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Molekularni detekce vybranych genovych polymorfismi souvisejici s
vyZivou (validace nutricipu)

Abstrakt
Laktoézova intolerance je nejb€znéjsi potravinovou intoleranci, vyskytujici se
celosvétove. Jedinci s laktézovou intoleranci nedokazi v tenkém stfevé tvorit enzym
laktazu, ktery umoznuje $tépit laktdézu obsazenou v mlécnych produktech. Nedostate¢na
tvorba laktazy miaze byt geneticky podminéna. V Evropské populaci byly nalezeny dva
jednonukleotidové polymorfismy odpovédné za pretrvavani laktdzové aktivity

Vv dospélosti.

Celiakie patfi mezi autoimunitni onemocnéni, které postihuje predevsim sliznici
tenkého stfeva. Onemocnéni je charakterizovano nesnaSenlivosti gliadinu, ktery je
soucasti lepku. Intolerance vede k chronickému zanétu na sliznici tenkého stfeva a tim
dochazi k chronickému priymu, tukovité stolici, zvraceni a inavé. Rozvoj celiakie je
podminén pfitomnosti genetické predispozice. Geneticka predispozice je vdzana na

alely HLA systému. Konkrétn¢ se jedna o haplotypy HLA-DQZ2 a HLA-DQS8.

Prakticka cast této bakalarské prace je zaméfena na vySetieni vrozenych rizikovych
faktorti pro laktézovou intoleranci a celiakii pomoci rutinnich metod molekuralni
biologie. Detek¢ni metody pouzité v praktické ¢asti jsou PCR RFLP a Real-time PCR.
Pomoci PCR RFLP budou vySetteny dva polymorfismy genu MCM6 C/T 13910 a G/A
22018 ypro laktozovou intoleranci vyskytujici se v evropské populaci se nejcastéji,
které zasadné ovliviiujiciho tvorbu laktazy v dospélosti. Metoda real-time bude pouzita
pro detekci rizikovych haplotypi HLA DQ2.5, HLA DQ2.2 a HLA DQ8 vyznamé

asociovanych s vyskytem celiakie.

Klic¢ova slova
laktoza; laktaza; polymorfismus C/T 13910 a G/A 22018; celiakie; HLA typizace; PCR;
Real-time PCR



Molecular detection of selected gene polymorphisms related to

nutrition (nutrichip validation)

Abstract

Lactose intolerance is the most common food intolerance in the world. Individuals with
lactose intolerance are unable to produce the enzyme lactase in the small intestine,
which makes it possible to break down the lactose contained in dairy products.
Insufficient lactase production may be genetically determined. Two single nucleotide
polymorphisms responsible for the persistence of lactase activity in adulthood have
been found in the European population.

Celiac disease is one of the autoimmune diseases that mainly affects the mucous
membrane of the small intestine. The disease is characterized by intolerance to gliadin,
which is part of gluten. Intolerance leads to chronic inflammation of the small intestinal
mucosa, leading to chronic diarrhea, fatty stools, vomiting and fatigue. The
development of celiac disease is conditioned by the presence of a genetic predisposition.
Genetic predisposition is linked to HLA system alleles. Specifically, these are the HLA-
DQ2 and HLA-DQ8 haplotypes.

The practical part of this bachelor thesis is focused on the examination of innate risk
factors for lactose intolerance and celiac disease using routine methods of molecular
biology. The detection methods used in the practical part are RFLP PCR and Real-time
PCR. Using PCR RFLP, two polymorphisms of the MCM6 gene C/ T 13910 and G/ A
22018 for lactose intolerance occurring in the European population will be examined,
with the most frequently affecting lactase production in adulthood. The real-time
method will be used to detect risk haplotypes of HLA DQ2.5, HLA DQ2.2 and HLA

DQ8 significantly associated with the occurrence of celiac disease.

Key words
lactose; lactase; polymorphism C/ T 13910 and G / A 22018; celiac disease; HLA typing;
PCR; Real-time PCR
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Uvod

Na tvod bych chtéla zminit, Ze existuje vice nez 200 druhti potravinovych intoleranci o
jejichz genetickém zaklad¢ stale nevime nic. Mezi takové intolerance patii zejména
mléko a pSenice, dale ofechy, fruktoza, oves, ryze, kukuftice, gluten, kvasnice, jablko,
maliny, hroznové vino, pomeranc, citrébn a mnoho dalSich potravin. V této praci jsem se
zaméfila na laktézovou intoleranci a predispozici k celiakii u kterych byl prokazan
vyznamny faktor dédi¢nosti.

Laktézovou intoleranci trpi priblizné 70% svétové populace a tim se stava nejcastéji se
vyskytujici potravinovou intoleranci na sveéte.

Intolerance mlé¢ného cukru vznika neschopnosti organismu ¢lovéka tvofit enzym
laktazu v dospélosti. Existuje nékolik moZnosti, pro¢ t€lo neni schopno tento enzym
syntetizovat. Jedna se o primarni hypolaktazii u dospélych, ktera byla piivodnim
nastavenim organismu u nasich piedki.

Dal$im vyznamnym onemocnénim traviciho traktu je celiakie neboli nesndSenlivost
lepku. Jedna se o autoimunitni onemocnéni. S objevenim gend, které se podileji na rozvoji
celiakie, doslo také k rozvoji molekularné-genetickych diagnostickyh ptistupt, které
dokazi detekovat predisponujici rizikové haplotypy a s vysokou pravdépodobnosti
potvrdit nebo vyvratit predispozici celiakie. Genetické vySetieni je vhodné provadét
hlavné v rodinach, kde se celiakie vyskytuje u vice clent. Pokud nejsou pritomny rizikové
haplotypy, pak mlzZe byt vznik celiakie s 99 % pravdépodobnosti vyloucen. | v pfipadé
negativniho testu na predispozice k celiakii mize nékterym jedincim konzumace lepku
stale dé€lat potize. Pak mluvime o tzv. neceliakdlni glutenové senzitivité (NCGS)
(Hoffmanova et al, 2015).

U celiakie navozuje gluten ve sliznici tenkého stfeva imunopatologickou reakci, ve které
se uplatiuje predevsim systém adaptivni imunity. U NCGS kli¢ovou roli hraje aktivace
bundéné i humoralni odpovédi. Rada praci ukézala, Ze celiakie i NCGS sdileji zapojenti
slozek pfirozené imunity. Na rozdil od celiakie vSak u NCGS nebyla doloZena aktivace
adaptivnich imunitnich mechanismu (nebyla napi. prokdzana zvySena slizni¢ni exprese
interleukint IL6, IL17A, IL17, IL21 a interferonu y ). U NCGS byla naopak (ve srovnani
s celiakii) prokazana vysSi exprese receptort ptirozené imunity, tj. toll-like receptoru 2,
TLRI1 ¢i TLR4 a zvySena produkce cytokini systému piirozené imunity (TNFa, IL10 a
GM-CSF). Diagnoza neceliakalni glutenové senzitivity je zaloZena na vylouceni celiakie
a alergie na pSenici, na zlepSeni symptomi po bezlepkové dieté a méla byt potvrzena
glutenovym expozi¢nim testem (Hoffmanova et al. 2015).



1. Laktoza

1.1 Laktoza

Laktoza je disacharid slozeny z glukézy a galaktdzy, spojeny pomoci B-glykosidickych
vazeb (Obr 1). V mléce savcu predstavuje snadno vyuzitelnou energetickou slozku (Kalac¢
2001) Jedna se o prvni sacharid, kterému jsou novorozenci vystaveni. Z evoluéniho a
biologického hlediska je laktoza jedine¢ny cukr, protoze existuje jako volna molekula
pouze v mléce. Je syntetizovana syntetazou laktozy vylucné v mlééné Zlaze prakticky

vsech savcll béhem pozdniho te€hotenstvi a laktace. (Solomon 2002, Mgdry et al, 2010).
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Obrazek 1:Laktoza
Koncentrace laktozy v matefském mléce je 7,2 mg/100 ml, zatim co kravské mléko

obsahuje pouze 4,7 mg/100ml latktozy ( Vandenplas Y. 2015).

1.1.1 Laktiza

Laktaza-phlorizin hydrolaza (LCT), také znama jako laktaza, je enzym tenkého stieva,
ktery je odpovédny za Stépeni laktozy na vstiebatelné monosacharidy glukézu a galaktozu
(Obr 2,3) (Igram et al,2009). Ty jsou absorbovany pomoci stievnich erytrocytd do
krevniho fecCisté. Glukoza se nakonec vyuzita jako zdroj energie a galaktoza se stava
soucasti glykoproteini a glykolipidii. Enzym mé dvé aktivni mista jedno hydrolyzuje
laktézu a druhé aktivni misto hydrolyzuje phlorizin (aryl A- glukosid) a fadu dietnich
glykolipid (Lomer et al, 2008).
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Obrazek 2:Hydrolyza laktozy na glukozu a galaktozu (prevzato z Lomer et al 2008).
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Obrazek 3:Hydrolyza laktozy v tenkém strevé (pirevzato z Lomer et al 2008).

Laktaza je pfitomna na apikalnim (vrcholovém) povrchu erytrocyti na okraji
kartaCovitého lemu tenkého stfeva. Nejvyssi exprese laktazy byla zjisténa ve stfedni ¢asti

jejuna (Lomer et al, 2008).

Ackoli je laktaza produkovéana ve vysokych hladinach u vSech zdravych kojenci, jeji

exprese je vyrazné snizena v raném détstvi piiblizné u 60% lidské populace. Toto vede

vvvvv

(Schultheis 2011).

1.2 Mechanismus laktézové intolerance

Laktézova porucha traveni nastava, kdyz laktdoza neni absorbovana v tenkém stieve.
Prochazi skrz gastrointestinalni trakt do tlustého stfeva, kde pak u nékterych jedinct vede
K pfiznakiim laktozové intolerance (Lomer et al, 2008). Mezi klinické pfiznaky patfi:
plynatost, nadymani, kieCe v bfiSe, prijmy a prilezitostné zvraceni. Tyto pfiznaky
nastavaji ve vétSin€é pripadl po poziti veétSstho mnozstvi potravin obsahujici laktézu

(Szilagyi 2018).

SniZzena aktivita laktazy vede k malabsorpci lakt6zy, coZz ma za nasledek tyto nepfijemné
pfiznaky. Znamky malabsorpce laktdzy se objevi, kdyZ neabsorbovana lakt6za zvysuje
obsah vody v tlustém stfevé a bakterie tlustého stfeva pfeménuji neabsorbovanou laktozu

na mastné kyseliny, oxid uhli¢ity a vodik a methan (Moor 2018).
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1.3 Formy lakt6zové intolerance

Nejbeznéjsi typ poruchy traveni a malabsorpce sacharidl je zplisoben stievnim
nedostatkem laktazy. Lakt6zova malabsorpce nebo hypolaktazie je béznou podminkou

zpusobenou nizkou aktivitou laktazy (Vandenplas 2015).

Hypolaktazie neboli nedostatek laktazy existuje ve tiech formach: vrozend, primarni a

sekundarni. (Lomer at al,2008).

1.3.1 Vrozend laktozova intolerance

Vrozeny nedostatek laktazy byl popsan, ale je vzacny. Ptiznaky se objevuji kratce po
narozeni. V prvnim roce zivota muze fada kojencl vykazovat ¢asteCnou malabsorpci
zbytkového uhlohydratu pfitomného v lidském mléce nebo umélé vyzivé (Vandenplas

2015).

