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ZKRATKY

ADHD - syndrom poruchy pozornosti s hyperaktivitou
APC — antigen prezentujici buiky

APOE — apolipoprotein E

AS — Aspergeriiv syndrom

ASD — autism spectrum disorder, poruchy autistického spektra
DNA — deoxyribonukleova kyselina

Gl — gastrointestinalni

HFA — vysoce funk¢ni autismus

HLA —lidsky leukocytarni antigen

IBS — syndrom drazdivého tra¢niku

IgE — imunoglobulin e

MHC — hlavni histokompatibilitni komplex

PAS — porucha autistického spektra

PCR — polymeréazova fetézova reakce

PCR-ARMS — amplifika¢ni refrakterni mutacni systém

PCR RFLP - restriction fragment length polymorphism






1 UVOD

Porucha autistického spektra je neurobehavioralni porucha projevujici se potizemi se socialni
komunikaci a omezenymi, opakujicimi se vzorci pro chovani, zajmy a aktivity. Kromé
téchto specifickych potizi jsou vyznamné u autistd i gastrointestinalni poruchy, vyskytujici
se U 46-84 % z nich. Typickymi gastrointestinalnimi problémy pozorovanymi u PAS jsou
chronicka zacpa, chronicky prijem, gastroezofagealni reflux, nevolnost a nadymani.
Nedavné epidemiologické studie prokazaly vyznamnou souvislost mezi rizikem PAS a

potravinovymi intolerancemi vyznamnou souvislost.

V teoretické Casti této prace shrnuji obecné poznatky o autismu, jeho rozdéleni do skupin a
moznosti diagnostiky. Dale se vénuji potravinovym intolerancim, Konkrétné intoleranci
laktozy. Dale jsem se vénovala reakci na lepek (celiakii), metabolismt lipidi (APOE) a

syndromu drézdivého tracniku.

Cilem experimentalni ¢asti bylo nejen zvladnuti spravné laboratorni prace v genetické
laboratofi, ale i otestovani polymorfismid C/T13910 a G/A 22018 MCM®6 genu, isoforem
genu APOE, polymorfismu rs4263839 genu TNF SF15 a rizikovych haplotypt pro celiakii u
vybranych autistickych pacienti. Vysledky pro jednotlivé genotypy byly porovnany s daty

pro evropskou populaci ziskanymi s databaze Ensembl (Cunningham et al., 2022).

1.1 Poruchy autistického spektra

Porucha autistického spektra patii mezi neurovyvojové poruchy znamé piedev§im pro
nedostatky v socialni komunikaci, kontaktu a ptitomnosti omezenych zajmu a opakujicim se

chovanim (Hodges et al., 2020).

1.1.1 Historie

Poprvé pouzil termin autismus Vroce 1908 Svycarsky psychiatr Eugen BLEULER u
pacientll se schizofrenii. Slovo autismus bylo odvozeno od feckého slova ,,autés®, v prekladu
,ja". V roce 1943 pak Leo Kanner pouzil toto slovo pro popis jazykovych poruch a socialni

izolace u déti bez schizofrenie (Sharma et al, 2018).
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V roce 1944 Hans Asperger identifikoval déti se socialni izolaci a jazykovymi problémy, coz
vedlo k diagndze nové poruchy znamé jako Aspergeriv syndrom (Asperger, 1944, Sharma et
al., 2018). Aspergeriv syndrom patii mezi pervazivni vyvojové poruchy, které negativné
méni motorickou, emocni, kognitivni a feCovou uroven ditéte. V roce 1994 bylo popsano
celkem pét pervazivnich vyvojovych poruch: Aspergeriv syndrom, autistickd porucha,
Rettiv syndrom, nespecifikovana pervazivni porucha a détskd dezintegracni porucha

(Sharma et al., 2018).

1.1.2 Aspergeriv syndrom
Prevalence Aspergerova syndromu (AS) je 0,147 % v &eské populaci. Cast&ji jim trpi muzi,

az devétkrat Cast&ji nez Zeny (Thorova, 2006). Diagnostika tohoto syndromu je pomérné
slozita, jelikoz neni jednoduché urcit hranice mezi Aspergerovym syndromem a vysoce
funkénim autismem (HFA). Piesto jsou mezi nimi ur¢ité rozdily (Klin et al., 2000). Pacienti
S AS maji vySsi 1Q skore nez pacienti s HFA. Lidé s PAS (porucha autistického spektra) a
s 1Q menSim 70 by neméli byt zafazovani do AS. Jejich fecové schopnosti byvaji formalné
spravné. Vyznacuji se ovSem drobnymi zvlastnostmi, jako je egocentricky komunikac¢ni styl
(vedou dlouhé monology na rizna témata, zajimaji Se pouze 0 sebe samé), slozité
navazovani vzajemné konverzace ¢i piecitlivéla reakce na informace ziskané od ostatnich
(Hrdlicka, 2020). V socialni oblasti se AS od HFA opét lisi. Dé&ti s AS jsou socialné
izolované. Divodem ovSem neni jejich nezajem o kontakt, ale vyrazna odlisnost, ktera ¢asto
brani navazani ptatelstvi €1 partnerstvi. Jejich stereotypni z4jmy byvaji propracovangjsi a
Casto mezi n& patfi shromazdovani informaci o n&jakém problému naptiklad technické
vlastnosti, typy a vyvoj lokomotiv (Attwood, 2005). Dal§im specifikem u AS je motoricka
neobratnost. Pacienti s AS byvaji diagnostikovani v porovnani s ostatnimi PAS Vv pozd¢jsim
veéku. Normalni primérny veék diagnostiky se pohybuje kolem patého roku zivota. U AS se
pohybuje kolem 11. roku zivota a mize se stat, ze jsou lidé diagnostikovani az v dospélosti

(Hrdlicka, 2020).

1.1.3. Autisticka porucha
Autistickou poruchu (AP) rozdélujeme na détsky a atypicky autismus. Détsky autismus je

v ¢eské populaci (Thorova, 2006). Objevuje se az pétkrat Castéji u chlapct nez u divek. AP
se vyznacuje specifickymi abnormalitami, které maji neurobiologicky podklad. U zhruba
poloviny pacientl byly popsany abnormalni EEG nélezy, dale abnormality mozkové kury

(napf. zmenSeny paricetalni a frontalni lalok, mikrogyrie, makrogyrie), mozeckové



abnormality, abnormality hippokampu, amygdaly a corpus callosum. Najdou se vsak i
pacienti s AP bez téchto abnormalit. Pokud se podivame na typické vlastnosti autismu, patii
mezi né nezajem o jakykoli socialni kontakt, porucha fantazie, opozdény vyvoj feci,
obsedantni chovéni v oblasti neménnosti zivota, stereotypni chovani a stereotypni motorické
pohyby. Diky dlouhodobym sledovanim vime, ze zhruba dvé tfetiny autistl zlstanou i
Vv dospélosti handicapovani a jsou zavisli na pomoci z vnéjsku. Ovsem jsou 1 takovi, kteti
jsou relativné schopni normalniho Zivota. Téchto jedinct byva kolem 20 % a fadi se do

skupiny oznacované jako vysoce funk¢ni autisté (Hort, 2008).

1.1.4 Rettlv syndrom
Rettiv syndrom byl poprvé popsan v roce 1965. Na rozdil od pfedchozich poruch v tomto

ptipad¢ je postizeno vice divek nez chlapct. Jeho prevalence neni tak vysoka, byva u 0,0098
% divek v ¢eské populaci (Thorova, 2006). Jako jedina PAS porucha ma genetickou piicinu.
Jedna se o mutaci v X vazaném genu methyl-CpG-binding protein 2, ktery je nezbytny
k normalni funkci nervovych bunék (Kyle et al., 2018). Na zac¢atku onemocnéni probiha u
pacientt normalni vyvoj, postupem ¢asu pak dochazi ke ztrat¢ manualnich dovednosti, feci
¢i zpomaleni rustu hlavy. U pacientll se objevuje skolidéza a vysledkem onemocnéni byva

tézké mentalni postizeni (Hort, 2008).

1.1.5 Détska dezintegracni porucha
Tato porucha se dfive oznacovala jako Helleriv syndrom a poprvé byla popsana roku 1908.

