

Tabulka 14. Zastoupeni testovanych zen a muzia na intoleranci kravského mléka a
kaseinu.

Pohlavi Zena Muz
Zastoupeni 741 223
% 76,87 % 23,13 %
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V tabulce 15 jsou uvedeny jednotlivé vékové kategorie. Nejvyssi zdjem o testovani
meéla vékova skupina od 41 do 50 let (29,98 %) a druhé nejvyssi zastoupeni bylo ve
veékové kategorii od 31 do 40 let (22,30 %). Nejméné jedinct bylo ve vé€kové skupiné
osob starsich 80 let (0,52 %).

Tabulka 15. Pocty vySetfenych jedinct na intoleranci kravského mléka a kaseinu v
zavislosti na véku a pohlavi.

Pohlavi
Celkem

Vékova skupina Zena (n=741) Muz (n=223)
do 10 let 11 1,14 % 24 2,49 % 311 3,63 %
11-20 let 13 1,35% 10 1,04 % 166 2,39%
21-30 let 70 7,26 % 16 1,66 % 287 8,92 %
31-40 let 158 16,39 % 57 5,91 % 553 22,30 %
41-50 let 223 23,13 % 66 6,85 % 610 29,98 %
51-60 let 176 18,26 % 28 2,90 % 355 21,16 %
61-70 let 61 6,33 % 16 1,66 % 184 7,99 %
71-80 let 25 2,59 % 5 0,52 % 51 3,11 %
nad 80 let 4 0,41 % 1 0,10 % 15 0,52 %

Tabulka 16 ukazuje vysledky ziskané testovanim intolerance kravského mléka. Vétsina
testovanych jedinct vysla v testu negativni (44,71 %). Hrani¢né vyslo 24,27 % jedinct,
pozitivné 16,08 % jedincu a silné pozitivné nejméné a to 14,94 % jedinct. Z vysledku
vidime, Ze intoleranci (pozitivni a siln€ pozitivni) trpélo zhruba 30 % jedincu.
Tabulka 16. Vysledky u jedinct testovanych na intoleranci kravského mléka.

Vysledek  Negativni Hrani¢ni Pozitivni Silné pozitivni

53



Zastoupeni 431 234 155 144

% 4471%  2427% 16,08% 14,94 %

V tabulce 17 vidime celkem 14,94 % siln¢ pozitivnich vysledkii pro intoleranci
kravského mléka u 14,30% Zen a 17,04% muzi. Negativni vysledky mélo 44,6% zen a
46,19% u muzu. Zastoupeni kategorii pro intolerance je vizualné znazornéno na

obrazku 11.

Tabulka 17. Vysledky u jedinct testovanych na intoleranci kravského mléka v zavislosti
na pohlavi.

Pohlavi
Vysledek
y _ . Celkem (n=964)
Muz (n=223) Zena (n=741)

Negativni 103 46,19 % 328 44,26 % 431
44,71 %

Hranicni 41 18,39 % 193 26,04% 234
24,27 %

Pozitivni 41 18,39 % 114 15,39 % 155
16,08 %

Silné pozitivni 38 17,04 % 106 14,30 % 144
14,94 %
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Vysledky jedinctl testovanych na intoleranci kravského mléka
v zavislosti na pohlavi.

46,19% 44,26%
=®
= 26,04%
f=
@
s 18,39% 18,39%
- (] (]
7] ’ . 17,04%
| I I15,39% . ]
Negativni Hranicni Pozitivni Silné pozitivni

mMuZi mZena

Obrazek 11. Vysledky u jedinci testovanych na intoleranci kravského mléka v
zavislosti na pohlavi.

Tabulka 18 ukazuje vysledky zjisténé u intolerance kaseinu, kdy bylo celkem testovano
964 jedinca. Vice nez polovina testovanych jedinct vySla z testu negativni (59,85 %).
Hrani¢né vyslo 20,02 % jedinct, pozitivné 11,41 % jedinct a silné pozitivn€ nejméné
jedincti a to 8,71 %. Da se fici, Ze jedinci s pozitivni a siln€ pozitivni intoleranci byli

zastoupeni 5x méné Castéji ( 20,12 %).