Charakteristickym klinickym pfiznakem kongenitalni laktézové deficience (CLD) je
tézky vodnaty osmoticky prijem, nésleduje dehydratace, acidoza a ztrata hmotnosti

(Kuokkanen et al. 2005).

Vyskyt CLD je 1: 60 000 jedinct a je jednim ze 36 vzacnych monogennich chorob

vykazujicich autozomalné recesivni typ dédi¢nosti (Kuokkanen et al 2005).

1.3.2 Primdrni laktozova intolerance

Ptirozeny geneticky pokles mnozstvi laktazy az 0 90 % a vice za¢ind od druhého roku
zivota. Tento pokles se oznacuje jako primarni deficit laktazy, jinak zndmy jako primarni
lakt6zova intolerance (Enattah et al 2002). Primarni deficit se vyskytuje u 70% populace,

a proto je i nejbéznéjsi (Fojtik et al 2013).

Primarni hypolaktézie je rozsifena v celé svétové populaci, ale jeji vyskyt se znacné lisi

mezi ruznymi etnickymi skupinami (Di Rienzo at al 2013).

Jde tedy o geneticky determinovany proces s autozomdlné recesivni dédi¢nosti
(Koukkanen 2003), ktery vede k poklesu aktivity laktazy. Adult-type hypolaktazie je
spojovana ve vétsing etnik S genomovymi polymorfismy v genu MCMC6 C/T-139110 a
MCM6 G/A-22018. Vyjimkou je napt. Afrika, kde se vyskytuji odlisné polymorfismy
MCM6 C/G-14010 a MCM6 C/G-13907 (Enattah et at 2002), a Saudska Arabie, kde se
vyskytuje polymorfismus MCM6 T/G-13915. Zda se tedy, Ze perzistence laktazy se

objevuje beéhem vyvoje ¢loveéka paralelné v riiznych oblastech svéta (Fassio 2018).
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1.3.3 Sekundarni laktozova intolerance

U menSiny jedincti jsou gastrointestinalni piiznaky po konzumaci laktdézy zplsobeny
sekundarnim nedostatkem laktazy, ktery je zpusoben odlisSnymi patologiemi tenkého
stteva. Sekundarni hypolaktazie se vyskytuje v dusledku gastrointestinalniho
onemocnéni, které souvisi s poskozenim karta€ového lemu tenkého stieva, naptiklad pfti
giardiaze, celiakii, virové gastroenteritidé, Crohnoveé nemoci, radioterapii, chemoterapii
nebo dokonce pfi pouziti nékterych 1€kt. Pti adekvatni 1écbé zékladniho onemocnéni je
tento stav obvykle reverzibilni [Saavedra a Perman 1989, Gudmand-Hoyer a Skovbjerg
1996] (Madry 2010). Obvykle se tedy jedna o pfechodnou intoleranci (Curda 2006).

1.4 Geneticka podstata lakt6zové intolerance

Jiz na poc¢atku sedmdesatych let bylo zjisténo, Ze tolerance laktdozy ma geneticky ptvod.
Za perzistenci laktazy v pribéhu Zivota odpovidaji autosomalné¢ dominantni alely genu
LCT. Exprese genu LCT je regulovana jak transkriptnimi, tak posttranskripénimi
mechanismy. Regulace zahrnuje i cis-pusobici prvky, které fidi podobu laktazy jesté pied
narozenim (Waud et al, 2008).

Prvni objevenou mutaci, spojovanou s laktézovou toleranci, byla alela MCM6 T 13910.
Velmi dlouhou dobu byla tato alela povaZzovéna za jedinou moznou mutaci. Pravé kvali
tomu, ze vyzkumy genovych polymorfismii zodpovédnych za laktézovou tolerance
probihaly zpocatku hlavné v severni Evropé, kde je vyskyt této alely nejcetnéjsi (Ingram

et al, 2009).

Osoby s homozygotni formou MCM6 13910 CC a MCM6 22018 GG prakticky nemaji v
dospélosti zjistitelnou hladinu laktazy ve stfevnim epitelu, zatimco homozygoti s MCM6
13910 TT nebo MCM6 22018 AA maji aktivitu laktazy celozivotné stalou (Amiri et al.
2015).

1.5 Popis LCT a MCM6 genu
Enzym laktaza je kodovana LCT genem, ktery je lokalizovan na chromozomu 2 (2q21)
(Rienzo et al, 2013).

Bylo identifikovano nékolik jednonukleotidovych polymorfismi (SNP) v sekvenci DNA

kodujici regulacni oblasti tohoto genu (Genco 2017). Jeho exprese je regulovana

12



promotorovou oblasti umisténou pred genem LCT. K maximdalni expresi laktazy v
enterocytech dochazi béhem prvnich mésici zivota a jeji aktivita klesa po odstaveni od

matefského mléka (Heine et al 2017).

LCT gen ma délku 49,3 Kb a je umistén na dlouhém (q) rameni chromozomu 2 v poloze
21. Jedinci s hypolaktazii a persistenci laktazy maji identické kodujici sekvence (Mattar
et al 2012). Enattah et al. (2002) identifikoval dva polymorfismy v genu MCM6 lezicim
v blizkosti genu LCT urcujici laktazovou persistenci ¢i nonperzistenci. Jedna se o
jednonukleotidové polymorfismy MCM6 C/T-13910 a MCM6 G/A-22018 (Ranciaro
2014).

Gen MCM6 ziejmée také tidi transkripci LCT genu na tirovni promotoru. Gen je slozen
z 17 exont, pii tom obsahuje dvé polymorfni mista dilezita pro regulaci exprese LCT
genu lokalizované v intronech 13 (C/T- 13910) a 9 (G/A-22018) MCM6 genu, které lezi
ptiblizn¢ 14 kb a 22 kb od konce 5 'konce LCT genu (Enattah et al 2002) (Obr. 4).

L{T promator region

‘ LET % 336bp :>
MCME 381600 >

333kb ] 45kb Bk 155%b 136.4 kb

g T T T 130
1 L_* : 1 I
| : | | |
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HTE). o BCAARAY o ITA) [TATES
niren § iitron 13 N
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Obrazek 4:Zvesena mapa MCM6 a LCT, nachazi se na chromozomu 2 a umistneni sekvencnich genomovych oblasti a ctyr
genotypovych mikrosatelitii (prevzato z Ranciaro 2014).

1.5.1 C/T 13910
Polymorfismus MCM6 13910 C/T je v lidském genomu asociovan S nejsilnéjsi interakci
S intestindlni  mikroflérou. 'V populaci je persistence laktézy (LP) zplsobena

polymorfismy zodpovédnymi za zesileni funkce LCT genu 13,9 kb pted timto genem
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(MCM6 13910: C-T kde ,,T je pro toleranci). Tento SNP je daleko proti proudu od

jednotky tvoftici protein v intronu nepfibuzného genu (Misselwitz 2019).

Tato varianta genu byla prvnim objevenym SNP, ktery byl spojen s laktézovou
intoleranci. SNP v misté¢ 13910 urcuje laktézovou toleranci nebo intoleranci. Pro C 13910
existuje homozygotni variant genu MCM6 C/C 13910, MCM6 T/T 13910 a heterozygotni
varianta MCM6 C/T 13910. Jedna se o jednonukleotidovou zaménu cytosinu za thymin
(Kuchay et al 2011).

V ramci studie Kuchay et al (2011bylo testovano 56 jedinct s genotypem MCM6 13910
C/C a ptedpoklady pro primarni hypolaktazii. Tyto déti méli ve véku 3-5 let praimérnou
aktivitu laktazy asi 15,9 jednotek na gram bilkoviny (U/g bilkoviny) a u déti s genotypem
MCM®6 13910 C/C ve veéku 5-16 let klesla aktivita na 8,8 jednotek na gram bilkoviny. U
jedinct s genotypem MCM6 13910 T/T a C/T byla prumérna aktivita laktazy ve véku 3-
5 let 30,2 U/g bilkoviny a ve véku 5-16 let 28,3 U/g bilkoviny.

Z téchto vysledki vyplyva ze genotypy MCM6 13910 C/T a T/T jsou odpoveédné za vznik
laktozové tolerance. Tato polymorfismus se nejvice objevuje v severni Evropé (Enattah
et al. 2002) a podle vysledkt Kuchaye et al. (2011) také v Indii.

1.5.2 G/A 22018

Druhy polymorfismus genu MCM6 22018 G/A se nachazi v poloze 22,018 bp od 5 konce
genu pro LCT v intronu 9 MCM6 genu. Bodovou mutaci tvoii zaména guaninu za adenin
(Koukkanen et al 2003).

Ridefeld a Hakanssonova (2005) zkoumali vyskyt tohoto genotypu. Porovnavali korelaci
vyskytu mutaci v mist¢ MCM6 13910 a MCM6 22018. V 98 % ptipadech se shodovali
genotypy testovanych jedinct. Jedinci nesouci genotyp MCM6 C/C-13910 vykazovali
genotyp G/G-22018, jedinci s genotypem MCM6 13910 C/T méli genotyp MCM6 22018
G/A.

Témet 95 % testovanych jedincu s genotypem MCM6 13910 C/C mélo také genotyp
MCM6 22018 G/G, proto alela MCM6 13910 C/C muze byt pouzita jako testovaci

ukazatel pro laktézovou intoleranci (Matter et al, 2010).

Stejné zavéry potvrdil Stefana et al. (2009), ve své studii, ve které byla zjisténa 100%

korelace mezi témito dvéma genotypy.
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1.6 Diagnostika laktézové intolerance
K diagnostice hypolaktazie mohou byt pouzity nasledujici testy: laktéozovy tolerancni test,
expozi¢ni test, test kyselosti stolice, dechovy vodikovy test, biopsie sliznice tenkého

stfeva a geneticky test (Weiskirchen et al, 2007).

Na obrazku 5 je vyobrazen doporuceny algoritmus pro urceni laktézové intolerance a

laktozové malabsorpce v ptipadé primarni a sekundarni hypolaktazie.

Pfi podezfeni na primarni deficit laktazy lékati provadéji dechovy test. U jedincii
S pozitivnim vysledkem uréuji diagnézu podle klinickych ptiznaku bud’ jako laktézovou
intoleranci nebo malabsorpci. U jedinci s negativnim vysledkem dechového testu, se

posléze provadi geneticky test, na jeho zaklad¢€ urcuji vrozenou laktézovou intoleranci.

Postup vySetfeni u sekundarni hypolaktazie se lisi u vékové skupiny do 12 let a od 12 let
véku (Obrb). U jedinct mladsich 12 let se pfedpoklada, Ze aktivita laktazy z¢asti pretrva
potvrzena. U starSich déti je nutné povést jak dechovy, tak geneticky test. Kdyz je
soucasn¢ pozitivni dechovy test a negativni geneticky test je diagnostikovana sekundarni

hypolaktazie.

Primarni hypolaktasie dospéljch ‘ \ Sekundarni hypolaktasie (> 12 let) ‘

‘—L’ Geneticky test
T.

Pozitivni
\ Diagnoza potvrzena
’ Priznak + | ‘ Priznak - ‘

‘ / \ ‘ Sekundarni hypolaktazie (<12 let) ‘
LM + LI ‘ LM ‘ Pozitivni Negativni l

Obrdazek 5: Diagnosticky algoritmus pro podezieni na malabsorpci a intoleranci laktozy (LM laktozova malabsorpce, LI
laktézovd intolerance) (prrevzato z Usai-Satta 2012).
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1.6.1 Expozicni test

Expozi¢ni test spociva v podani jednoho litru mléka, ktery obsahuje 50 g laktozy (Fojik
et al. 2013). Pfi rozvoji gastrointestinalnich pfiznakt, které jsou typické pro laktézovou
intoleranci do 4 hodin po poziti je ve vétSiné¢ piipadi diagnostikovana lakt6zova

intolerance (Misselwitz et al. 2013).