Déti v tomto ptipadé nejprve prochazeji normalnim vyvojem, po kterém dochazi k rychlé
ztraté (v fadu n€kolika mésict) diive ziskanych dovednosti. Ke zlomu dochazi pied desatym
rokem zivota. Progndza neni pfizniva. VétSina pacientl zidstavd nendvratné¢ mentalné

retardovana (Hort, 2008).

Tab. 1 Rozdily mezi jednotlivymi pervazivnimi vyvojovymi poruchami

Znak Détsky Aspergeriiv  Rettlv Jind Jiné
autismus syndrom syndrom dezintegr. PDD
porucha
Vek pri 0-3 >3 T 0525 >2 rGzné
rozpoznéni
(roky)
Pohlavi M>2 M>2 pA M>2 M>2
Inteligence MR - norma podprimér  zévaZnéjsi zévainéjsi MR - norma
- norma MR MR
Regrese nékdy ne ano ano vétiinou ne
Komunikaéni pfevéiné dobré velmi velmi rlzné
schopnosti omezené $patné Spatné
Socidini
schopnosti velmi Spatné Spatné zévisi na véku velmi Spatné rlzné
Omezené rizné ano nevalidni nevalidni rizné
zéjmy rys rys
Rodinnéd mélokdy Casto ne ne ?
anamnéza
podobnych
obtiZi
Vyskyt béiny ne velmi Casty  béiny ?
epilepsie
Prognéza rbznéd vétsinou velmi velmi rlznd
dobréd $patnd $patnd

PDD - pervazivni vyvojové porucha, M - mui, Z - 2eny, MR - mentdini retardace

Obr. 1: Pervazivni vyvojové poruchy, zdroj: Mcpartland et al., 2012
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1.1.3 Diagnostika

ASD postihuje pfiblizné 1 z 50 - 100 narozenych déti (Genovese et al., 2020). Nejcastéji
byvaji diagnostikovany pied tietim rokem zivota (asi 85 %), praimémym diagnostickym
veékem jsou pak Ctyfi roky (Al-dewig et al., 2020). Pro onemocnéni tohoto typu neexistuji
zadné spolehlivé biomarkery, proto musi byt diagndza stanovena pouze na zakladé chovani
pacienta (Lord et al., 2018). Diagnostika za¢ina klinickym zhodnocenim, které ovSem
nemusi byt pro stanoveni dostacujici, zahrnuje kontakt a odbér anamnézy (nastup piiznaku a
vyvoj). Detailnéjsi pohled umoznuji Kritéria MKN-10. Jedna se o mezinarodni klasifikaci

nemoci, ktera kodifikuje systém oznacovani a klasifikace lidskych onemocnéni a poruch

(Hrdlicka, 2014).

Nize uvedené hodnotici Skaly popsal pedopsychiatr Hrdlicka v roce 2014 v knize Détsky

autismus: piehled soucasnych poznatk.

Nejvice uzivanym diagnostickym nastrojem byva skala CARS (childhood autism rating
scale). Tato stupnice byla vypracovana na univerzit¢ v Severni Karoling. Jeji vyhodnoceni
trva zhruba pul hodiny az hodinu. Zahrnuje celkem 15 oblasti hodnoceni (vztah k lidem;
imitace; emocionalni reakce; motorika; uzivani pfedmét a hra; adaptace na zmény; zrakové
reakce; sluchové reakce; ¢ichové, chutové a hmatové reakce; strach a nervozita; verbalni
komunikace; neverbalni komunikace; uroven aktivity; uroven intelektovych funkci; celkovy
dojem), které jsou hodnoceny stupnici od 1 do 4. Pokud pacient dosahne méné nez 30 bodd,
pak se o autismus nejednd. Dosazeni 30-36 bodd je hodnoceno jako lehky az stfedni
autismus. Tézké symptomy se vyskytuji 0od 36 bodt a vice. Bohuzel ma tato $kala malou

spolehlivost a pouzivé se predev§im jako screening.

Dalsi skalou je ADI-R (autism diagnostic interview — revised), ktera je vhodna k diagnostice
od 18. meésice zivota. Rozhovor probihda mezi specialné zaskolenym pracovnikem a
pecovatelem (nejcastéji matkou). Obsahuje piiblizné 111 otazek a trva kolem tii hodin.
Nejprve se vénuje odbéru anamnézy a zkoumd divody znepokojeni. Dalsi otazky jsou
zamé&fené na ranny vyvoj ditéte (prvni projevy poruchy, fe¢, motoriku, komunikaci apod.).
Otazky 42-69 se vénuji socialnimu vyvoji a hie. Zajmy a chovani spadaji pod otazky 70-85,
celkové chovani pak pod otazky 86-96. Posledni otazky zjist'uji zhorSovani stavu a specialni
schopnosti. U vSech téchto otazkovych okruhti je dana minimalni hranice pro pozitivitu.
Pokud je jedinec pozitivni ve vSech ctyfech zakladnich otazkovych okruzich, spada pod

diagndézu détsky autismus.



Skala ADOS (autism diagnostic observation schedule) byla pivodnd rozdélena na dva
moduly. Pro déti s dobrou schopnosti komunikovat se pouzival ADOS a pro déti s nizkou
urovni jazyka PL-ADOS. V soucasnosti je ADOS rozdélen celkem na ¢tyfi moduly. Prvni
Z nich se zabyva détmi, jejichZ slovni zasoba zahrnuje méné nez 5 slov. Druhy pracuje
s détmi, které uzivaji jednoduché vety a maji problém s plynulosti feci. Déti a adolescenti
s plynulou fe¢i patii pod tieti modul. Ctvrty modul se vénuje adolescentiim a dosp&lym.

Celkové vysetfeni trva 30 az 60 minut (Hrdlicka et al., 2014).

Obr. 2: Diagnostika PAS, zdroj: Hrdlicka et al, 2014

1.2 POTRAVINOVE INTOLERANCE

Potravinové intolerance jsou definovany jako neimunologické reakce na nékteré slozky
potravy. Intolerance mize byt zaménéna za potravinovou alergii. Ta se od intolerance vSak
lisi tim, Ze se jedna o skute¢nou imunitni reakci na potraviny. Potravinova intolerance byva

relativné Casta. V dnesni dobé ji trpi pfiblizné 15-20 % lidi (Lomer et al., 2015).

1.2.1 Gastrointestinalni trakt
Gastrointestinalni trakt byl v souvislosti s autismem piehlizen az do 90. let 20. Stoleti. Pred

90. lety se ovSem objevila studie, ta vybrala 15 autistickych pacientii a u poloviny zjistila



zazivaci problémy s pieruSovanym prijmem, coZ naznacilo vétsi prevalenci GI problému
oproti neautistické populaci (Goodwin et al., 1971). Nasledovalo mnoho dalSich vyzkumu
s rozdilnymi zavéry, piicemz prevalence Gl symptomu se pohybovala od 20 % do 70 %
(Chaidez et al., 2014). V roce 2014 byla provedena metaanalyza, ktera dospé€la k zavéru, ze
déti s PAS maji vétsi riziko GI symptomil nez déti bez PAS. Mezi nejcastéjsi ptiznaky GI se
fadi nadymani, bolesti bficha, prijem, fihani, pfiznaky gastro-ezofagealniho refluxu (zpétny

tok zaludec¢nich §t'av ze zaludku do jicnu) a zacpa (Mcelhanon et al., 2014).