Tabulka 18. Vysledky u jedinct testovanych na intoleranci kaseinu.
Vysledek  Negativni Hrani¢ni Pozitivni Silné pozitivni
Zastoupeni 577 193 110 84

% 5085%  20,02% 1141% 871 %

V tabulce 19 Ize vidét, ze z 548 testovanych muzi bylo pouze 2,92 % silné€ pozitivnich
a 5,47 % pozitivnich. Zen bylo testovano 416, ztoho siln& pozitivnich 16,35 % a
pozitivnich 19,23 %. Muzi byli vétSinou na kasein negativni (82,3 %) a zenam byla
diagnostikovana negativni intolerance pouze ve 30,29 %. Negativni pro kasein byli ve
srovnani se zenami daleko vice muzi. Zastoupeni intolerance kaseinu pro ob& pohlavi je

vizualné znazornéno na obrazku 12.
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Tabulka 19. Vysledky u jedincii testovanych na intoleranci kaseinu v zavislosti na
pohlavi.

Pohlavi
Vysledek Mus 7ena (n=416) Celkem (n=964)

(n=548)

Negativni 451 82,3 126 30,29 % 577 59,85 %
%

Hrani¢ni 51 93 142 34,13 % 193 20,02 %
%

Pozitivni 30 547 80 19,23 % 110 11,41 %
%

Silné 16 292 68 16,35 % 84 8,71 %
pozitivni %

Vysledky jedincl testovanych na intoleranci
kravského mléka v zavislosti na pohlavi.

82,30%
g
]
1]
3 34,13%
b 30,29% ’
(1"
™ 19,23%
’ 16,35%
9,30%
. o NRT
[ | —
Negativni Hranicni Pozitivni Silné pozitivni

mMuZ mZena

Obrazek 12 Vysledky u jedinci testovanych na intoleranci kaseinu v zavislosti na
pohlavi.
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V tabulce 20 1ze vidét soubézny vyskyt intolerance kravského mléka a kaseinu. U sedmi
ptipadil byl vysledek pro intoleranci kaseinu negativni, zatimco vysledek intolerance
kravského mléka byl siln€ pozitivni. To znamena, ze tito jedinci snaSeji kasein, ale
mohou byt intolerantni na jinou bilkovinu obsazenou v kravském mléce. Negativnich
jedinct pro obé intolerance bylo 44,5 %, hrani¢nich 11,5 %, pozitivnich 7,3 % a silné

pozitivnich 8,7 %.

Tabulka 20. soubé&zny vyskyt intolerance kravského mléka a kaseinu.

Kravské mléko

Negativni Hranicni Pozitivni Silné pozitivni
Negativni 44,5 % (429) 12,8 % (123) 1,9 % (18) 0,7 % (7)
£
9 Hranicni 0,2% (2) 11,5 % (111) 7,0 % (67) 1,3% (13)
N
Pozitivni 0,0 % (0) 0,0 % (0) 7,3 % (70) 4,1 % (40)
Silné
0,0 % (0) 0,0 % (0) 0,0 % (0) 8,7 % (84)
pozitivni

7.3 Vysledky soubéiného vyskytu intolerance laktozy a intolerance kaseinu
Celkovy pocet jedinct soucasné vySetfovanych na laktozovou intoleranci a intoleranci

kaseinu byl 293. U téchto osob byl sledovan soub&zny vyskyt obou intoleranci.
Tabulka 21 ukazuje pocet testovanych jedincti na obé€ intolerance, jejich pohlavi a vék.

Tabulka 21. Pocet testovanych jedinct na laktézovou intoleranci a intoleranci kaseinu,
jejich pohlavi a vek.

/ Zastoupeni Primérny vék

Mus 32,08 % (94) 34,43

Zena 67,92 % (199) 41,11
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V tabulce 22 lze vidét soubézny vyskyt laktozové a kaseinové intolerance. Nejvyssi
pocty jedinci pro vSechny genotypy laktézové intolerance byly negativni pro
intoleranci kaseinu, a naopak nejnizs$i poCty pak u siln€ pozitivnich vysledkd pro
intoleranci kaseinu. Vét§im problémem je tedy intolerance laktdzy, zatimco intolerance
kaseinu neni tak Castd. Nejvice negativnich, hrani¢nich, pozitivnich i siln€ pozitivnich
vysledkd u intolerance kaseinu se vyskytovalo spolecné s genotypem CT/GA. Pouze
2,73 % jedinct trpélo laktozovou intoleranci a bylo zaroven siln€ pozitivnich pro
kasein. Tito pacienti tak nemohou konzumovat ani bezlaktézové mléko. 15,36 %
jedinct trpi laktozovou intoleranci, ale maji negativni intoleranci kaseinu, takze mohou
konzumovat mlécné vyrobky, které obsahuji mlé¢nou bilkovinu ne vSak laktézu. U
12,29 % jedincl byla zjisténa laktozova tolerance a tolerance na bilkovinu kravského
mléka. Tém by nemély mlécné vyrobky vadit.