1.6.2 Laktozotolerancni test

Pti tomto testu pacient vypije 50g laktozy rozpusténé ve vode€. Vzorky kapilarni krve pro
testovani glukézy v plazmé se odebiraji po 5, 10, 30, 45, 60 minutach. Pokud hladina
glukdzy nestoupd, znamena to, Ze télo Spatné travi laktozu. Pied testem by se nemélo jist
ani pit. Falesn¢ negativni vysledky se mohou vyskytnout u pacientd s diabetem a se
syndromem bakterialniho pferiistani a u pacientd s poruchou glukoézové tolerance.

Laktozovy toleranéni test ma citlivost 75 % a specificitu 96 % (Rienzo 2013).

1.6.3 Dechovy vodikovy test

Pfedstavuje neptimy test malabsorpce laktozy a je bézné povazovan za nejspolehlive)si,
neinvazivni a levnou metodu pro stanoveni laktézové intolerance (Rienzo 2013).
Dechovy test je zaloZzen na fermentaci nestravené laktozy stfevni mikroflérou za vzniku
vodiku, oxidu uhli¢it¢tho a methanu, které jsou absorbovany a eliminovany plicemi.
Spolehlivost tohoto testu, 1 kdyZ je Siroce pouzivan, zavisi na aktivité bakteridlni flory.
Negativita testu muze byt zpisobena podanim antibiotik mésic pied testovanim (Mattar

2012).

1.6.4 Biopsie sliznice tenkého stieva s imunochemickym vySeti‘enim

Biopsie tenkého stfeva je jedinym diagnostickym postupem, ktery umoziuje piimé
méteni aktivity laktdzy. Vzhledem k invazivni povaze je pacienty $patné ptijiman, pokud
nemusi podstoupit gastrointestinalni endoskopii z jinych divodt (Madry et al, 2010).
Aktivita se stanovuje ve stupnici normalni aktivita, lehky stfedni a tézky deficit. Vyhodou
je odliseni sekundarni pfi¢iny deficitu laktazy spojeny s jinym postiZzenim sliznice. (Fojik

et al. 2013).

1.6.5 Geneticky test

o 24

presnosti stanovi, zda se v DNA jedince nachazi genové varianty asociované s tvorbou
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laktazy i v dospélosti. Pacient je tim uSetfen nepiijemnych projevi, které provazeji jiné

vySe uvedené testovaci postupy (Mattar et al 2012).

Pfi vySetfeni polymorfismu genu MCM6 13910 C/T se setkdvame s tiemi referen¢nimi
hodnotami:

e CC —wild-type (nemutovany homozygot)

e CT — heterozygot

e TT —mutovany homozygot

Wild-type je oznaeni pro nemutovaného homozygota. Jedna se o pivodni genotyp.
Jedinec, u kterého je detekovan wild-type genotyp (MCM6 13910 CC) je typicky silné
laktozove intolerantni stejné jako nasi predci. Jedinec s genotypem MCM6 13910 C/T je
heterozygotni. Z toho vypliva, ze od jednoho z rodict zdédil gen pro intoleranci a od
druhého gen zodpovédny za toleranci. Tento jedinec muze mit obCasné piiznaky
lakt6zové intolerance. Enzym se u néj sice tvori, ale jeho mnozstvi je zna¢né individualni.
Poslednim moznym genotypem je genotyp MCM6 13910 TT, kdy ma jedinec obé
variantni alely, a proto je jeho organismus schopny tvofit laktazu i v dospé&losti (Lomer
et al, 2008).

Druhym vyznamnym polymorfismem, ktery se vyskytuje Vv souvislosti s laktozovou
intoleranci je polymorfismus MCM6 22018 G/A, ktery je vétSinou Vv segregaci s MCM6
13910 C/T.

1.7 Lécba

Lécba intolerance laktdozy spociva ve dvou moznych klinickych volbach, které se
vzajemné nevylucuji: elimina¢ni dicta a farmakoterapie. Obvyklé je vylouc¢eni mléka a
mlécnych vyrobkl ze stravy. Toto omezeni vSak vede ke snizeni pfijmu latek, jako je
vapnik, fosfor a nékteré vitaminy, a mize byt zpiisobit sniZzenou mineralni hustotou kosti.
Tato dieta by méla byt podavdna pouze pacientim s gastrointestindlnimi pfiznaky

nesnasenlivosti laktzy (Rienzo 2013).

Pokud mé byt sniZzen piijem laktézy, je nutné, aby pacienti byli poufeni o dietnich
opatfenich a o obsahu laktozy v béZnych potravinach. Zdaleka nejvyssi koncentrace
laktézy v potravinach se nachazi v suseném mléce (52,9 g/100 g), v kravském mléce
(4,7g/100 ml) a pak ve zmrzliné. Tvaroh, kysané vyrobky a tvarohové jogurty obsahuji

jen malé mnozstvi laktozy a zaleZi tedy na velikosti davky, kterd bude pfijata. Tvrdé a
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mékké syry a maslo jiz obsahuji jen minimalni mnozstvi laktoézy, a to diky zréni syrti a

zpracovani masla (Sziladyi 2018).

Uplné vylouceni mléka a mlécnych vyrobkil ze stravy, mlze mit vazné nutri¢ni
nevyhody, jedna se o snizeni pfijmu vapniku a vitamint, proto se nedoporucuje (Usai-

Satta et al 2012).
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2. Celiakie

2.1 Charakteristika celiakie
Celiakie je autoimunitni onemocnéni s vysoce polymorfnim obrazem klinickych pfiznaku
fadici se mezi opomijené diagndzy, na néz se ¢asto v prubéhu nemoci nemysli. Odhaduje

se, ze timto onemocnénim trpi 40-50 tisic obyvatel Ceské republiky (Mensikova 2010).

Jednd se o chronickou glutenovou intoleranci, kterd se vyskytuje u geneticky
predisponovanych jedinci (Megiorni et al 2012). Toto celoZivotni chronické zanétlivé
onemocnéni spojené s poSkozenim tenkého stieva vede k malabsorpci riznych Zzivin.
Skodlivym faktorem je lepek pfitomny v psenici, je¢meni a Zité (Abdulkarim et al 2002).
Imunitni reakce vyvolana lepkem vyvola zanétlivy stav na sliznici tenkého stfeva, coz ma
za nasledek snizeni vysky stfevnich klka a hyperplazii krypt a v kone¢ném dasledku vede
ke kompletni atrofii klkii. Odstranénim lepku z potravy dochéazi k remisi onemocnéni,

klinické projevy mizi a atrofie ustupuje (Lisova 2005).

Na celiakii se mimo genetické predispozice podili 1 faktory wvné&j$iho prostiedi.
Experimentalné byla prokazana asociace s MCH Il tfidy, a to u halpotypu HLA-DQ8 a
HLA-DQ2 (Kohout 2006). Celiakie neni alergie, ale lepek je alergen (Klener 2006).

2.1.1 Patogeneze celiakie
Podstata autoimunitnich chorob spociva ve vzniku imunitni reakce (at' uz
zprostiedkované humoralni nebo bunéfnou imunitou), pii které dochazi k napadeni

struktur vlastniho téla a k jejich poskozeni (Kohout 2006).

K rozvoji celiakie dochazi u predisponovanych jedinct po poziti lepku, ktery je obsazen
v zrnech pSenice, Zita, jeémene a ovsa (Tanutti 2014). Proteinovym produktem geni
HLA-DQ2 a HLA-DQS jsou povrchové glykoproteiny exprimovany na rtiznych butikach
(erytrocyty, makrofagy, dendritické buiiky) Glutenové peptidy vzniklé plsobenim
digestivnich protedz reaguji s témito glykoproteiny, coz vede Kk aktivaci
glutenspecifickych klontt CD4 Th1-bunék, které spoustéji u geneticky predisponovanych

jedincii imunogenni odpovéd’ (Klener 2006).

Na zdkladé této reakce dochazi k poskozeni bunék sliznice tenkého stieva (enterocytl) a
k typickému histologickému obrazu poskozené sliznice, ktery se miiZze objevit v Siroké

Skéle od minimalniho postiZeni sliznice (zmény na urovni kartd¢ového lemu enterocyti)
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az k totalni atrofii klka, hypertrofii Lieberkithnovych krypt a infiltraci submukozy
lymfocyty. VSechny tyto zmény mohou v rizném c¢asovém useku pii dodrzovani

bezlepkové diety regredovat (Kohout 2006).

Gluten (22224 p IgA
CK% -0' Protected transport by CD71
o Incomplete luminal digestion of IgA/gliadin complexes
TN CcD71 .
R TISPRR VI Y PR e

G2 | e —~
0.90.0.0,00.0

0 %9 Ttgase
659 559 Activation of APCs by intact peptides

Predominant release and /or IgA-gliadin complexes

of free amino acids Tigase
or of small noni genic peptid C%

Controls Active celiac disease

CD4* T cell

Obrazek 6: Normdalni a patologickd reakce organismu na lepek. Za normdlni situace je gliadin v komplexu se sekrecnim
imunoglobulinem 1gA zachycen v hlenu a eliminovan peristaltikou. Pri aktivni celiakii s dysregulaci CD71 s jeho
abnormalni expresi na apikdlnim povrchu enterocytii vstupuji komplexy gliadin-IgA do enterocytii a spoustéji adaptivni
odpovéd. (prevzato z Fojtik 2012)

2.1.2 Lepek
Lepek neboli gluten je soucasti bilkoviny obilnin, je tvofen gluteniny, které maji riiznou

toxicitu.

Prolaminy pSenice se nazyvaji gliadiny, Zito obsahuje hordeiny, je¢men secaliny, oves
aveniny, kukufice zeiny a ryze oryzeiny. Prolaminy obsahuji vysoké mnozstvi prolinu a
glutaminu a jsou rozpustné jen v silnych roztocich alkoholu (Kohout 2008). Toxické jsou
hlavné gliadiny, hordeiny, secaliny a pravdépodobné i1 aveniny, ty obsahuji sekvence
aminokyselin, které jsou bohaté na glutamin a prolin (Tjon et al. 2001). Velky obsah
prolinu zpUsobuje, Ze se lepek stava odolny proti degradaci gastrointestinalnimi enzymy.
Aminokyseliny sekvence vyvolaji vznik autoprotilatek, které odpovidaji za vznik

autoimunitniho onemocnéni celiakie (Solid 2000)

Viskoelastické vlastnosti lepku jsou nezbytné pro tvorbu tésta z pSenicné mouky. Diky

20



svym jedine¢nym vlastnostem je lepek Siroce pouzivan v potravinaiském pramyslu (Tjon

et al. 2010).

2.2 Formy a klinické projevy

2.2.1 Projevy celiakie
Celiakie se projevuje typickymi klinickymi ptiznaky (klasicky typ), které se lisi v détstvi
a v dospélosti (Kohout 2008). Pro celiakii typické gastrointestinalni projevy se vyskytuji

pouze u 10-20 % pacienttl, proto zistava ¢asto nediagnostikovana (Soucek 2011).