1.2.1 Lepek
Lepek neboli gluten (latinsky lepidlo) je hlavni zasobni bilkovina nachazejici se

Vv pSeni¢nych, jeémennych a zitnych zrnech. Sklada se z n€kolika stovek proteind, pfedevsim
gliadinu a gluteninu. Pravé gliadin obsahuje peptidové sekvence, které odolavaji
zalude¢nimu, pankreatickému a stfevnimu proteolytickému traveni. Tyto problémy
v obilninach (Biesiekierski et al., 2017). Lepek miize zpisobovat tii typy onemocnéni, jedna
se o celiakii, alergii na pSenici a neceliakalni citlivost na lepek. Alergie na pSenici je
zprostiedkovana protilatkami tfidy IgE a je zpisobena hlavné proteiny obsazenymi v pSenici
(Cabrera-Chavéz et al., 2017). V psenici je obsazeno az 28 alergent. Ptiznaky této alergie
jsou zvraceni, bolest bticha, kopfivka, anafylaxe, respira¢ni a kozni pfiznaky. Alergie se od
ostatnich vySe zminénych typl nesnadsenlivosti lepku lisi tim, Ze k alergické reakci dojde
bezprostiedné po poziti pSenice (Cabanillas et al., 2020). U neceliakalni citlivosti na lepek ¢i
na jiné slozky obili se vyskytuji opét stfevni pfiznaky (bolest bficha, plyny, prijem) a
extraintestinalni problémy (Ginava, bolest hlavy, ekzémy, bolest svald i kloubll) (Leonard et
al., 2017), které se objevuji pozd&ji a to po hodinach ¢i dnech od poziti lepku ve stravé.
V tomto ptipadé nejsou produkovany protilatky (Cabanillas et al., 2020). Poslednim typem

onemocnéni je celiakie a na tu se v ramci své prace zamétim.

1.2.1.1. Celiakie
Celiakie je autoimunitni onemocnéni zpiisobené pozitim lepku. V normélni zdravé populaci

se prevalence celiakie pohybuje kolem 1 % a vyskytuje se téméf vyhradné u jedincd
s genetickou predispozici. Toto onemocnéni postihuje pfedev§im tenké stievo (Catassi et al.,
2022).

Ditlezitou funkci v patogenezi celiakie ma lidsky leukocytarni antigen (HLA), ktery je
zodpovédny za rozeznavani vlastniho od cizorodého. HLA komplex rozdélujeme do tii tiid a

v souvislosti s celiakii je dualezita tfida druha. HLA Il. tfidy zodpovida za prezentaci
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vngjsich cizorodych antigentt APC bunkam. HLA alely spojené s celiakii jsou HLA-DQ2 a
HLA-DQ8. Tyto receptorové proteiny se nazyvaji ofy heterodimery, jelikoz se sestavaji z o a
B fetézce a jsou kodovany dvéma lokusy (HLA-DQAL, HLA-DQBL1) (Espino et al., 2021).

Riziko vzniku celiakie odpovidajici typu HLA je zobrazeno v Tabulce ¢. 1.

fetézec a fetézec B

CHO

CHO
CHO

extracelularni
oblast

extracelularni
oblast

membrana

cytoplazma

COOH COOH

Obr. 3: Struktura HLA molekuly II. Tfidy, zdroj: Penka et al., 2012.

Celiakie patii mezi tzv. malabsorpéni syndromy. Malabsorpce je porucha piijmu a transportu
zivin ¢i vitamind stfevni sliznici. Hlavni pfi¢inou je zmensSeni povrchu stfeva, ke kterému
dochazi znienim stfevnich klki vlivem putsobeni lepku. Mezi bézné piiznaky patii
chronicky prijem, bolesti bficha, nafouknuté bficho (distenze), steatorea (nadmérné
mnozstvi tuku ve stolici), mirné pfibirani a hubnuti. V krajnich ptfipadech, pii zanedbané a
pozdni diagnostice, muze u nékterych jedinct dochazet k podvyzive, anémii ¢i osteopordze

(Glissen et al., 2019).

Pro diagnostiku celiakie existuji tfi mozné diagnostické postupy. Mezi né patii histologie,
genetické testovani a sérologické testy. Sérologické testy jsou provadény pomoci IgA ¢i IgG
protilatek proti tkanové transglutaminaze a gliadinu, protilatek proti retikulinu a protilatek
proti endomysiu. Kdyz je sérologie pozitivni, je na fad¢ horni endoskopie a stievni biopsie
proximalniho duodena. Posledni je genetické testovani, kdy se testuje lidsky leukocytarni

antigen HLA. Genetické testovani by mélo probihat u déti s rizikem CD a s negativni



sérologii, u pacientli s nejistou diagnézou. Dale mize byt toto testovani vyuzito u déti, které

jsou na bezlepkové dieté bez pozitivniho sérologického hodnoceni (Gallegos et al., 2019).

Jedinou moznou 1é¢bou celiakie je prozatim bezlepkova dieta. Ke zlepSeni stavu pacienta
dochazi jiz béhem dnu ¢i tydnt po vysazeni lepku (Lebwohl et al., 2018). U déti se stievni
sliznice obnovuje rychleji, vétsinou do dvou let. U dospélych to trva déle, dva roky az pét
let. Poziti lepku muze kdykoli vratit ptiznaky celiakie zpét. Pokud neni dodrzena bezlepkova
dieta, mize dojit k dalsimu poskozovani stiev ¢i vzniku rakoviny. Mezi potraviny vytazené
v ramci bezlepkové diety patii typicky chléb, té€stoviny a cerealie. Témi méné typickymi jsou

napiiklad nékteré polévky, hranolky, kofeni ¢i pivo (Aljada et al., 2021).

Tabulka ¢. 1: Riziko vzniknuti celiakie podle genotypu HLA DQ (Megiorni et al., 2012)

HLA alely riziko
DQ2.5/DQ8 velmi vysoké
DQ2.5 vysoké

DQ8 vysoké

DQ2.2 nizké

DQ X.5 nizké

DOQX.X extrémné nizké

1.2.1.2 Celiakie a autismus
V roce 1969 Goodwin & Goodwin poprvé zaznamenali mozné spojeni mezi celiakii a PAS.

Nasledovala je fada dalsich studii (Croall et al., 2021). V roce 2001 (Jyonouchi et al., 2001)
byla publikovana prace, ktera zjistila, ze déti s PAS maji zvySené markery vrozené a
adaptivni imunitni reakce (TNF-A, cytokiny, atd.). Nabizela se hypotéza o tom, ze

environmentalni podnéty Spoustéji imunitni odpovéd’ a tim zhorSuji 1 ptiznaky PAS.

V jiné studii z roku 2000 bylo zjisténo, ze déti s PAS maji hodné protilatek proti DPP-4,
travicimu enzymu zpracovavajicimu gliadin. Gliadin se nejprve $tépi na gliadinomorfin-7,
ktery dale zpracovava jiz zminény DPP-4. Pokud je funkce DPP-4 ovlivnéna, zacne se v téle
hromadit gliadinomorfin-7, coz je latka s opioidni aktivitou. A pravé nadmeérna aktivita

opiatli mize vést k negativnimu ovlivnéni socialniho chovani (Pruimboom et al., 2015).

Moznym spojenim PAS a celiakie je mozecek (cerebellum). Jednéd se o ¢ast mozku lezici

pod tylnimi laloky. Jeho funkeci je koordinace pohybti, motorika, kontrola o¢nich pohybt a
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kognitivnich funkci. Principem mutze byt naruSeni antioxidacni obrany v mozecku PAS
pacientd. Gliadin mize zvysit oxidacni stres v téle a ten zase zplsobi zanét v mozku (Gu et

al., 2013).

1.2.2 Laktoza
Sacharidy patii mezi velmi dulezité latky a zasobarny energie vSech zivych organismd.

Laktéza je disacharid skladajici se z glukézy a galaktdzy. Tyto dva sacharidy spojuje -
(1—4) glykosidicka vazba. Laktoza se vyskytuje v mléce vétsiny savct (Krewinkel et al.,
2014) a k jeji produkci dochazi v mlécné zlaze. Ve stievnim lumenu se laktdza rozpada na
monosacharidy glukézu a galaktozu (Klee a Klee, 1970). Hydrolyzu zajist'uje enzym zvany
laktaza (Naim, 2001). Monosacharidy od sebe oddéli a mohou byt transportovany pies
epitelidlni bunky do cytosolu a na potfebné misto. Vysoka aktivita laktdzy provazi savce
pouze Vranych fazich Zivota, v dospélosti mize dojit k jejimu snizeni (Jacob a Manod,
1961). Pod poruchy spojené s laktozou patii intolerance laktozy a galaktosemie. Intoleranci
se budu zabyvat niZe. Galaktosemie je dé€di¢na porucha spocivajici v ¢astecné nebo tplné
ztraté funkce jednoho ze tii enzymu zapojenych do metabolismu galaktozy. Mezi ptiznaky
této poruchy patii Sedy zakal, poskozeni ledvin, zanét jater, zpomaleni ristu a poSkozeni

mozku (Adam et al., 2005).