Tabulka 22. Soubézny vyskyt laktozové intolerance a alergie bilkoviny kravského
mléka.

Kasein
Negativni Hranicni Pozitivni Silné pozitivni
TT/AA 36 12,29% 15 5,12% 9 307% 9 3,07 %
CT/GA 81 2765% 28 956% 18 6,14% 10 3,41%
CC/GG 45 1536% 19 6,48% 11 3,75% 8 2,73 %

Genotyp LI

Kombinovany
4 137 % 0 000% O 0,00% O 0,00 %
genotyp
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8 Diskuse

Laktozova intolerance je neschopnost téla Stépit mlécny cukr laktozu. Intolerance je
zpusobena snizenou aktivitou nebo uUplnou =ztratou stfevniho enzymu laktazy.
Nedostatek laktazy ve stfevech zpusobuje naslednou fermentaci laktézy, ktera vede
k hlavnim pfiznaktiim laktozové intolerance jako je bolest bficha, plynatost a prajmy
(Catanzaro et al., 2021, Matthews et al., 2005). Genetické testovani je dulezité pro

rozliSeni primarni nebo sekundarni lakt6zové intolerance (Enattah et al., 2002).

Laktozova intolerance je Casto zaméfiovana za alergii na bilkovinu kravského mléka,
pficemz mléko predstavuje vyznamny alergen. Potravinova alergie se prezentuje jako
intolerance laktozy, cukru v mléce, nebo alergie na mlécnou bilkovinu. Prestoze maji
ob¢ intolerance odliSnou symptomatologii, zamény mezi alergickymi stavy na mléko a
jeho mediatory jsou bézné. Alergie na mlécné bilkoviny vznika na zakladé pfitomnosti
bilkovinnych slozek v mléce, které vyvolavaji alergické reakce imunitniho systému bud’

na bilkovinné frakce v emulzi (kaseiny), nebo v syrovatce (mléény albumin).

Vramci mé bakalarské prace byl zpracovan soubor 2532 osob testovanych na
predispozici pro laktézovou intoleranci. VSechny osoby byly otestovany pomoci
metody PCR-RFLP na dva mozné polymorfismy asociované s laktdozovou

intoleranci/toleranci a to C/T-13910 a G/A-22018.

Na zakladé vyhodnoceni vysledkit PCR-RFLP bylo zjisténo, ze nejcastéjsim genotypem
byl heterozygotni genotyp CT/GA, ktery je asociovan s ¢asteCnou laktézovou
intoleranci (48,06 %). Druhym nej¢astéji zastoupenym genotypem byl homozygotni
genotyp CC/GG, ktery je spjat s uplnou laktézovou intoleranci a ve vySetfovaném
souboru predstavoval 29,78 %. Nejméne vyskytujicim se genotypem byl genotyp pro
laktozovou toleranci a vyskytoval se u 19,71 % testovanych jedincd. Zbylych 2,45 %
vySetfovanych jedinci vykazovalo kombinovany genotyp. Storhaug (2017) uvadi, ze
laktozovou intoleranci celosvétove trpi okolo 68 % populace a v zemich stfedni Evropy
pak 47 % osob, v Ceské republice uvadi 81 %. Vysledky ziskané v této bakalaiské praci
se vyrazné lisi od uvedenych dat. Vrozena intolerance laktozy byla zjisténa u témer 30
% jedinct. Divodem muze byt to, Ze v dneSni dobé existuje velké mnozstvi nahrazek
mléka a podle Dewiasty (2021) je vysSi prevalence laktozové intolerance u osob

konzumujicich mlécné vyrobky nez u téch osob, ktefi je nekonzumuji.
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V ramci testovani vyskytu intolerance kravského mléka a kaseinu byl vySetfovan soubor
964 jedinci. VySetfeni probéhlo pomoci soupravy IgGs Nutritional MX1 od firmy
Immunolab, ktera detekuje IgGs protilatky.