V détstvi se po ptidani obilnych kasi do stravy objevuji objemné mastné prijmy a dité
prestane prospivat (rdst a pfibyvat na vaze), mize mit nafouklé biisko (Kohout 2008).
Nejcastéjsimi piiznaky u dospé€lych jsou bolesti bficha, prijem, anemie z nedostatku
zeleza a také podvyziva, proto pacientim s celiakii mize byt chybné diagnostikovan

syndrom drazdivého tra¢niku (Abdulkarim et al. 2003).

2.2.2 Formy celiakie
Klasifikace celiakie je rozdélena do néckolika forem, které se urCuji na zakladé
hematologickych a imunologickych nalezi. Jedna se o formu klasickou, atypickou,

asymptomatickou, latentni a potencialni (Fasano et al. 2001).

Klasicka forma je charakteristickd pro typické ptiznaky celiakie jako jsou chronické
prujmy, celkové neprospivani ditéte, nebo Ubytek svalové hmoty. Prvni projevy se
dostavuji mezi 6 a 8 mésicem veku ditéte, kdy zacina piijimat stravu ve které se vyskytuje
lepek (Fasano et al. 2001). Typické jsou piitomné protilatky proti tkanové
transglutaminaze a endomysiu. Objevuji se 1 charakteristické zmény histologického
preparatu ze sliznice tenkého stieva, a to od mirné atrofie klkt az po jejich uplnou atrofii

(Soucek 2011).

Atypicka forma byva diagnostikovana mezi 5-6 rokem véku ditéte a az 50 % nové
diagnostikovanych pfipadi nema typické gastrointestindlni ptiznaky. NejcastéjSim
symptomem pro atypickou formu je dermatitis herpetiformis, ktera se povazuje za kozni
formu celiakie. Jedna se o kozni onemocnéni projevujici se puchyti a vyrazkou prevazné
na loktech, kolenou a hyzdich. Po nasazeni bezlepkové diety pomalu vymizi (Fasano et
al. 2001).
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Asymptomaticka (tichd) forma je charakteristicka nalezem histologickych zmén tenkého
stfeva s pritomnosti typickych autoprotilatek, ale bez klinickych pfiznakd. Nejcastéji se
tato forma objevi ndhodou prostfednictvim screeningovych programii. Bézné se u
dospélych jedinci nachazi nedostatek Zzeleza, poruchy chovani jako jsou sklony
k depresim, podrazdénost, u déti zhorSené prospivani ve Skole, snadna unava pii cviceni
a celkové fyzické aktivité, nebo snizend hustota kosti (Soucek 2011). Po nasazeni
bezlepkové diety dojde ke zlepSeni jak psychického, tak fyzického stavu jedince (Fasano
et al. 2001).

Latentni forma je negativni pro histologicka i imunologicka vySetieni, pouze sérologické
markery jsou pozitivni (Kohout 2006). Jedinec muze, ale také nemusi mit klinické

ptiznaky (Soucek 2011).

Potencidlni forma je velice vzicna. Tato forma miZe byt symptomatickd i
asymptomaticka, bez histologického nalezu. V tomto pifipadé¢ nalézdme specifické

protilatky v krvi (Fojtik 2012).

2.3 Screening celiakie

Screening celiakie se provadi predevSim u nasledujicich skupin: piibuzni pacienta
s celiakii, pacienti s chorobami sdruzenymi s celiakii jako je diabetes mellitus I. typu,
autoimunitni onemocnéni, primarni biliarni cirhéza atd. Dalsi skupinou jsou pacienti
S typickymi 1 netypickymi pfiznaky celiakie, to znamena pacienti s ubytkem vahy,
bolestmi bficha a priijmy z nezndmé pfic¢iny. Tento screening je u rizikovych skupin

provadén imunologicky pomoci stanoveni autoprotilatek (Kohout 2006).

Negativni vysledek screeningového vySetfeni nemuze vyloucit vznik celiakie

v nasledujicich letech (Fasano et al. 2001).
2.4 Genetika celiakie

24.1 HLA systém

HLA systém (Human leukocyte antigen) hraje vyznamnou roli v patogenezi celiakie, coz
potvrzuje prokazana geneticka asociace mezi celiakii a konkrétnimi HLA alelami.
Ptitomnost specifické HLA alely je dulezitou, ale ne jedinou podminkou pro vznik
onemocnéni, protoZe kromé genetickych faktorti se na vzniku onemocnéni podileji i vlivy

vnéjsiho prostiedi a dalsi faktory (Hotejsi, Barttiikova 2009).
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Genovy komplex MHC (Major Histocompatibility Complex), u ¢lovéka nazyvany jako
HLA (Human leukocyte antigen) komplex, se nachazi na kratkém raménku 6.
chromozému (6p21) a obsahuje stovky genli s imunologickou funkci. Jedna se tedy o
vysoce polymorfni systém. Kazdy ¢lovek je z hlediska HLA systému vysoce unikatni a
nese na povrchu svych bunék zcela individualni sestavu HLA molekul uréenou
kombinaci alel zdédénych od matky a od otce, ktera ovliviiuje jeho imunologickou
reaktivitu (Soucek 2011).

Geny kodujici molekuly HLA délime do tfi t¥id: L., II., III. tiidy. Jednotlivé tfidy jsou
tvoteny vice geny. HLA 1. tfidy obsahuje asi 20 gent, HLA II. tfidy obsahuje tfi pary
gentl. Uvnitf lokusti pro geny HLA 1. a II. tfidy leZi geny pro HLA III. tfidy. Obecné¢ se
rozliSuje 6 hlavnich HLA gent, které se oznacuji jako HLA — A, B a C pro HLA molekuly
I. ttidy a HLA-DR, DQ a DP pro molekuly HLA II. tfidy. Geny HLA vykazuji vzhledem
ke svému umistnéni vV genomu té€snou genetickou vazbu, proto mezi nimi nedochdzi
k rekombinaci nebo pouze s minimalni pravdépodobnosti. Jedine¢na kombinace HLA

gent kodujicich HLA molekuly se nazyva haplotyp (Nussbaum et al.2004).

HLA molekuly jsou glykoproteiny, které maji stejnou stavebni strukturu, ale 1isi se
sekvencemi aminokyselin. HLA molekuly rozdélujeme stejné jako kodujici geny do dvou
tfid, a to podle struktury, bunécné exprese a jejich funkce. Molekuly HLA 1. tfidy jsou
koédovany geny HLA-A, B a C, molekuly II. tfidy koduji geny HLA-DR, DQ a DP.
Molekuly I. tfidy se skladaji ze dvou polypeptidovych podjednotek: z variabilniho
tézkého fetézce a ktery je kdédovan MHC komplexem a Bz-mikroglobulinu, ktery je
kodovan genem mimo MHC oblast. Antigeny II. tfidy jsou heterodimery sloZzené ze dvou
tézkych fetézcli a a dvou fetézcu B. Oba fetézce jsou kédovany v MHC a stejné jako

molekuly L. t¥idy tvofi souc¢ast bunééné membrany (Soucek 2011).

Geny HLA III. tfidy, které nejsou pravymi HLA geny, zahrnuji geny pro polymorfni
sérové a membranové receptory a jsou uzce spjaté s imunologickymi funkcemi, napf.

proteiny komplementu C2 a C4 (Nussbaum 2004).

2.5 Geneticka predispozice k celiakii
Zakladnim pilifem celiakie je geneticka predispozice, ktera je asociovana s HLA geny 1.
tiidy. Alely DQA1*0501/DQB1*0201 jsou soucasti hlavniho histokompatibilniho

komplexu na 6. chromozomu — kéduji povrchové glykoproteiny bunék — molekuly HLA-
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DQ2. Dédicnost celiakie je autozomdlné¢ dominantni s nekompletni penetranci.
Polymorfni ¢ast HLA-DQ?2 je zodpovédnd za vazbu antigennich peptidi a nasledny
komplex je rozpoznan klony T lymfocytl pfitomnych ve sliznici tenkého stfeva (Fojtik

2012).

V ramci hledani vSech moznych genetickych rizikovych faktorti pro celiakii bylo
studovano také mnoho jinych kandidatnich genovych oblasti, ale oficialn¢ byly jako
predisponujici genetické faktory uznany pouze 3 dalsi chromozomalni oblasti, a to 5q31-
g33 (CELIAC?2), 2933 (CELIAC3) a 19p13.1 (CELIAC4). V poslednich nékolika letech
bylo identifikovano celogenomovymi studiemi mnoho non-HLA gend, z nichz 33 je
asociovanych se zvySenym rizikem vzniku celiakie, jsou to napf. geny kodujici cytokiny,
chemokiny a jejich receptory, bunécné adhezivni molekuly nebo T- a B- bunééné
aktivatory. Podil téchto non-HLA gent na rozvoji celiakie je ale velmi slaby, jedna se o
piiblizné 15 %, takze se jejich vliv nebere v tvahu ani pfi stanoveni genetickych rizik pro

celiakii (Megiorni 2012).

Ptiblizné u 90 % pacientt s celiakii je ptitomen HLA-DQ?2 heterodimer, oznaCovany jako
DQ?2.5, ktery je kddovan alelami DQA1*05 a DQB1*02. Tyto alely mohou byt pfenaSeny
spolecné. VétsSinou jsou DQA1*05 a DQB1*02 piitomny v cis konfiguraci jako
DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01 haplotyp, nebo v trans konfiguraci jako
DRB1*11/12-DQA1*05:05-DQB1*03:01; DRB1*07-DQA1*02:01-DQB1*02:02

haplotyp. Na zéklad¢ nékolika studii je pfitomnost alely DQB1*02 v homozygotnim
stavu spojovana s vysokym rizikem celiakie a jeji agresivnéjsi formou (Megiorni 2012).
U jedincit homozygotnich pro HLA-DQ?2.5 je prokézano vyssi riziko rozvoje celiakie nez

u jedincu, kteti jsou pro HLA-DQ2.5 heterozygotni (Tjon et al. 2001).

U 5 - 10 % pacientt, kteti jsou DQ2.5 negativni, se nachazi DQ8 heterodimer kodovany
alelou DQB1*03:02, a to vétSinou v kombinaci s DQA1*03 v cis konfiguraci. Asi 5 %
DQ2.5/DQ8 negativnich celiakii jsou DQ2.x pozitivni. Tento haplotyp je spojovan
S nizkym rizikem vzniku celiakie. DQ2.x je kdédovan alelou DQB1*02 (rizikova alela)

bez piitomnosti DQA1*05 (Megiori 2012).

Velice ziidka se u pacienti s celiakii vyskytuji jiné DQ molekuly. Vyskytuji se i rozdily
mezi pohlavimi, Zeny ¢asto nesou DQ2.5 a/nebo DQS haplotypy, které se u muzi s
celiakii nevyskytuji (Megiorni 2012). Na obrazku 7 je vyobrazena rizikovost odpovidajici

jednotlivym HLA-DQ haplotypim.
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HLA status Disease risk

D25 and DOS Very high
D25 (with a double dose of DQB1*02) Very high
DOS High

)25 {with a single dose of DOB1*02) High

DO2x (with a double dose of DOQEB1*02) High

DO2x (with a single dose of DOEBL*02) Low

DOX.S Extremely low
DOX.x Extremely low

x= DOAI allels diferent from *03.
X =D0QBI1 allels different from *02 and *03:02.