1.2.2.1 Laktozovd intolerance
Lakt6zova intolerance je zpisobena sniZenou hladinou laktazy ve stfevé, coZ ma za nasledek

neschopnost travit laktozu (Deng et al., 2015). Laktoza se poté hromadi v tlustém stievé a
fermentuje na kyselinu mléénou, metan, vodik, oxid uhli¢ity apod. Disledkem jsou ptiznaky

jako plynatost, prijem, nevolnost, kieCe v bfiSe a zvraceni (Grenov et al., 2016).
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Obr. 4: Hydrolyza laktézy v tenkém steve, zdroj: Lomer et al., 2007



Laktozova intolerance (LI) postihuje zhruba dvé tietiny svétové populace (Heyman et al.,
2006). Intoleranci mizeme rozdélit do Ctyt typl. Prvnim typem je primarni deficit laktazy
neboli dospéla hypolaktazie. Tento typ se objevuje pfevazné v dospélosti a je zpusoben
vymizenim aktivity laktazy ve stievech (Kuokkanen et al., 2003). Jedna se o autozomalné
recesivné dédi¢né onemocnéni, které je zpiisobeno jednonukletidovym polymorfismem
v MCM6 genu, ktery koduje gen laktazy (LCT). Byly popsany dva polymorfismy: 13910
(C>T) a 22018 (G>A). Genotyp CC/GG je zodpovédny za postupny pokles aktivity
laktazy, ktery se zhorSuje s v€kem. Pritomnost genotypu TT/AA zajistuje celoZivotni
aktivitu laktazy a jedinci s CT/GA genotypem jsou vice nachylni ke vzniku laktézové

intolerance (Tomczonek-Morus et al., 2019).

Vrozeny deficit laktazy je druhym typem LI. Jednd se o autozomalné recesivni dédiné
onemocnéni, u kterého dojde k eliminaci laktazy jiz od narozeni (Robayo-Torres et al.,
2007). Ptiznaky se projevi ihned po prvnim podani matefského mléka a jedna se o vodnaté
prijmy. V tomto piipadé musi dojit k rychlé 1é¢bé, protoze u novorozenci dochdzi
k dehydrataci a ztraté elektrolytl. ReSenim je uplné odstranéni laktozy ze stravy a podavani

nahrazek mléka (Diekmann et al., 2015).

Treti typem je ziskany nebo sekundarni deficit laktazy (Heyman et al., 2006). Sekundarni
laktozova intolerance vznikéd Vv ptipad€, kdy tenké stievo snizuje produkci laktdzy a to
pfevazné po nemoci (napf. celiakie, Crohnova choroba, uraz ¢&i operace). Po zhojeni

stfevniho epitelu mize dojit opét k vymizeni LI (Amiri et al., 2015).

Ctvrty typ se jmenuje vyvojovy deficit laktazy. Nachazi se u pied¢asné narozenych déti.

Jelikoz k porodu dojde diive, laktaza se nestihne spravné vyvinout (Lasekan et al., 2011).

Pokud jde o diagnostiku intolerance laktozy, pouzivaji se ¢tyfi diagnostické piistupy. Mezi
né patii geneticky test, dechova zkouska vodikem, rychly laktozovy test a test tolerance
laktozy. Genetickym testem se testuji predispozice k toleranci laktozy. Jedna se o jiz vySe

zminéné polymorfismy 13910 a 22018 nachazejici se v MCM®6 genu (Catanzaro et al., 2021).

Dechova zkouska vodikem (HBT) je zaloZend na produkci plynu konkrétn€ vodiku,
vznikajiciho béhem fermentace nestravené laktdzy. Nejprve je zméfen vydechovany vodik
nalacno, poté je pacientovi podana davka 25-50 grami laktézy a dojde k opakovanému
méfeni. Naméfené hodnoty o minimalni velikosti 20 ppm svéd¢i o hypolaktazii (Misselwitz

etal., 2019).
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Dal8i metoda (rychly laktézovy test) zahrnuje biopsii sliznice duodena, kterd je nasledné
inkubovana s laktézou na testovaci desticce (Kuakkanen et al., 2006). Poslednim je test
tolerance laktdzy. Jeji traveni zvysuje glykémii, tudiz nezvySena glykémie ukazuje na malou
absorpci laktozy. Testuje se glykémie nejprve bez a poté po poziti 50 g laktozy (Misselwitz
etal., 2019).

1.2.2.2 Laktozova intolerance a autismus
Laktobacillus spp. tvofi nejvétsi ¢ast vaginalnich bakterii. Tyto bakterie mohou vyznamné

ovlivnit projevy pocateéniho stfevniho mikrobiomu a hraji vyznamnou roli ve vyvoji
centralniho nervového systému (Dicks et al., 2021). U déti s PAS byla nalezena snizena
schopnost traveni pro disacharidazy (laktazy, maltazy, palatinazy), coz je spojovano
s funk¢nimi abnormalitami Gl traktu (Koves et al., 2002). Jednim z davodu intolerance
laktézy u déti s PAS mohou byt vrozené predispozice (enzymové defekty) a ziskané stavy
(z&nét stiev, nerovnovaha stfevnich mikrobli a negativni u¢inky antibiotické 1écby) (Jolanta

etal., 2015).

1.2.3 FODMAP sacharidy
FODMAP je zkratka, ktera oznaCuje fermentované oligosacharidy, disacharidy,

monosacharidy a polyoly. Tyto sacharidy s kratkymi fetézci se kvili nedostatku ¢i snizené
aktivit¢ hydrolaz velmi téZko rozkladaji a vstiebavaji v tenkém stiev€é. Monosacharidy,
disacharidy a polyoly ve stfevnim lumenu zpusobuji absorpci vody (Major et al., 2017).
Sacharidy, které se dostanou do tlustého stieva, jsou fermentovany bakteriemi za uvolnéni
plyntt (Ong et al., 2010). Pfiznaky jsou pak zmirnény FODMAP dietou. Tato dieta probiha
ve tfech krocich (omezeni, opétované zavedeni, personalizace) (Tuck et al., 2017).
Oligosacharidy (fruktany, galakto-olisacharidy) jsou obsazeny pievazné v luSténinach,
cibuli, ¢esneku, ofeSich, pSeni¢nych a Zitnych produktech. K malabsorbci téchto cukri
dochazi u kazdého c¢loveka, jelikoZ neexistuje zadny lidsky enzym, ktery by byl schopny je
Stépit (Rumessen et al., 1998). Pod FODMAP disacharidy patii laktoza. Jidla obsahujici
tento cukr jsou mléko, jogurt, meékké syry a smetana. FODMAP monosacharidem je
fruktéza, kterou ve vysokém mnozstvi obsahuji naptiklad hrusky, jablka, bobule, med, chrest
a lusky (Gearry et al., 2016). Fruktdza patii mezi nejmensi FODMAP sacharidy, diky tomu
ma vysoké osmotické uéinky a schopnost vtahnout vodu do lumen stifeva. To zpisobi
roztazeni stfev, které vede k bolesti ¢i nadymani (Murray et al., 2014). Poslednimi

FODMAP sacharidy jsou polyoly. Mezi nejcastéjsi polyoly patii mannitol a sorbitol.
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Nachazi se v surovinach, jako jsou jablka, hrusky, kvétdk, houby, hrach a uméla sladidla

(Yaoetal., 2014).

1.2.3.11BS
IBS neboli syndrom drazdivého tra¢niku je chronické onemocnéni stev, které postihuje 9-23

% populace (Saha et al., 2014). Mezi piiznaky tohoto onemocnéni se fadi nadymani, bolest
bficha, prijem a zacpa (Occhipinti et al., 2012). Gastrointestinalni symptomy tohoto typu
nastartuji FODMAP sacharidy. Lécbou je dieta s nizkym obsahem FODMAP sacharidi, coz
vede Ksnizeni ptiznaki a zlepSeni kvality zivota pacienta (El-Salhy et al., 2012).
Negastrointestinalnim ptiznakem muze byt také tnava (Occhipinti et al., 2012). IBS se déli
do tfi podtypt. Tyto podtypy se od sebe odlisuji pievladajicim typem projevi. U podtypu
IBS-D ptevlada prajem. IBS-C se vyznacéuje zacpou a IBS-M smisenym typem (Longo et al.,
2017). Se zvySenym rizikem mozného vzniku IBS je spojen gen TNF SF15 rs4263839
(tumor nekrozni faktor rodiny 15) a jeho polymorfismus rs42638369 (Zucchelli et al., 2011).