Celkova prevalence u potravinovych alergii se pohybuje celosvétové okolo 3 az 6 % a
ma vyznamny dopad na kvalitu zivota. Vysledky testl na intoleranci kravského mléka a
kaseinu zpracované v této praci byly hodnoceny jako negativni, hrani¢ni, pozitivni a
siln€ pozitivni (viz tabulka 8). V pfipadé intolerance kravského mléka bylo 30,99 %
testovanych jedinci pozitivnich, z toho 16,08 % pozitivnich a 14,94 % silné
pozitivnich. Pokud S$lo o intoleranci kaseinu, pozitivnich bylo méné a to 20,12 %
ptipadt, ztoho 11,41 % jedinct pozitivnich a 8,71 % siln€ pozitivnich. Ve srovnani
s celkovou svétovou prevalenci nesnaSenlivosti mléka vysla intolerance kravského
mléka az 5x vysSi a intolerance kaseinu 3x vy$si. Tato velka nesrovnalost mize byt
zpusobena nejen vybérem testu, ale i problémy pfi urCovani prevalence potravinovych
alergii jako je chybna klasifikace onemocnéni, nedostatek jednoduchych diagnostickych
testd, rychly vyvoj onemocnéni a velké mnozstvi potencialnich spoustéci. Obecné se

prevalence lisi podle veéku, zeméepisné polohy a ptipadné i rasy/etnika. (Sicherer, 2008).

Stanovované protilatky IgGs proti potravinovym alergenim se oznacuji jako vedlejsi a
nemély by byt pouzivany jako diagnosticky nastroj pro potravinové alergie. Objevuji se
ovSem studie prokazujici, ze omezeni potravin pozitivnich na IgGs protilatky, zlepsuje
alergické pfiznaky. (Qin et al.,2022). V praci Ito et al. (2012) se ukézalo, ze vysoké
hladiny kasein-specifickych protilatek IgGs jsou spojeny s toleranci kaseinu u osob
senzibilizovanych na mléko. Ochranna uloha protilatek IgGs je stdle nejasna. Dosud
nebylo uznano, ze méfeni IgGs protilatek ma klinicky vyznam pro diagnostiku
potravinovych intoleranci ¢i pocinajicich alergii. Bude nutné provést dal§i vyzkumy,
které objasni moznosti vyuziti méfeni specifickych IgGs protilatek pro diagnostiku

nesnasenlivosti mléka.

Intolerance kaseinu byla zjisténa u 20,12 % ptipadd (11,41 % pozitivnich a 8,71 % silné
pozitivnich). V pfipadé laktdzové intolerance bylo pozitivnich 29,78 % jedinct. Rozdil
pro ob¢ intolerance Cinil cca 10 %, pficemz vice zastoupena byla ve sledovaném
souboru laktozova intolerance. Jedna se o vrozenou predispozici, ktera objevuje spise
v pozdéj§im veku, zatimco alergie na bilkovinu kravského mléka je popisovana ve

vétsing pripadu u kojencti a po obdobi kojeni mizi.
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Pro soubézny vyskyt laktozové intolerance a intolerance bilkoviny kravského mléka
bylo vySetifeno 293 osob. Bylo zji§téno, ze nejcastéji se vyskytuje intolerance bilkoviny
kravského mléka u osob s genotypem CT/GA, ktery je asociovan s casteCnou
laktézovou intoleranci. Zhruba 5 % jedinct bylo intolerantnich na laktozu (CC/GG) i
kasein soucasné. U 6 % jedincli se vyskytovala tolerance laktozy (TT/AA) a pozitivni
intolerance kaseinu. Intolerance kaseinu a laktézova intolerance jsou dvé rozdilna
onemocnéni, liSici se svou pfi¢inou, vznikem a prubéhem. Soub&zny vyskyt téchto
onemocnéni neni vylouCen, a tedy muze se projevit zejména v piipadech, jde-li o
sekundarni lakt6zovou intoleranci, ktera mize byt ovlivnéna nebo i spusténa intoleranci

kravského mléka (Novikova et al., 2019).
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9 Zavér

V teoretické cCasti bakalaiské prace jsem se soustfedila na zpracovani poznatkii o
laktézové intoleranci a alergii na bilkovinu kravského mléka. U laktozové intolerance je
popsano, jak vznika, jeji druhy, klinické piiznaky, mozna diagnostika a nasledna 1écba.
Je zde uvedena také souvislost s vyskytem syndromu drazdivého tracniku. V piipadée
alergie na bilkovinu kravského mléka je popsana jeji patofyziologie, pfiznaky,

diagnostika, 1écba a mozna asociace s protilatkami tridy IgGa.