Obrdzek T: Rizikové HLA-DQ vyrianty (prevzato z Megiorni et al. 2012)

2.5.1 Genetické vysetieni

Pacienti s celiakii maji na povrchu imunokompetentnich bun¢k pfitomny HLA molekuly
typu DQ2 (priblizné v 95 %) nebo typu DQ8 (piiblizné v 5 %). Kromé HLA-DQ2/8 genti
se V patogenezi celiakie ucastni 1tada dalSich gent mimo HLA komplex. Ackoliv je
pritomnost HLA-DQ2/8 genli bezmala 100 % pravodnim rysem celiakie, ve skute¢nosti
Znamena jen piitomnost zvySeného genetického rizika. HLA-DQ2/8 genotyp se totiz
vyskytuje u 35-40 % zapadni populace, z nichz pouze 2—-3 % jsou jedinci s rozvinutou
celiakii. Existuji ndznaky, Ze rovnéz ptritomnost genotypu HLA DQ9 muze znamenat
genetické riziko celiakie. Nepiitomnost HLA-DQ2/8 genotypu celiakii vykazuje
negativni prediktivni hodnotou (NPV) pro diagnozu celiakie vyssi nez 99 %.

(Hoffmanova et al. 2019).

Vyhoda genetického vysetieni je, Ze HLA genotyp je béhem zivota neménny, takze
vySetieni staci provést jednou za zivot. Dalsi pozitiva spoc¢ivaji v minimalni zatézi pro
pacienta (odbér periferni krve nebo provedeni bukalniho stéru), kdy vysledek vysSetfeni
neni ovlivnén pfitomnosti lepku ve stravé. Neptitomnost predisponujicich alel HLA-DQ?2
a HLA-DQ8 vylu¢uje onemocnéni s vysokou pravdépodobnosti (Brdicka 2015).
Genetické vySetfeni ma ale omezeni ve své nizké selektivité a samotné ho nelze pouZit

pro definitivni potvrzeni diagndzy celiakie (Hoffmanova et al. 2019)

Haplotypy HLA-DQ2 nebo HLA-DQ8 jsou nalézany asi u 30 % populace, pficemz pouze
u 3 % se nasledné vyvine skutecna nesndsenlivost lepku. Pokud ale neni u jedince zjiStén
zadny z rizikovych haplotypt HLA-DQ2 nebo HLA-DQ8, muize byt diagnoza celiakie s
vysokou pravdépodobnosti vyloucena (Megiorni 2012).
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2.6 Lécba
Jedinou ucinnou lécbou celiakie je celozivotni dodrzovani bezlepkové diety. Jedinci
S potvrzenou celiakii jsou o bezlepkové stravé informovani 1ékati a dietology. Dulezité

informace poskytuji také riizna sdruzeni pacientt s celiakii (Fasano 2001).

Po nasazeni diety dochézi k Gipravé priznakd, mnohem pozdéji i k obnoveni struktury
sliznice tenkého stfeva a normalizaci protilatek. Proto Ize protilatky vyuzit k

monitorovani dodrzovani diety (Kohout 2006).

Bezlepkova dieta zakazuje obiloviny, jakou jsou pSenice, Zito, jeCmen a oves, a s tim
mimo jiné 1 potravinové vyrobky, které tyto obiloviny pfimo obsahuji, obsahuji jejich
piimési nebo jsou jimi kontaminovany. Zakladem bezlepkové diety jsou obiloviny nebo
potraviny neobsahujici lepek, jedna se 0 kukufici, ryzi, pohanku, proso, lusténiny (so6ja,
hrach, cocka, fazole), ovoce a zeleninu. Pfirozené bezlepkové je také maso, mléko a

mlécné vyrobky. Bezlepkova strava tedy miize byt dostate¢né vyvazena a pestra (Kohout
2006).

Problém pii dodrzovéani bezlepkové diety ptedstavuji néktera aditiva (piidatné latky),
ktera mohou obsahovat malé mnozstvi lepku. Jedna se naptiklad o karamel (E 150 a-d),
maltitol (E 965) a modifikované skroby (E 1400-1451). Lepek ani jeho §tépné produkty
neobsahuji Cisté destilaty nebo ptirodni vino. Naopak lepek mohou obsahovat vyrobky
dobarvované karamelem, doslazované nebo jinak dochucované. Pivo se podle legislativy
oznacuje jako bezlepkova potravina, ale mnozstvi, ve kterém se bézné poziva, piekracuje

povoleny piijem lepku (Kohout 2008).
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3. Cile prace a hypotézy

3.1 Cil prace

1) Teoreticka ¢ast: Vypracovani odborné reserse na dané téma.

2) Praktickd cast: Praktické zvladnuti nékterych molekularné biologickych metod
(izolace DNA, PCR, RFLP a elektroforéza, real-time PCR).

3.2  Hypotézy prace

Jak vybrané genové polymorfismy ovliviuji traveni?

Které vrozené rizikové faktory zpuisobuji potravinové intolerance?

Jak casto a jak vyznamné vrozené rizikové faktory ovlivilyji fenotypovy projev

potravinovych intoleranci?
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4. Prakticka cast

4.1 Princip vySetieni

Pro detekei polymorfismii laktozové intolerance byly pouzity dvé molekularné genetické
metody: polymerazova fetézova reakce (PCR) a polymorfismus restrik¢énich fragmentt
(RFLP), oznacované zkratkou RFLP-PCR. Metoda je zalozena na amplifikaci cilového
mista DNA pomoci alelove specifické PCR. Ziskany PCR produkt je dale stépen pomoci
restrikéni endonukledzy v misté se specifickou nukleotidovou sekvenci. Vzniklé
fragmenty, které maji jasn¢ definovanou délku, jsou detekovany pomoci gelové
elektroforézy a vizualizovany pomoci pfislusného detekéniho systému pro gelovou

elektroforézu.
4.2 Metodika vySeti‘eni

4.2.1 [Izolace genomové DNA

Pro ziskani genomové DNA byly pouzity dva typy primarnich vzorkd, bukalni stér nebo
nesrazliva periferni krev. Pro izolaci DNA byl pouzit komeréné dodany kit (GeneAll
ExGene™ Clinic SV mini) a izolace byla provedena dle pfiloZenych instrukci od
vyrobce. Volba primarniho vzorku neni zdsadni vzhledem k vysledné koncentraci a

kvalit¢ DNA. Ve vétsing piipada byly k dispozici vzorky ziskané z bukalnich stéru.

Reagencie:

e Proteinaza K

e Lyzacni pufr = BL

e 100% Ethanol

e BW pufr

e Promyvaci puf=TW
e Elucni pufr = AE
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Pracovni postup pro izolaci vzorku:

Pied zahajenim samotné izolace byla nastavena sucha lazen na teplotu 56°C.

1) Ke vzorku napipetujeme 25ul proteinazy K a 300 ul BL pufru.

2) Vzorek dikladné promichame pomoci vortexu a inkubujeme 10 min pfi teploté
56 °C.

3) Vzorek kratce sto¢ime a ptidame k nému 300ul 100% ethanolu.

4) Dale vortexujeme v pulzech a nasledné kratce stacime.

5) Postupné se smés preneseme na kolonku (max. nabrat 700ul).

6) Centrifugujeme 1 min pii > 8 000 rpm.

7) Nahradime sbérnou zkumavku novou sbérnou zkumavkou.

8) Pfidame 600ul BW pufru.

9) Nasledn¢ 1 min centrifugujeme pii > 8 000 rpm a nahradime sbérna zkumavka
novou.

10) Dale ptidame 700ul TW pufru.

11) Centrifugujeme 1 min pfi > 8 000 rpm.

12) Odstranime supernatant ze sbérné zkumavky a kolonku vlozime zpét do sbérné
zkumavky.

13) Centrifugujeme pii nejvétsich otackach 1 min. aby doSlo k odstranéni
zbytkového promyvaciho pufru.

14) Kolonku nasledn¢ umistime do nové popsané 1,5 ml mikrozkumavky s vickem.

15) Pridame 50ul AE pufru a inkubujeme 1-5 pii RT.

16) Centrifugujeme pii nejvyssich otackach po dobu 1 min.

17) Opakujeme krok 15 a 16.

18) Kolonku centrifugujeme ve stejné zkumavce pii nejvyssich ota¢kach po dobu 1

min.
4.2.2 Meéieni koncentrace DNA

Pted provedenim samotného vySetfeni je vhodné zméfit koncentraci DNA. Tim zjistime,
jaké mnozstvi DNA vzorek obsahuje. Méfeni bylo provedeno pomoci fluorometru
Qubit®2.0 (Invitrogen-Thermo Fisher Scientific). Pro méfeni byl pouzit kit AccuGreen™
Broad Range dsDNA Quantitation Solution.
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4.2.3 PCR reakce — princip, piiprava a provedeni

4.2.3.1 Princip PCR

Principem metody je enzymatickd amplifikace DNA in vitro syntézou mnoha kopii
vybrané sekvence DNA v cyklické reakci o tfech teplotnich fazich. DNA amplifikace
spociva v cyklickém opakovani 3 kroki:

1. denaturace

2. hybridizace primert

3. syntéza komplementarniho tiseku DNA

Kazda typicka PCR zacina tepelnou denaturaci dvousroubovice DNA na dva jednoduché
fetézce pii teploté 95° C. Reakce je zalozena na schopnosti dvojvldknové DNA
denaturovat pii vysoké teploté a opctovné renaturovat po jejim sniZzeni za zachovani
pravidla komplementarity bazi. Jestlize jsou zndmy nukleotidové sekvence urcitého
useku DNA, je mozné usek amplifikovat pomoci polymerazové fetézové reakce se

specifickymi primery.

Dalsi faze spociva v ochlazeni vzorku na 50 az 65° C. Pii této teploté dochdzi k nasednuti
primeri na komplementdrni 3" konce cilové DNA. Primery nebo-li startéry jsou
synteticky  pfipravené jednovldknové oligonukleotidy, které maji  sekvenci
komplementarni k sekvencim na 3 konci obou vldken rozmnozovaného useku. Skladaji
se z piiblizn¢ 20 nukleotidii, jejich syntéza dnes probihd na pln¢ automatizovanych

pristrojich a neni finan¢né nakladna.

Jako zéklad pro syntézu novych vladken slouzi pravé primery. Aby bylo dostatek substratu
pro syntézu novych vldken, je v PCR reakci pfitomno nadbyte€né mnoZstvi
deoxynukleotidtrifosfati. Syntézu novych vldken katalyzuje termostabilni DNA
polymeraza. Nejcastéji pouzivanou je DNA polymeraza, izolovana z bakterie Thermus
aquaticus, ktera zije v horkych pramenech. Tato DNA polymeraza je oznacovana jako
Taq polymeraza a prodluzuje vldkna DNA smérem od obou primerd, ve sméru od 5’
konce ke 3" konci pfi optimalni teploté 72°C, a zistava aktivni 1 po zahfati na 95° C,
nutnych k denaturaci. KdyZ je syntéza obou vldken skoncena, je zkumavka s PCR reakci
op¢t zahtatd na 95°C, aby doSlo k denaturaci nové vytvofenych DNA duplext a cely

cyklus za¢ind znovu. Produkty PCR se nazyvaji amplikony a jsou to tseky DNA
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definované délky, jejichz velikost se pohybuje obvykle v desitkach ¢i stovkach parti bazi
(bp). Ptitomnost amplikonii v reakéni smési se prokazuje obvykle stanovenim jejich
velikosti pomoci elektroforézy na agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu nebo

kvantitativnim méfenim mnozstvi produktu PCR (Grunenwald 2003).

4.2.3.2 Prfiprava a provedeni PCR reakce

Vzorky DNA se musely smichat s reagenciemi, které¢ umoziuji amplifikaci DNA, jedna
se o nukleotidy, primery, polymerazu, reakéni pufr a vodu. Tento reakéni mix (bez DNA)

nazyvame terminem mastermix. Po pfidani DNA jsou reakce vlozeny do thermocycleru.