1.2.3.2 IBS a autismus
Mnoho studii poukazuje na spojeni mezi mozkem a stfevem tzv. osa stfevo-mozek. Toto

spojeni nam naznacuje, ze na funkci mozku, naladu a kognici muze mit vliv
gastrointestinalni trakt (LI et al., 2017). Psychiatrické symptomy se u IBS pacientii zvysuji
s vyssi frekvenci a zavaznosti GI symptomu (Pinto-Sanches et al., 2015). Kromé toho byly u
IBS pacientll zaznamenany zmény v mozkovych okruzich zapojenych do pozornosti, emoci
a bolesti. Jak jsem jiz zminila IBS je funkéni porucha osy mozek-stievo-mikrobiota (Kelly et
al., 2015). Pravé mikrobiota je velmi dulezitd a mize se u jedincii ménit v zavislosti na
pribéhu porodu (vaginalni porod, cisafsky fez). Tato souvislost byla u pacientd s PAS
zkoumana a mnoho studii poukdzalo na to, Ze cisafsky fez ve srovnani s vaginalnim
porodem zvysuje riziko PAS (Al-Zalabany et al., 2020). U PAS déti byl prokazan vyssi
vyskyt Proteobacteria a Bacteroidetes a nizsi zastoupeni Firmicutes a bifidobakterii
(Finegold et al., 2010). Pod Firmicutes patii bakterie zvané Clostridia, které se nachazely ve
vétsich poctech u autistickych pacienti s GI problémy (Song et al., 2004). Dalsi souvislost
mezi vyskytem Clostridia a PAS naznacuje studie, kdy autistickym détem podali
vankomycin, ktery zpusobil atlum autistickych symptomi (Finegold et al., 2008). Jina studie
prokazala, Ze opakované epizody gastroenteritidy jsou zplsobeny emociondlnimi a

behavioralnimi potizemi v raném véku (Parent et al., 2019).
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1.2.4 ApoE
Apolipoprotein E je protein vazajici lipidy, ktery funguje jako transportni protein pro lipidy

mezi riznymi organy ¢i buiikami. ApOE je produkovan v riznych organech vcetné jater,
mozku, tukovymi tkanémi a sténami tepen. Tento protein je hlavni soucasti lipoproteinti,
mezi které se fadi chylomikrony, lipoproteiny s velmi nizkou hustotou (VLDL), lipoproteiny
s vysokou hustotou (HDL) (Getz et al., 2009). U lidi ma APOE tfi hlavni izoformy, témi
jsou APOE2, APOE3 a APOEA4. Tyto izoformy vychazeji z alelickych variant APOE €4, €3 a
€2 (Huebbe et al., 2017). Kazda izoforma se lisi v pozici aminokyselin 112 a 158, kde muze
byt cystein nebo arginin. APOE2 mé dva cysteinové zbytky 112 a 158. APOE3 ma
cysteinovy zbytek 158 nahrazeny argininem. Zatimco APOE4 zahrnuje dva argininové
zbytky (Butterfield et al., 2020). APOE zajistuje metabolickou koordinaci mezi neurony a
astrocyty. Astrocyty vypoustéji APOE v podobé ¢astic podobnych HDL, které piendseji
cholesterol, fosfolipidy, hydrofobni vitaminy a antioxidanty do neurond (Lindner et al.,
2022).

1.2.4.1 ApoE a autismus
O mozném spojeni PAS a APOE se zacalo uvazovat poté, co nékteré ze studii nasly podobné

mechanismy v pribéhu vyvoje PAS a Alzheimerovy choroby. Je znamo, ze APOE4
primarn¢ souvisi a zvysuje riziko AD (Folmsbee et al., 2016). Dv¢ nezavislé genetické studie
potvrdily, ze APOE je spojena s PAS. Slo o studii tymu Guinco z roku 2009 a tymu Hu
z roku 2018, které potvrdily, ze je hypermetylace genu APOE vyznamné spojena s PAS.
Vysledky byly hodnoceny ROC (receiver operating characteristic) kiivkami, diky kterym Ize

hypermetylaci APOE pouzivat jako mozny potencionalni biomarker pro diagnostiku PAS
(Hu et al, 2018). Alely APOE predisponujici k PAS jsou ptedevsim €4 a €2 (Guinco et al.,
2009).
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2 CILE PRACE

e Vypracovani literarni reSerSe na dané téma

e Zvladnuti zakladni laboratorni praxe (izolace DNA, PCR RFLP, PCR ARMS,
REAL-TIME PCR).

e Zpracovani vysledkli u vybranych pacienti s diagnézou PAS a jejich porovnani se

zdravou populaci.
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3 MATERIALY A METODY

Prakticka cast této bakalarské prace byla provedena v genetické laboratoii GENLABS s.r.0.,
Celkem bylo hodnoceno 30 pacientti s PAS, jejichz diagnézy poskytlo spolupracujici

poradenské centrum E.L.A. consulting (viz. Ptiloha 3).

3.1 Ziskani vzorku

Vzorky pacientl ziskané v laboratoti GENLABS byly bud’ bukalni stéry (86,66%) nebo plna
krev (13,33%). Krev byla odebrana na specializovanych pracovistich. Bukalni stéry byly
provedeny pomoci specialni odbérové sady (Isohelix SKa Buccal Swab, Isohelix) za
asistence rodi¢i pacienti podle navodu vyrobce. Po pfijeti vzorku do laboratofe byla

izolovana DNA.

3.2 1zolace DNA

3.2.1 lzolace z bukalniho stéru

Pro izolaci DNA byl pouzit kit GeneAll ExGene™ Clinic SV mini od GeneAll
Biotechnology dle doporuceni vyrobce. Reagencie, které jsou soucasti kitu, jsou uvedeny v
Tabulce ¢. 2. Nejprve jsem do zkumavky k vatovému tamponu ptidala 25 pl proteinazy K
(20mg/ml) a 300 pl BL pufru. Vzorky jsem dikladné promichala pomoci vortexu, kratce
stoCila a nasledné nechala 20 minut inkubovat pfi teploté 56 °C. Po inkubaci jsem vzorky
opét stocila, aby doslo k odstranéni kapek z vnitini strany vicka. V dal$im kroku jsem dodala
300 pl 100% etanolu, se kterym se vzorky vortexovaly v pulzech a stoCily. Veskery
supernatant jsem prenesla na kolonku. Kolonky se zkumavkami jsem nechala centrifugovat 1
minutu pii 6000 x g a poté sbérné zkumavky nahradila novymi. Na kolonku jsem
napipetovala 600 ul BW pufru, opét jsem nechala centrifugovat pfi stejnych otackach a poté
vymeénila zkumavku. K dal$imu promyti jsem pouzila 700 ul TW pufru. Znovu jsem
centrifugovala, ale tentokrat jsem neodstranila zkumavku, nybrz vylila supernatant. Dalsi
centrifugaci jsem nastavila na nejvyssi otacky, aby doslo K iplnému zbaveni promyvaciho
pufru. Promytou kolonku jsem umistila do 1,5 ml mikrozkumavky s vickem a ptimo na stied
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kolonky jsem napipetovala 50 ul AE pufru. Nasledovala 5 minutova inkubace a centrifugace
pii nejvyssich otackach 1 minutu. Vzorek ziskany centrifugaci jsem znovu napipetovala na
kolonku, opér inkubovala a centrifugovala pii nejvyssich otac¢kach. Ziskany supernatant
obsahoval DNA.