Prakticka Gast probihala v genetické laboratofi GENLABS v Ceskych Budgjovicich.
V praktické casti prace jsem se veénovala zvladnuti zékladnich molekularné-
biologickych metod pro stanoveni polymorfismi asociovanych s laktézovou
intoleranci/toleranci. Stanoveny byly dva polymorfismy, a to SNP C/T-13910 a SNP
G/A-22018 genu MCM6 metodou PCR-RFLP. Nasledovalo retrospektivni statistické
vyhodnoceni dat ziskanych v obdobi od roku 2014 do roku 2022. Jejich zpracovani

pfineslo prehled o prevalenci laktozové tolerance a intolerance v ¢eské populaci.

Druhou metodou provadénou v ramci praktické casti bylo stanoveni IgGs protilatek
imuno-enzymatickou metodou. Hodnoceny byly dva alergeny, a to kravské mléko a
kasein. Provedeni testd a retrospektivni zpracovani vysledkt od roku 2019 do roku 2022
poskytlo informace o vyskytu intoleranci zpusobenych témito alergeny a byl zjistén i

jejich spolecny vyskyt.

Posledni casti bylo stanoveni soubézného vyskytu laktdzové intolerance a intolerance
bilkoviny kravského mléka. Zpracovani vysledkii nam umoznilo zjistit paralelni vyskyt
téchto ruznych intoleranci. Jedna se o zcela originalni vysledky, protoze prace

zabyvajici se soucasné intoleranci laktozy i kaseinu nebyly dosud publikovany.
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10 Prilohy
Priloha 1

Tabulka zastoupeni genotypu podle pohlavi a véku ze souboru vSech vysetfovanych na

laktozovou intoleranci v obdobi let 2014-2022.
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Priloha 2

Tabulka zastoupeni vySetfovanych na intoleranci kaseinu podle pohlavi a véku v obdobi let

. . , Kasein
Vék. Rozmezi Pohlavi — — Celkem
Negativni Silné pozitivni
062%(6)  031%(3) 021% (2) 0,31% (3) 145% (14)
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083%(8)  031%(3) 0,41% (4) 0,10% (1) 1,66 % (16)
a0t 9,23%(89)  3,32%(32) 2,18% (21) LA [ 1639%058) | ) 00000
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373%(36)  1,76%(17) 0,83% (8) 0,52% (5) 6,85 % (66)
1t et 10,79% (104)  3,82%(33) 1,87 % (18) Z [ 1826% 075 | e
124%(12)  083%(8) 0,62% (6) 0,21% (2) 2,90% (28)
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13 Seznam zkratek

A —adenin

ABMK - alergie na bilkovinu kravského mléka

BCIP — 5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat

bp — base pair — par bazi

BSA — bovine serum albumin — hovézi sérovy albumin

C — cytosin

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA - deoxyribonukleova kyselina

dsDNA - double-stranded (dvouvlaknova) deoxyribonukleova kyselina

G — guanin

Hin6 I — restrik¢ni endonukleaza izolovana z bakterie Hemophilus influenzae
HinfT - restrikéni endonukleaza izolovana z bakterie Hemophilus influenzae
IBS —irritable bowel syndrome — syndrom drazdivého tracniku

IgA — imunoglubulin A

IgE — imunoglobulin E

IgG — imunoglobulin G

IgG4 — imunoglobulin G4

IgM — imunoglobulin M

K3EDTA - tfi draselné ionty navazané na kyseliné€ ethylendiamintetraoctove
kb — kilobaze

LCT — gen pro laktazu

LI — laktazova intolerance
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LIC — laboratorni informagni &islo

LNP - laktazova non—perzistence

LP — laktazova perzistence

MCMG6 — gen minichromosome mantenance complex component 6
mRNA — messenger RNA —mediatorova ribonukleova kyselina
NBT - nitroblue tetrazolium — nitrotetrazoliova modf

NK - nukleova kyselina

PBS — phosphate buffered saline — fosfatovy pufr

PCR - polymerazova fetézova reakce

PCR-RFLP - polymerazova fetézova reakce— restriction fragment lenght polymorphism

— polymorfismus délky restrikénich fragmenta
ppm — parts per milion

RFLP — restriction fragment lenght polymorphism — polymorfismus délky restrikénich

fragmenta

RNA - ribonukleova kyselina

rpm — revolutions per minute — otacky za minutu

SNP - single nucleotid polymorphism — jednonukleotidovy polymorfismus
T — thymin

TBS — tris-buffered saline — pufr
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