V tomto piipadé laktdozové intolerance byli testovany dva nejCastéji se vyskytujici
polymorfismy genu MCM6 v populaci — C/T 13910 a G/A 22018. Kazdy z téchto

polymorfismu je analyzovan zvlast’ a vyzaduje vlastni reak¢éni mix.

Reagencie pro polymorfismus genu MCM®6 13910 C/T:
e Voda

e MyTaq Red Reaction buffer

e MyTaqg polymeraza

e DMSO

e Primery Forward+Reverse (LAC 13910 C/T for, LAC 3910 C/T rev)

Sekvence primert pro polymorfismus genu MCM6 13910 C/T:
e LAC 13910 C/T for: 5" - GCT GGC AAT ACA GAT AAG ATA ATG GA-3’
e LAC13910C/Trev:5-CTGCTTTGG TTG AAG CGA AGA T-3’

Reagencie pro polymorfismus genu MCM®6 22018 G/A
e Voda
e MyTaq Red Reaction buffer

e MyTaq polymeraza
e DMSO
e Primery Forward/Reverse ( LAC 22018 G/A for, LAC 22018 G/A rev)

Sekvence primert pro polymorfismus genu MCM6 22018 G/A:
e LAC 22018 for: 5'-CTC AGT GAT CCT CCC ACC TC-3’
e LAC22018rev: 5'-CCC CTA CCC TAT CAG TAA AGG-3’
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Reagencie 1 reakce Reagencie 1 reakce

Voda 34,3 ul Voda 34,3 ul
MyTaq polymeraza 0,2 pl MyTaq polymeraza 0,2 pl
MyTaq Red Reaction buffer (10x) 5ul MyTaq Red Reaction buffer 5ul
DMSO (100 %) 2,5 ul (5%) DMSO 2,5 ul
Primer C/T forward (20 pmol) 0,5 pl Primer G/A forward 0,5 pl
Primer C/T reverse (20 pmol) 0,5 ul Primer G/A reverse 0,5 ul
Celkem 48 pl Celkem 48 pl
DNA 2 ul DNA 2 ul

Tabulka 1: Rozpis pro pripravu PCR rekcni smési pro oba polymorfismy MCM6 C/T 13910 a G/4 22018

Pracovni postup pro pripravu PCR reakce:

1.
2.

Vysvitime laminarni box UV svétlem.

pufr a polymerazu. Ptipravime zkumavku s DMSO.

vzorku a dvé 1,5ml zkumavky pro namichani mastermixi pro oba polymorfismy.

kromé& DNA. V jedné zkumavce se piipravi mix pro polymorfismus MCM6 13910

C/T a v druhé pro polymorfismus MCM6 22018 G/A.

uvedeny v tabulce 2.
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Do kazdé mikrozkumavky napipetujeme 48u reakéniho mixu.
Ptidame 2 pul DNA vzorku.

Z mrazaku vyndame chladici stojanek a reagencie: primery, DNA vzorky, reak¢ni

Pro kazdy vzorek si ptipravime jednu mikrozkumavku, ktera se oznaci ¢islem

Do 1,5 ml zkumavek napipetujeme potiebné mnozstvi reagencii dle poctu reakci,

Mikrozkumavky vlozime do termocycleru a spustime pfislusny PCR profil




Krok programu Teplota Cas Pocet cykli
Pocatecni _
95°C 5 min 1 cyklus
denaturace
Denaturace 95°C 60 s
_ 57,4°C pro C/T 13910
Annealing 60 s 35 cykla
60,1°C pro G/A 22018
Extenze 72°C 60 s
Terminalni extenze 72°C 5 min 1 cyklus
Chlazeni 4°C 10 min 1 cyklus

Tabulka 2: PCR profil pouzity pro analyzu laktézové intolerance.

Kontrola PCR produktii nebo restrik¢nich fragmentt (viz dalsi kapitola) probihala

pomoci gelové elektroforézy.

Priprava gelové elektroforézy

Reagencie:

Crystal 10x TBE buffer — skladuje se pii RT

10x TBE — roztok ptipraveny z Crystal 10x TBE buffer dle navodu od vyrobce,
skladuje se pii RT

Pracovni roztok 1x TBE — skladuje se pii RT

Agar6zové tablety (1 tableta = 0,5g agarozy) skladovani pii RT

EIIDNA™ PS GREEN - barva, skladuje se v lednici

Pracovni postup:

1.

PtisluSny pocet agardzovych tablet vlozime do plastové kadinky (1% gel = 1
tableta/50 ml, 2% gel = 2 tablety/50 ml atd.).

K tabletam piidame 50 ml 1x TBE pufru.

Kédinku s rozpuSténymi tabletami se vlozime do mikrovinné trouby.

Kadinka se zahtiva cca tii minuty a béhem ohfevu se kontroluje a micha, aby
roztok neptetekl.

Pro moznost vizualizace PCR produktii nebo fragmentd DNA ptidame do jeste
tekutého gelu 10 pl fluorescenéni barvicky.

Gel peclivé promichame a vlijeme do elektroforetické formy s pfipravenymi

hiebeny (pokud je tfeba snazime se lopati¢kou zbavit gel bublin)

33



7. Gel nechame ztuhnout ve tmé po dobu 10-15 min.

8. Z tuhého gelu opatrn¢ vyndame hiebeny a gel vlozime do elektroforetické vany.

Na takto ptipraveny gel byly naneseny vzorky a spusténa elektroforéza (100-135 V na
10-15 min).

Prubéh elektroforézy bylo mozné sledovat pomoci specialniho iluminatoru. Po
prob&hnuti elektroforézy byl gel pienesen na dokumentaéni systém FastGene® GelPlic
LED box umoznujici detekci fluorescenéni barvicky, vyfocen a foto gelu ulozeno na

pamétovou kartu a nasledné do PC.

4.2.4  Restrikcni $tépeni

Pro restrikéni $té€peni byly pouzity restrikéni enzymy bakterie Haemophilus influenzea.
Pro polymorfismus genu MCM6 13910 C/T se pouzila restriktaiza Hinfl a pro
polymorfismus genu MCM6 22018 G/A byl pouzit enzym Hinf6. Tyto restrikéni enzymy
Stépi prislusné PCR produkty na fragmenty o znamych délkach.

Mista Stépeni:

Hinfl Hin6l
5¢...GJANTC...3¢ 5¢...GlCGC...3¢
3...CTNA1G...5¢ 3¢...CGC1G...5¢
Reagencie:

e enzym Hinfl + CutSmart Buffer pro LAC 13910 C/T
e enzym Hin6l + Tango buffer pro LAC 22018 G/A

Pracovni postup:

1. Z lednice si vyndame chladici stojan.

2. Z mrazaku vyndamr enzymy Hinfl a Hin6l spolu s pufry 10xNBE buffer a 10x
Tango buffer.

3. Pfipravime si dvé€ 1,5 zkumavky, které oznacime Cisly I pro C/T 19310 a II pro
G/A 22018.

4. Do zkumavky oznacené I si napipetujeme pro kazdou reakci 1 pl (10 U) enzymu
Hinfl a 4,5 pl 10x NBE buffer.

5. Do zkumavky oznacené II si napipetujeme pro kazdou reakci 1 pl (10 U) enzymu
Hin6I a 4,5 pl 10x Tango buffer.

6. Kratce zvortexujeme a stocime.
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7. Poté smés po 5 ul rozpipetujeme do mikrozkumavek s PCR produktem.

8. Opét zvortexujeme a sto¢ime.

9. Mikrozkumavky inkubujeme pti 37 °C alespon hodinu.

10. Vysledek restrikéniho $tépeni zkontrolujeme na 4% agar6zovém gelu (Obr 8,9).

PCR produkt | Restriktaza Mutace Wild-type Heterozygot
Lakt6za 177bp+27b 201b 201bp+177bp+24b
201 bp Hinf 1 P P P P P P
13910 TT cC CT
Laktdza 271b 196bp+75b 271bp+196bp+75b
271 bp Hin6 P P P P P P
22018 AA GG GA

Tabulka 3: Velikosti PCR produlkii a restrikcnich fragmentii odpovidajici jednotlivym genotypiim MCMG6 13910 CT a

22018 GA.

Na obrazku ¢.8 mizeme vidét vysledek restrikéniho Stépeni pro polymorfismus MCM6
13910 CT.

Obrazek 8: Foto gelu, restrikcni stépeni pro polymorfismus MCM6 13910, M- hmotnostni marker, c¢isla 1-4 predstavuji
oznaceni vzorkii, pomoci pismen jsou uvedeny vysledné genotypy (T/T homozygot, C/C wild type, C/T heterozygot).

Na obrazku ¢.9 mizeme vidét vysledek restrikéniho Stépeni pro polymorfismus MCM6

22018 GA
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Obrazek 9: Foto gelu, restrikcni Stepeni pro polymorfismus MCM6 22018 GA, M — hmotnostni marker, cisla 1-4
predstavuji jednotlivé oznaceni vzorki, pomoci pismen jsou uvedeny vysledné genotypy (A/A homozygot, G/G wild-
type, G/A heterozygot).

4.2.5 Real-time PCR reakce —princip, pFiprava a provedeni

4.2.5.1 Princip Real-time PCR

Jedna se o metodu zaloZzenou na principu klasické PCR, umoziuje vSak kvantifikaci
amplifikovaného tiseku DNA v redlném cCase. Na rozdil od bézné PCR, kde se analyzuje
az vysledny produkt pomoci elektroforézy, je pii real-time PCR zaznamendna
amplifikace v redlném cCase. Detekce amplifikace je zaloZena na principu fluorescence,
kdy se pouzivaji fluorescencni sondy, vazici se specificky na amplifikovanou DNA.
Primery pro alelové-specifickou amplifikaci se misi dohromady s primery pro interni
kontrolu v jedné zkumavce, coz ¢ini tuto metodu vhodnou pro klinické pouziti. Tato
reakce je podobné jako klasickd PCR provadéna v piistroji termocycler, ktery je ale oproti
klasické verzi vybaven optickym zafizenim pro snimani intenzity fluorescenc¢niho zareni
v realném case. Opticky signal je zaznamenavan a zpracovavan specializovanym
software prostfednictvim matematickych metod. Tato metoda je rychla, vyZzaduje méné

manipulacnich krokl a poskytuje takika 100 % specificitu a senzitivitu (Ruijter, 2013).
4.2.5.2 Priprava a provedeni Real-time PCR

Pro provedeni metody byl pouzit byl komer¢ni kit CE IVD EliGene® Coeliac 3.0 RT
(DQ2.5, DQ2.2, DQ8) (Elisabeth Pharmacon, s. r. 0.), slouZici ke genotypizaci rizikovych
haplotyplit HLA-DQ2.5, HLA-DQ2.2 a HLA-DQS. Pro detekci byly pouzity znacené
sondy (FAM a JOE) a primery. Pomoci soupravy EliGene® Coeliac RT je mozné
detekovat alely HLA-DQ2.5 (DQAL1* 05, DQB1* 02), HLA-DQ2.2 (DQA1*02) a HLA-
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DQ8 (DQA1* 03, DQBI1* 03:02). Jako vnitini pozitivni kontrola je vramci kitu

detekovana ptitomnost genu SYPL2.

Pro detekci alel DQA1* 05, DQA1* 02 a DQBI1* 03:02 byla pouzita sonda znacena
fluorescencni barvou FAM (excita¢ni spektrum 494 nm — emisni spektrum 518 nm) a pro
detekci alel DQAT* 03, DQB1* 02 a SYPL2 (interni kontrola) alel sonda znafena

fluorescen¢ni barvou JOE (excita¢ni spektrum 520 nm — emisni spektrum 548 nm).