Tabulka €. 2: Reagenty pouzité pro izolaci z bukalniho stéru a periferni krve

Reagenty Objem (ul)
proteindza K 20

BL pufr 200

100% ethanol 200

BW pufr 600

TW pufr 700

AE pufr 50

3.2.2 1zolace z pIné krve
Do 1,5 ml zkumavky jsem napipetovala 200 ul krve. V dalsich krocich byly vyuzity reagenty
kitu GeneAll ExGene™ Clinic SV mini. Objemy pouZitych reagentii jsou zobrazeny

v Tabulce €. 2. Krok promyvani BW pufrem jsem provedla dvakrat.

3.2.3 Méreni koncentrace

Po provedeni izolace DNA jsem zméfila jeji koncentraci. Nejprve jsem si piipravila pracovni
roztok Qubit™ Working Solution. Pro kazdy vzorek jsem napipetovala 198 pl
kvantifikaéniho roztoku (Quantitation Solution AccuGreen™, Biotum) a 2 pl vyizolované
DNA. Vzorek jsem opét vortexovala, centrifugovala a nakonec nechala kratce inkubovat.
Koncetrace DNA je nakonec zméfena na fluorometru (Qubit 2.0 Fluorometer, Invitrogen-

Thermo Fisher Scientific).

3.3 ApoE

Pro diagnostiku genu APOE byla aplikovana metoda PCR ARMS. Tato metoda se pouziva
k detekci jakékoli mutace zahrnujici zmény jedné baze nebo malé delece. Vyuziva alelové

specifické oligonukleotidy jako primery. Tento test probiha ve dvou komplementarnich
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reakcich sjednim spoleénym primerem pro obé reakce a dvéma riznymi primery pro

mutovanou a nemutovanou alelu. V prvni reakci mame ARMS primer specificky pro

normalni sekvenci DNA a nemuze se tedy amplifikovat mutantni DNA v daném lokusu.

Naopak druha reakce obsahuje specificky primer pro mutovanou sekvenci a neamplifikuje

normalni sekvenci. Princip PCR ARMS je uveden na Obr. 5.
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Obr. 5: Princip PCR ARMS, zdroj: Zima, 2007.

Pro amplifikaci jsem pouzila kit 2xPCRBIO Taq Mix Red od firmy PCR Biosystems. Tento

Kit je navrzeny pro rychlou, vysoce specifickou a citlivou PCR. Slozeni reakéniho mixu A a

mixu B je uvedeno v Tabulkach ¢. 3 a 4. V Tabulce €. 5 jsou zapsany sekvence pouzitych

primert.

Tabulka ¢. 3: Reakéni mix A pro 1 reakci

Reagencie (A) Mnozstvi (ul)
H,0 8,5

2XPCRBIO Taq Mix Red 12,5

DMSO 100% 1,25

Primer Arg 112 (20 pmol) 0,4

Primer Arg 158 (20 pmol) 0,8

Primer Common (20 pmol) 0,8
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Tabulka €. 4: Reak¢ni mix B pro 1 reakci

Reagencie (B) Mnozstvi (ul)
H.O 8,5
2XPCRBIO Tag Mix Red 12,5

DMSO 100% 1,25

Primer Cys 112 (20 pmol) 0,4

Primer Cys 158 (20 pmol) 0,8

Primer Common (20pmol) 0,8

Tabulka €. 5: Sekvence pouzitych primert (Zende,2013)

primery sekvence Velikost PCR produktu (bp)
Cys158 ATGCCGATGACCTGCAGAATT | 588

Argl58 ATGCCGATGACCTGCAGAATC | 588

Cysl112 CGCGGACATGGAGGACGTTT 451

Argll2 CGCGGACATGGAGGACGTTC 451

Common GTTCAGTGATTGTCGCTGGGCA | -

Ptiprava reak¢ni smési probihala v laminarnim boxu na chladicim stojanku. Zv1ast byl
pripraven reakéni mix A a reak¢ni mix B vzdy pro pozadovany pocet reakci. Pro kazdy
vzorek jsem pouzila dvé zkumavky (A a B). Mix A obsahoval primer Arg 112 (20 pmol),
Arg 158 (20 pmol) a Common primer (20 pmol). Zatimco mix B obsahoval primer Cys 112
(20 pmol), Cys 158 (20 pmol) a Common primer (20 pmol). Reakéni mixy jsem
rozpipetovala do mikrozkumavek po 23 pl, nasledné jsem do kazdé zkumavky piidala 2 pl
DNA mimo laminarni box. Mikrozkumavky s negativni kontrolou jsem doplnila vodou jesté
Vv laminarnim boxu. Vzorky jsem poté zvortexovala, stocila na minicentrifuze a dala do

thermocykleru.

U PCR dochazi ke tfem kroktim. Denaturaci dochazi k rozvolnéni dsDNA, je tudiz dalezita
vysoké teplota. Béhem anealingu klesne teplota, aby mohly dosednout primery, nasleduje

extenze, kdy se syntetizuji nova vlakna. PCR profil je uveden v Tabulce ¢. 6.
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Tabulka ¢. 6: PCR profil pro PCR ARMS a gen ApoE.

PCR profil Cykly Cas Teplota (°C)
Pocate¢ni denaturace 4 min. 95
Denaturace 45s. 94
Anealing 35 cykla 45, 66
Extenze 45 s. 72
Finalni extenze 5 min. 72

Po PCR jsem provedla gelovou elektroforézu, ktera mi PCR produkty rozdélila podle
velikosti. Pro gelovou separaci jsem piipravila 4% agar6zovy gel. K jeho zhotoveni jsem
rozpustila 4x0,5 g agarézové tablety (FastGene Agarose Tablets, Nippon Genetics) v 50 ml
TBE pufru (Thermo Scientific) a smés zahfivala v mikrovinné troub¢. Do tekutého gelu jsem
piidala 5,5 ul fluorescenéni barvicky (EIDNA™ PS Green). Smés jsem nalila do
elektroforetické podlozky. Ztuhly gel jsem vlozila do elektroforetick¢ vany (Mupid One
Electrophoresis Systém) s 1x TBE pufrem. Do pfipravenych jamek jsem napipetovala 5 ul
markeru 100 bp DNA Ladder H3RTU, ktery jsem pouzila na stanoveni velikosti PCR
produkti. Dale jsem napipetovala 15 pul PCR produktu a spustila jsem elektroforézu na

zhruba 20 minut pfi 135 V. Béhem elektroforézy dochazi k separaci molekul DNA podle

velikosti.

Obr. 6: Hmotnostni marker (DNA ladder) 100bp DNA Ladder H3RTU, zdroj:
100bp DNA Ladder (Molecular Weight Marker), 2020

DNA

Mass Base Pairs

(ng/5ul)

1.5 % TAE agarose gel
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Na zaklad¢ velikosti PCR produktt pak ur¢ime genotyp ApoE genu. Velikosti produkti pro

jednotlivé izotypy se nachazi v Tabulce ¢. 7.

Tabulka ¢. 7: Hodnoty pro vyhodnoceni genotypu ApoE.

ApoE E3/E2 E4/E2 E4/E3 E4/E4 E3/E3 E2/E2
MIX A 451 451 451 451 451 -

MIX A - 588 588 588 - -

MIX B 451 451 - - - 451
MIX B 588 588 588 - 588 588

3.4 Laktozova intolerance

U Laktozové intolerance jsem testovala polymorfismy C/T-13910 a G/A 22018.
Polymorfismy jsem detekovala pomoci RFLP-PCR. Tato metoda se sklada ze dvou kroku.
Prvnim krokem si pomoci dvojice primert amplifikujeme konkrétni tsek DNA. V druhém
kroku RFLP dojde k restrikci produkti pomoci restrikénich endonukledz v misté se

specifickou nukleotidovou sekvenci.