Kit EliGene® Coeliac 3.0 RT (DQ2.5, DQ2.2, DQS8) obsahuje jiz ptedmichané
mastermixy CELI-DQ2.5, CELI-DQ2.2 a CELI-DQ8. Po rozmrazeni byly master-mixy
kratce zvortexovany a stoceny. Pro kazdy vzorek je nutné provést tfi amplifikacni reakce
oznatené¢ CELI-DQ2.5, CELI-DQ2.2 a CELI-DQ8, tzn. pro kazdy vzorek byly

pfipraveny ti1 kapilary pro tfi rizné master mixy.

Rozpipetovani mastermixt pro jednotlivé reakce probihalo v laminadrnim boxu. Pro
sklenéné kapilary je pouzivan specialni chlazeny kovovy stojan stzv. adaptéry
(LightCycler® Centrifuge Adapters, Roche Life Science). Do kazdé kapilary (objem 20
ul) dle doporuceni vyrobce napipetovano 17,5 ul ptislusného master mixu. V rameci kitu
je dodavana pozitivni kontrola, kterd je stejné¢ jako negativni kontrola analyzovéna pfi
kazdém béhu real-time PCR spolu se vzorky. Jako negativni kontrola slouzi reakce, do

kterych je misto DNA piidana voda.

V dalsim kroku bylo do jednotlivych kapilar ptidano 2,5 ul izolované DNA, kontrolni
DNA (pozitivni kontrola) nebo vody (negativni kontrola). Nasledné byly kapilary kratce
stoeny v centrifuze a vloZeny do karuselu, ktery se pouziva pro tento typ real-time
cycleru (LightCycler® 2.0, Roche Life Science). Karusel s kapilarami byl vloZzen do
piistroje LightCycler ® 2.0 a nasledné byl spustén piislusny PCR program doporuceny

vyrobcem
FAZE POCET CYKLU TEPLOTA °C CAS
Denaturace 1 95°C 3 minuty
95°C 15 sekund
Cyklovaci 40 6T°C ( fing, extenze)

anneling, extenz
& 40 sekund

méieni fluorescence

Tabulka 4: Real-time PCR profil pouzity pro predispozici k celiakii.
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Pro analyzu vysledkli bylo nutné zvolit odpovidajici color kompenzaci a metodu fit-

points, kdy jsou v jednotlivych detekénich kanalech pouzity specifické hrani¢ni hodnoty
(pro kanal FAM a 530 nm -0.1 a pro kanél JOE a 560 nm -1). Nasledn¢ byla pak mozna

1 interpretace ziskanych vysledkii. V ptipadé pozitivni amplifikace doslo v kanadlu FAM
(510-528) nebo JOE (530-548) k narastu signalu. Naopak v pripadé, kdy k amplifikaci

vibec nedoslo, nebyl detekovan ani narust signalu v uvedenych kanalech.

CELI - DQ2.5 MIX CELI-DQ2.2 MIX CELI-DQ8 MIX
Cislo FAM JOE FAM JOE FAM JOE
vzorku | DQA1* 05 | DQB1* 02 | DQA1*02 | (vnitrni |DQB1*03: | DQA1*03 Haplotypy
(DQ2.5) | (DQ2.5) | (DQ2.2) | kontrola) | 02 (DQ8) | (DQS8)
1 + + - + + + DQ2.5/DQ8
2 - - - + - - DQX.X
3 + + - + - - DQ2.5
4 - + + + - - DQ2.2
5 + + + + - - DQ2.5/DQ2.2
6 + - - + + + DQS8
7 + - - + - - DQX.5
8 + + + + - + DQ2.5/DQ2.2
9 + + + + + - DQ2.5/DQ2.2
10 + + + + + + DQ2.5/DQS8
11 + - - + - - DQX.5
12 - + + + - - DQ2.2

Tabulka 5: Tabulka pro vvhodnoceni vysledkai real-time PCR, pievzato z pribalového letdku pro kit CE IVD EliGene®
Coeliac 3.0 RT (DQ2.5, DQ2.2, DQ8) Elisabeth Pharmacon, s. r. 0.
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Obrazek 10: Priklad amplifikacni kiivky Vv kandlu 530 (Real-time PCR, CE IVD EliGene® Coeliac 3.0 RT (DQ2.5,

DQ2.2, DQ8) (Elisabeth Pharmacon, s. r. 0.) .
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Obrazek 11: Priklad logaritmické amplifikacni krivky v kandlu 560 (Real-time PCR, CE IVD EliGene® Coeliac 3.0
RT (DQ2.5, DQ2.2, DQ8) (Elisabeth Pharmacon, s. r. 0.).
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5. Vysledky

V genetické laboratoii GENLABS bylo vysetieno od ledna 2019 do biezna 2021 celkem
729 dospélych a 122 déti na laktézovou intoleranci a polymorfismy genu MCMG6 C/T-
13910 a G/A-22018 metodou RFLP PCR. Dale bylo vysetieno 197 dospélych jedinci a
57 déti na predispozici k celiakii metodou Real-time PCR.

V tabulce ¢. 6 muUzeme vidét procentualni zastoupeni jednotlivych haplotypt
asociovanych s celiakii u déti za sledované testovaci obdobi. Z dat na obrazku ¢. 12
muzeme vycist, Ze nejvice zastoupeny haplotyp u déti je DQ2.5 (28 %), to znamena
pozitivni predispozici k celiakii a haplotyp DQX.X (28 %), ktery diagnozu celiakie
vylucuje s 99 % pravdépodobnosti.

Haplotypy Zastoupeni (%)

DQ2 2(3%)
DQ2.2 4(7%)
DQ2.5 16(28%)

DQ2.5/DQ2.2 | 2(4%)
DQ2.5/DQ8 |1(2%)

DQ8 8(14%)
DQX.5 8(14%)
DQX.X 16(28%)
Celkem 57

Tabulka 6: Prrehled vsech zastoupenych haplotypii asociovanych s celiakii u vySetfovanych déti.

PREDISPOZICE K CELIAKII U DETI

X X
0 0
~N ~N

X X

< <

i i

2%

X

~
X X
™ <

DQ2 DQ2.2 DQ2.5 DQ2.5/DQ2.20Q2.5/DQ8 DQ8 DQX.5 DQX.X

Obrazek 12: Souhrn vsech zastoupenych haplotypii asociovanych s celiakii u vySetrovanych déti.
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V tabulce ¢.7 jsou uvedeny pocty jednotlivych genotypti zjisténych u déti vySetrovanych
na lakt6zovou intoleranci za celé testovaci obdobi. Jak je vyobrazeno na obrazku ¢. 13

nejvice je zde zastoupen genotyp CT/GA (51 %).

Genotypy Zastoupeni
CC/GG (Wild - type) 38 (31%)
CT/GA (Heterozygot) 62(51%)
TT/AA (Mutovany homozygot) 22 (18%)
Celkem 122

Tabulka 7: Prrehled genotypui asociovanych s laktézovou intoleranci u déti.

Zastoupeni laktdzové intolerance u
déti

B CC/GG (Wild- type)

B CT/GA (heterozygot)

H TT/AA (Mutovany
homozygot)

Obrazek 13: Zastoupeni jednotlivych genotypu asociovanych s laktozovou intoleranci u déti.

V tabulce €. 8,9 jsou zobrazeny vysledky vSech dospélych jedincii za celé testovaci
obdobi. Nejvice zastoupeny genotyp pro laktéozovou intoleranci za celé testovaci obdobi
je CT/GA (48 %). Nejvice zastoupeny haplotyp pro celiakii je u dospélych nerizikovy
haplotyp DQX.X (27 %) a nejvice zastoupeny rizikovy haplotyp je DQ2.5 (22 %).

Genotypy Zastoupeni v % |Pocet dospélych jedinci
CC/GG (Wilde-type) 29 % 212
CT/GA (Heterozygot) 48 % 350
TT/AA (Mutovany homozygot) 23% 167
Celkem 729

Tabulka 8: Prehled zastoupeni jednotlivych genotypii asociovanych s laktézovou intoleranci u dospélych.
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Laktdzova intolerance u dospélych

B CC/GG (Wild-type)
B CT/GA (Heterozygot)
H TT/AA (Mutovany homozygot)

Obrazek 14: Zastoupeni jednotlivych genotypii asociovanych s laktézovou intoleranci u dospélych.

Haplotyp Zastoupeni v % Pocet dospélych jedinci
DQ2 1% 3
DQ2.2 9% 17
DQ2.5 22% 43
DQ2.5/2.2 7% 15
DQ2.5/DQ8 3% 6
DQ8 9% 17
DQX.5 22% 43
DQX.X 27 % 53
Celkem 197

Tabulka 9: Prehled vSech zastoupenych haplotypii asociovanych s celiakii u dospélych.

PREDISPOZICE K CELIAKII U

27%

30% 9
25% 22% 2%
20%
15%
10% 9% 7% 9%

5% 1% I I 3% I

0% - =

& v ) v ® ® % +
- % % G & & o 3
Q <& & &g,\ W(?\o Q & &
Q &

Obrazek 15: Zastoupeni jednotlivych haplotypii asociovanych s celiakii u dospélych.
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Ze ziskanych dat (tab ¢€.9), lze vycist, ze z celkového poctu 197 dospélych jedinct, byly
u 101 jedinct detekovany rizikové haplotypy pro celiakii. Z tabulky ¢.8 Ize vycist ze 212
testovanych dospélych jedinct trpi laktdzovou intoleranci, 350 dospélych jedincti miize

mit v budoucnu problém s konzumaci laktézy a 167 jedinct je celozivotné tolerantnich

pro laktozu.

Genotypy | DQ2.2 | DQ2.5 |DQ2.5/DQ2.2|DQ2.5/DQ8| DQ8 | DQX.5 | DQX.X |Celkem

CC/GG | 3(19%) [12(32%)|  5(46%) 2(40%) | 6(38%) | 4(11%) |13(28%) | 45

CT/GA | 7(44%) |18(49%) |  2(18%) 3(60% | 5(31%) | 24(63%) | 24(52%) | 83

TT/AA | 6(37%) | 7(19%) 4(36%) 5(31%) | 10(26%) | 9(20%) | 41
Celkem 169

Tabulka 10: Prehled genotypii asociovanych s laktézovou intoleranci u pacientii vySetrenych pro predispozici k celiakii

ZASTOUPENI GENOTYPU LAKTOZOVE
INTOLERANCE U PACIENTU S PREDISPOZICI
K CELIAKII V %

B CC/GG mCT/GA mTT/AA

(o)

DQ2.2 DQ2.5 DQ2.5/DQ2.2 DQ2.5/DQ8 DQ8 DQ

I 52%
20%

19%
44%
37%
I 32%
I 49%
19%
46%
18%
36%
40%
0%
B 33%
N 31%
31%
Bl 1%
I 637%
26%
I 23%

>

.5 DQX.X

Obrazek 16: Zastoupeni jednotlivych genotypii asociovanych s laktozovou intoleranci u pacientii vySetienych pro
predispozici k celiakii

Za celé testovaci obdobi bylo testovdno celkem 169 dospélych jedincl soucasné pro
predispozice K celiakii i pro laktézovou intoleranci. U 63 jedinct (tab ¢. 10) bylo
prokazano ze maji jak laktézovou intoleranci, tak predispozici k celiakii. Z obrazku €. 16
muzeme vy¢ist, ze u jedinct s haplotypem DQ2.2, DQ2.5, DQ2.5/DQ8, DQX.5a DQX.X
ptrevlada heterozygotni genotyp MCM6 13910/22018 CT/GA, ktery je zodpovédny za
¢astecnou intoleranci laktdzy. U jedincl s haplotypem DQ2.5/DQ2.2 a DQS8 prevlada
genotyp CC/GG zodpovedny za laktézovou intoleranci.
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6. Diskuse

Hypolaktasie dospélého typu, zndma také jako laktozova intolerance je béznym
autozomaln¢ recesivnim stavem zpusobenym fyziologickym poklesem aktivity
laktasephlorizinhydrolazy (LPH) ve stfevnich bunikach po odstaveni od kojeni (Enattah
et. al 2002). V evropské populaci se bézné geneticky testuji dva polymorfismy genu

MCM6 — C/T 13910 a G/A 22018. Tyto dva polymorfismy jsou spole¢né v segregaci.

Pro statistické zhodnoceni byly pouzity vysledky vySetieni provedené v genetické
laboratoiit GENLABS od ledna 2019 do biezna 2021, kdy bylo celkové testovano 279
dospélych jedincti a 122 déti metodou PCR RFLP na laktézovou intoleranci. VySetieni
bylo provedeno pro polymorfismy genu MCM6 C/T-13910 a G/A-22018. Ve vétsiné
ptipadl byl zachycen heterozygotni genotyp MCM6 13910 CT/22018 GA, u dospélych
ve 48 % (350) au déti v 51 % (62), ktery miZze a nemusi vést k rozvoji laktozové
intolerance. Heterozygotni jedinci nemusi mit problémy s travenim laktozy, ale pii
vétsim dlouhodobém stresu, ¢i nemoci mizou mit tendenci netolerovat laktozu.
Genotyp asociovany s laktozovou perzistenci MCM6 13910 TT/22018 AA (mutovany
homozygot) byl zachycen u 23 % (167) dospélych jedinct a 18 % (22) déti. U tohoto
genotypu je zachovana ¢innost enzymu laktazy i v dospé€losti a mlécny cukr je plné
tolerovan. Naopak s genotypem MCM6 13910 CC/22018 GG (ptavodni homozygotni
genotyp), u kterého neni laktaza ve sttevnim epitelu v dospé€losti témét zjistitelnd, byl
zachycen u 29 % (212) dospélych jedincii a u 31 % (38) déti. Toto zjisténi ndm
potvrzuje, zZe nejvice zastoupeny genotyp v ¢eské populaci ve vSech vékovych
kategoriich je heterozygotni genotyp MCM6 13910 CT/22018 GA, ktery je oznacovan

jako spiSe tolerantni k laktoze.

Rasinperd at al. 2004 ve sv¢ studii zmifiuje zastoupeni jednotlivych genotypu u finskych
déti, kdy genotyp MCM6 13910 CC/22018 GG se vyskytoval u 15 % déti, genotyp
MCM6 13910 CT/22018 GA u 54 % déti a genotyp MCM6 13910 TT/22018 AA u

31 % déti. V nasi studii to bylo 31 % déti s genotypem MCM6 13910 CC/22018 GG,

51 % déti s genotypem MCM6 13910 CT/22018 GA a 18 % déti s genotypem MCM6
13910 TT/22018 AA. Vyrazny rozdil byl tedy zaznamenan v piipade obou
homozygotnich genotypl zodpovidajicich za intoleranci/toleranci laktdzy. Rozdilné
vysledky mohou byt zpiisobeny tim, Ze Rasinperi testoval finské déti, u kterych je

perzistence laktdzy Castéjsi, protoze konzumuji historicky daleko vice mléka a

45



mléénych vyrobku a také tim ze ve Finsku jsou lidé vystaveni sluneénimu zafeni s nizsi
intenzitou. Vitamin D se pak pfirozené nemuze v pokozce dostateéné syntetizovat a je
ziskavan pravé z mléka, kde se nachazi ve velkém mnozstvi. Dal§im divodem pro
rozdilna zastoupeni jednotlivych genotypti asociovanych s laktéozovou intoleranci muize
byt ten, ze v laboratoifi GENLABS jsou testovany déti, které jiz vykazuji travici potize,

a proto je u nich castéji nachdzen genotyp zodpovédny za intoleranci laktdzy.

V jiné studii Krutli (2014) popsal zastoupeni genotypi zodpovidajicich za laktézovou
intoleranci typické pro stfedoevropskou populaci. S vysledky této studie se shodujeme
daleko vice. Kriittli uvadi ze 28 % dospélych jedinci ma genotyp MCM6 13910/22018
CCI/GG, 48 % MCM6 13910/22018 CT/GA a 28 % MCM6 13910/22018 TT/AA. Nase
zastoupeni jednotlivych genotypt je 29 % pro MCM6 13910/22018 CC/GG, 48 % pro
MCM6 13910/22018 CT/GA a 23 % pro MCM6 13910/22018 TT/AA. Tuto vyznamnou

shodu mtizeme vysvétlit tim, Ze byly testovany stejné populace.

Celiakie je onemocnéni definované jako nesnasenlivost lepku a fadi se mezi
autoimunitni onemocnéni. Celiakie se projevuje zejména postizenim sliznice tenkého
stiteva. Spoustéfem autoimunitni reakce proti buiitkam tenkého stfeva (enterocytim) je
lepek, resp. peptidické §tépy, které jsou obsazené v rtizné mite v bilkovinach zita,
jecmene, pSenice a ¢astecné také ovsa. Nejvyznamnéjsi rizikové faktory pro
onemocnéni celiakie jsou haplotypy HLA-DQZ2 a HLA-DQS, ackoliv ale nemohou
nikdy samostatné¢ slouzit jako diagnosticky prvek onemocnéni. Teprve kombinace

genetickych a sérologickych testli mize potvrdit nebo vyloucit diagnézu celiakie

(Fasano et al., 2001).

V ramci experimentalni ¢asti této prace byli pouzity vysledky vysetieni z genetické
laboratore GENLABS za posledni dva roky. VySetieno bylo celkové 197 dospélych
jedincii a 57 déti metodou Real-time PCR pro vrozené predispozice k celiakii. Nejvice

zastoupeny rizikovy haplotyp u déti i dospélych je DQ2.5 (28 % a 22 %)).

Stejné tak dle studie Selleskiho et al, (2017) je u déti nejcastéji zastoupen haplotyp
DQ2.5 ato u 22 %. V nasi studii se halplotyp DQ2.5 se objevuje u 28 % d¢ti. Vysledky
se mohou lisit v zavislosti na tom, ze Selleski et al. (2017) provadél testovani na
Brazilskych détech, které mély i jind autoimunitni onemocnéni. Rozdily nachazime i u
ostatnich rizikovych haplotypt, ale nejvice vyrazna je neshoda u haplotypu DQS8, kde
Selleski et al. (2017) uvadi vyskyt u 1 %, pfi¢emz my jsme detekovali tento haplotyp u
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14 %. Pro DQ2.2 uvadi Selleski et al, (2017) 7 %, pro DQ2.5/DQ2.2 5 % a pro
DQ2.5/DQ8 6 %. V nasi studii jsme detekovali haplotyp DQ2.2 u 7 %, DQ2.5/DQ2.2 u
4 % a DQ2.5/DQ8 u 2 %. Podle Selleskiho et al, (2017) genotypizace celiakie HLA-DQ
u Brazilskych déti vykazovala podobnost s evropskymi vzory, coz mizeme spise

potvrdit. Toto by bylo potieba ovéfit na vétsSim souboru jedinci.

Dale bylo testovano 169 dospélych jedincti na predispozici k celiakii a laktézovou
intoleranci. U 63 jedinci bylo prokazdno Zze maji jak laktézovou intoleranci, tak
predispozici k celiakii. Jak z obrazku ¢. 16 miizeme vy¢ist u jedinct s haplotypem DQ2.2,
DQ2.5 a DQ2.5/DQ8 pievlada genotyp pro laktdozovou intoleranci MCM6 13910/22018
CT/GA. U jedinct s haplotypem DQ2.5/DQ2.2 a DQS8 ptevlada genotyp pro laktézovou
intoleranci MCM6 13910/22018 CC/GG.

Klinické ptiznaky obou onemocnéni se velmi podobaji, jedna se o nafouklé biicho,
prijem, nadymani a kiece v bfise, proto se mohou nemoci prolinat, ¢i ptimo piekryvat.
Myslim si, Ze proto je lepsi u jedince, ktery je pozitivni napt. pro laktdozovou intoleranci,
vySetfit také moznost vrozeného rizika celiakie. Zejména v pripadé, kdy se dodrzuje

dietni plan a pacientovi piesto pietrvavaji zdravotni problémy.
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7. Zavér

V teoretické ¢asti jsem shrnula poznatky o lakt6zové intoleranci a celiakii. Vénovala jsem
se obecné podstaté obou nemoci. U laktdézové intolerance jsem popsala diivod vzniku a
vySetfeni které se provadéji pro jeji zjisténi. U celiakie jsem se vice vénovala jeji

genetické podstate.

V praktické casti jsem si osvojila principy spravné laboratorni praxe a metody
molekularni biologie, které se rutinné pouZzivaji pro diagnostiku vrozenych rizikovych
faktord pro celiakii i lakt6zovou intoleranci. Jedna se o izolaci DNA jak z bukalniho stéru,
tak periferni krve, metodu PCR RFLP a Real-time PCR. Uvedené metody byli provedeny
dle validovanych standardnich opera¢nich protokolti nebo v ptipadé certifikovanych kit
dle doporuceni vyrobce. Soucasti prace byla také statistickd analyza dat, zabyvajicich se
genotypizaci klientd genetické laboratofe z hlediska laktozové intolerance a celiakie,
ziskanych od ledna 2019 do bifezna 2021. Nasledné jsem v diskusi porovnala nase

vysledky s jinymi studiemi.

Ze ziskanych vysledkl vyplyva, Ze laktdzova intolerance a celiakie se mize v jistych
piipadech prolinat, a proto je dobré jedince vysettit z hlediska obou diagn6z. Myslim si,
ze genetické vysSetieni je nejlepSim moZznym neinvazivnim vySetfenim, zejména pokud se

jedna o velmi malé déti, protoze Ize provést ob¢ vysetieni z bukalniho stéru.

Tato prace mi byla velikym pfinosem jak po teoretické, tak praktické strance. V teoretické
casti jsem se dozvédela nové informace o laktozové intoleranci 1 o celiakii. V praktické
Casti jsem se naucila, jak pracovat v genetické laboratofi a osvojila jsem si metody izolace

DNA, PCR RFLP a také Real time-PCR.
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9. Zkratky

A
C
CLD
DNA

HLA

IL

LCT

LP

MCH
NCGS
PCR

RFLP
RFLP-PCR

SNP
T

TLR
TNF

Adenin

Cytosin

Kongenitalni laktazova deficience
Deoxynukleové kyselina

Guanin

Human leukocyte antigen
Interloukin

Gen pro laktazu

Lakt6zova persistence

Hlavni histokompatibilni komplex
Neceliakalni glutenova senzitivita

Polymerazova fetézova reakce

polymorfismus délky restrikénich fragmenti

polymerazova fetézova

fragmentt

single nucleotide polymorphism (jednonukleotidovy polymorfismus)

Thimin
Toll-like receptor

Tumor nekrotizujici faktor
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reakce-polymorfismus restrik¢nich