A 5 KB

5 KB
homdlogo 2 —_—

homdlogo 1

=
sonda 5 KB

5 KB
homdlogo 1 =
2 KB 3 KB

homologo 2

sonda [— ) 2 KB

Obr. 7: Princip PCR RFLP, zdroj: Retama, 2008
Pro analyzu polymorfismu C/T-13910 a G/A-22018 jsem vyuzila MyTaqgTM Red DNA

Polymerase (Bioline). Master mixy pro pozadovany pocet reakci jsem namichala do 1,5 ml

zkumavek, v Tabulce ¢. 8 je uvedeno slozeni reakéniho mixu pro 1 reakeci.
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Tabulka ¢. 8: Master mix pro polymorfismus C/T-13910 a G/A-22018

reagencie Objem (48ul)
H,O 34,3

10x My Taq Red reak¢ni pufr 10

My Taq polymeraza 5U/ pl 0,2

DMSO 100% 2,5

Forward primer — LAC 13910 C/T (20|05

pmol), LAC 22018 G/A (20 pmol)

Reverse primer - LAC 13910 C/T (20 pmol), | 0,5

LAC 22018 G/A (20 pmol)

Tabulka ¢. 9: Sekvence pouzitych primert (Coelho et al, 2005 a Mattar et al, 2008)

primery

sekvence

LAC 13910 C/T forward

5'-GCT GGC AAT ACA GAT AAG ATA ATG GA-3'

LAC 13910 C/T reverse

S-CTGCTTTGG TTG AAG CGAAGAT -3

LAC 22018 G/A forward

5'-CTC AGT GAT CCT CCC ACCTC -3

LAC 22018 G/A reverse

5-CCCCTACCC TAT CAGTAAAGGC -3

Master mix jsem po vortexovani a stoCeni rozpipetovala po 48 pl do popsany
mikrozkumavek. Do kazdé zkumavky jsem piidala 2 pl DNA. Jako pozitivni kontrolu jsem
pouzila vzorky se znamym genotypem: heterozygota, wild type vzorek. Dale jsem pro
kontrolu mozné kontaminace pouzila negativni kontrolu, ke které jsem misto DNA ptidala
deionizovanou vodu. Sekvence primeri a reakcni protokoly jsem piebrala z obornych
publikaci konkrétné z publikace Mattar et al. (2008) a Coelho et al. (2005). Vzorky jsem
nakonec umistila do gradientového PCR termocycleru (MultiGene, Labnet). Prib&h PCR je

uveden v Tabulce ¢. 10.
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Tabulka €. 10: PCR profil pro polymorfismus C/T-13910 a G/A-22018

PCR profil | Cykly Teplota (°C) | Cas (min) Teplota (°C) | Cas (min)
-C/T 13910 | -C/T 13910 |-G/A 22018 |-G/A 22018

Pocate¢ni 1 cyklus 95 5 95 5

denaturace

denaturace 35 cyklu 95 1 95 1

annealing 57,4 1 60,3 1

elongace 72 1 72 1

Finalni 1 cyklus 72 5 72 5

elongace

Po ukon€eni PCR jsem PCR produkt zkontrolovala pomoci gelové elektroforézy na 4%

agarozovém gelu. Vysledkem amplifikaéni reakce byly produkt o velikosti 201 bp pro

polymorfismus C/T 13910 a o velikosti 271 bp pro polymorfismus G/A 22018.

Dalsim krokem PCR-RFLP, je restrikéni $tépeni pomoci endonukleaz. Michani restrikéni

reakce probihalo na vychlazeném stojanku. K45 ul PCR produktu pro C/T 13910 jsem
ptidala 10U restrik¢éni enzymu Hinfl (NE BioLabs) a k PCR produktu pro G/A 22018 10U
Hin6l (Thermoscientific) a 5 ul 10x piisluiného restrikéniho pufru — CutSmart™ buffer (C/T
13910) a Tango buffer (G/A 22018). Vzorky byly inkubovany v miniinkubatoru (Mini

Incubator, Labnet) alesponi jednu hodinu pfti teploté 37°C.

Oblast restrikéniho $tépeni Hinfl:

5.GJANTC...3

3..CTNA1G...5

Oblast restrikéniho $tépeni Hin6l:

5.6l CGC..3>

3..CGC1G...5

Zobrazeni restrikéniho Stépeni jsem provedla pomoci gelové elektroforézy.
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Mozné vysledky restrikéniho Stépeni a genotypy pro polymorfismus C/T-13910 jsou
zobrazeny v Tabulce ¢. 11.

Tabulka ¢. 11: Restrikéni Stépeni PCR produktu restriktdzou Hinfl pro polymorfismus C/T-
13910

Délky restrik¢nich fragmenta  |Genotyp
Laktazova persistence 177 bp + 24 bp TIT
heterozygot 201bp + 177 bp + 24 bp CIT
Laktazova non-persistence 201 bp C/IC

Mozné vysledky restrikéniho S$tépeni a genotypy pro polymorfismus G/A-22018 jsou
uvedeny v Tabulce ¢. 12.

Tabulka €. 12: Restrikéni St€peni PCR produktu restriktdzou Hin6l pro polymorfismus
G/A-22018

Délky restrikénich fragmenti Genotyp
Laktazova persistence 271 bp AlA
heterozygot 271 bp + 196 bp + 75bp G/A
Laktazova non-persistence 196 bp + 75bp G/G
3.5 1BS

SNP rs 4263839 v genu TNF SF15 spojeny s vyskytem IBS jsem vysetiila pomoci metody
real-time PCR s analyzou kiivek tani. Real-time PCR probiha ve specialnim cycleru, ktery
zaznamenava mnozstvi DNA a to v prubéhu kazdého cyklu. V tomto ptipadé byl pouzit
LightCycler 2.0 firmy Roche Diagnostics. Reakce byla pfipravena Vv chladicim stojanku
V laminarnim boxu. PCR master mix jsem namichala podle Tabulky ¢. 13. Reakéni profil je

uveden v Tabulce ¢. 14.
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Tabulka ¢. 13: Master mix pro TNF SF15 (rs4263839)

Reagencie

Objem (ul)

H>0

10,4-14,4

Reagent mix LightSNiP (TIB MOLBIOL) 1

LightCycler  FastStart DNA  Master | 2
HybProbe (Roche Diagnostics)

MgCI2 (25mM) 1,6
DNA 1-5

Tabulka ¢. 14: Reak¢ni profil pro IBS pro LightSNiP assay

Denaturace Amplifikace Tani Chlazeni
Cykly 1 45 1 1
Teplota (°C) 95 95 60 72 95 40 85 40
Trvani 10 min 10s 10s 15s | 20s | 20s 0s 30s
Teplotni 20.0 20.0 20.0 20.0 | 20.0 | 20.0 0.2 20.0
skok (°C/s)
Akviziéni - - jednoduchy - - - kontinualni -
mod

odpovida

Detekce a analyza se odehravala ve fluorescenénim kanalu FAM (530nm). Vysledkem je

ktivka tani, ktera dikriminuje sondy pro jednotlivé polymorfismy na zéklad€ odlisné na

teploty tani (T, melting temperature). Pfiklad analyzy kiivky tani je zobrazen na obrazku 8.

TIT-

odpovida
homozygotniho genotypu TT

Obr. 8: Priklad analyzy ktivky tani na pfistroji
LightCycler 2.0 v kanalech FAM: wt CC —
wild type odpovida genotyp u CC, het C/T—
heterozygotnimu genotypu CT,

mutovanému

Melting Peaks

o4
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3.6 Celiakie

Pro zjisténi rizikovych HLA alel byla pouzita metoda real-time PCR a kit EliGene Coeliac
3.0 RT CE IVD (Elisabeth Pharmacon) dle doporuceni vyrobce. Kit EliGene Coeliac 3.0 RT
dokaze detekovat alely HLA-DQ2.5 (DQA1*05, DQB1*02), HLA-DQ2.2 (DQA1*02) a
HLA-DQS8 (DQA1*03, DQB1*03:02). Tento kit obsahuje tfi pfedmichané master mixy
(CELI-DQ2.5, CELI-DQ2.2, CELI-DQ8) a pro kazdy jeden vzorek jsou piipraveny tfi
reakce. Pied prvnim pouzitim se do kazdého master mixu napipetuji 3 ul Eliblockeru. Master
mixy jsem rozpipetovala po 18 pl a k nim jsem piidala 2 pl DNA. Spolu s vzorky jsem
testovala i pozitivni a negativni kontrolu. Pozitivni kontroly jsou soucasti kitu. Negativni
kontrolu jsem doplnila deionizovanou vodou. Real-time PCR poté probihd v LightCycleru
2.0.

Tabulka ¢&. 15: PCR profil pro celiakii

Faze Pocet cykld Teplota (°C) Cas Akviziéni mod
denaturace 1 95 3 min Zadny
cyklovaci 40 95 15 Zadny

61 40s jednotlivy
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4 VYSLEDKY

V ramci prace bylo otestovano 30 pacientli s poruchou autistického spektra. Diagndzy
pacientd jsem méla k dispozici od E.L.A. consulting s.r.o. (viz. Pfiloha). Ve vysledcich jsem
srovnavala autistické pacienty se zdravou evropskou populaci. Popula¢ni genetiku evropské
pro IBS, APOE a laktdzovou intoleranci jsem pouzila ze stranky Ensembl (Cunningham et al.,
2022). Data pro populacni genetiku celiakie jsem ziskala v laboratoti GENLABS, kde bylo
testovano 537 nediagnostikovanych jedinct. Vysledky jsem zpracovala v Excel 2010.

Primérny veék autistickych pacientd se pohyboval kolem 6 let. Nejmladsi testovany autista
m¢él 1 rok a nejstarsi 12 let. Zastoupeni pohlavi v testovaném souboru je uvedeno v Tabulce
¢. 16. Nejcastéjsi diagnozou byl détsky autismus (36,66 %) a ADHD (76,66 %), v nékterych
piipadech se tyto dvé diagnézy prekryvaly. Dale se u diagnostikovanych pacientt
objevovalo poSkozeni ¢i regres po Hexa (36,66 %) a MMR (40 %).

Tabulka €. 16: Zastoupeni pohlavi u vySetfovanych autistickych pacientti

Pohlavi Pocet
Zena 3 (10%)
Muz 26 (90%)
4.1 ApoE

7 7=

Konkrétné jde o genotyp E3/E3 genotyp E4/E3.
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Obr. 9: Piiklad fotografie elektroforetického gelu, kontrola PCR produktu. Prvni
jamka obsahuje hmotnostni marker (100 bp DNA LADDER H3RTU). V dalsich
jamkach se nachazi PCR produkty o velikosti 451 bp a 588 bp. Vzorek 1 (mix A:
Argl12 pozitivni, Argl58 negativni, mix B: Cys112 negativni, Cys158 pozitivni)
odpovida genotypu E3/E3. Vzorek 2 (mix A: Argl12 pozitivni, Argl58 pozitivni,
mix B: Cys112 negativni, Cys158 pozitivni) odpovida genotypu E4/E3. Posledni

jamka NK predstavuje negativni kontrolu.

Podle Guinco a jeho tymu jsou alely souvisejici s PAS €4 a €2. Na Obr. 10 mizeme vidét

zastoupeni jednotlivych isoforem u evropské populace (Ensembl).

ApoE

707 626%

60 -
® 50 -
2
s 40
S 30
2 20%
R 20 1 11,9 %

0 T T T _ T T 1

E3/E3 E3/E4 E2/E3 E4/E4 E2/E4 E2/E2
genotypy

Obr. 10: Grafické znazornéni zastoupeni genotypli genu APOE u evropské

populace (populacni genetika z Ensembl)
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Obr. 10 nam ukazuje, ze nejCastéji byva v populaci zastoupena varianta E3/E3, c¢ili
nerizikovd forma. Mirné riziko je zastoupeno ve 35 %. Nejvétsi riziko ma pouze 2,6 %
populace. V Tabulce ¢. 17 muzeme vidét vysledky genotypizace u APOE u vybranych

pacientu.

Tabulka ¢. 17: Piehled genotypizace u APOE u PAS

genotyp zastoupeni
E3/E3 20 (66,66%)
E3/E4 5 (16,66%)
E2/E3 3 (10%)
E4/E4 0
E2/E4 0
E2/E2 2 (6,66%)
ApoE (PAS
70 . 66,66 % P ( )
60 -
50 -
X 40 -
c
[}
g 30 -
8 50 - 16,66 %
I 10 %
10 - 6,66 %
0 0
\ a0 - - m
E3/E3 E3/E4 E2/E3 E4/E4 E2/E4 E2/E2
Genotypy

Obr. 11: Grafické znazornéni zastoupeni (v %) genotypl genu APOE u

autistickych pacientti

V souboru autistickych pacienti ma v nejveétsi zastoupeni nerizikova forma E3/E3 (67 %).

Méné rizikové formy se vyskytuji ve 33 % pacientd.
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4.2 Laktozova intolerance

PCR produkty jsou vizualizovany na 4% agar6zovém gelu. Vysledkem amplifikacni reakce
je PCR produkt o velikosti 201 bp pro polymorfismus C/T 13910 a PCR produkt o velikosti
271 bp pro polymorfismus G/A 22018. Mozné vysledky restrik¢niho $tépeni pro oba

polymorfismy miizeme vidét na obrazcich 12 a 13.

Obr. 12: Ptfiklad vysledku restrikéniho S§tépeni na 4%
agarézovém gelu. V prvni jamce se nachazi hmotnostni
marker. Nasleduje PCR produkt o velikosti 177 bp a 24 bp,
ktery odpovida genotypu T/T. Ve tfeti jamce je produkt o
velikosti 201 bp, ktery odpovida genotypu C/C. V posledni
jamce je PCR produkt o velikosti 201 bp, 177 bp a 24 bp,
ktery odpovida genotypu C/T. Prouzek velikosti 24 bp je

Spatné viditelny.

Obr. 13: Priklad vysledku restrikéniho Stépeni na 4%
agarézovém gelu. V prvni jamce se nachdzi hmotnostni
marker. Nasleduje PCR produkt o velikosti 271 bp, ktery
odpovida genotypu A/A. Ve tfeti jamce je produkt o
velikosti 196 bp a 75 bp, ktery odpovida genotypu G/G.
V posledni jamce je PCR produkt o velikosti 271 bp, 196
bp a 75 bp, ktery odpovidd genotypu G/A.Prouzek
velikosti 75 bp je $patné viditelny.

V genu MCM6 byl prokazan vyskyt polymorfismu 13910 C/T a 22018 G/A, souvisejici
s intoleranci laktdzy. Jsou tii mozné vysledky genetického testu. Genotyp CC/GG je typicky
pro intoleranci laktozy neboli neschopnost travit laktozu. Jedinci s genotypem CT/GA maji

vrozenou jen CasteCnou intoleranci laktozy. Jedinci schopni travit laktozu maji genotyp

TT/AA.
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Laktoza
40 - 37,2 %

CC/GG CT/GA TT/AA
genotypy

Obr. 14: Grafické zobrazeni zastoupeni polymorfismu C/T-13910 a G/A

22018 u evropské populace (populacni genetika z Ensembl).

Heterozygotni genotyp CT/GA se vyskytuje u 37,2 % evropské populace. U 30,6 % se pak
objevuje wild type genotyp CC/GG a u 32,2 % homozygotni genotyp TT/AA, ktery je
spojovan s celozivotni laktdozovou perzistenci. Poméry zastoupeni genotypi laktézové

intolerance u PAS pacientl muzeme vidét v Tabulce ¢. 18.

Tabulka €. 18: Zastoupeni jednotlivych genotypti asociovanych s laktézovou intoleranci u

PAS pacientil
genotypy zastoupeni
CCIGG 13 (43,33%)
CT/GA 10 (33,33%)
TT/AA 7 (23,34%)
Laktéza
50 ~

43,33 %

CC/GG CT/GA TT/AA
genotypy

Obr. 15: Grafické zobrazeni zastoupeni polymorfismu C/T-13910 a G/A22018 u PAS

pacientt 30



Na tomto grafu muzeme jasn¢ vidét, ze Klesl pocet tolerantnich lidi o 9% a naopak pocet
plné intolerantnich vzrostl o 13%. Pacienti s PAS maji problém s travenim laktézy mnohem

¢astéji, nez je uvadéno pro evropskou populaci.

4.3. I1BS

U onemocnéni drazdivého traéniku vySetiuje polymorfismus v genu TNF SF15 A/G (rs
4263839). Alela G je zodpovédna za nezadouci imunitni odpovéd’ spojenou s rizikem IBS.
Pritomnost genotypu AA nezptisobuje zadné nezadouci reakce. Mozné riziko IBS je spojené

s genotypem AG a genotypem GG.

IBS

- 0,
50 43,7 % 45,9 %

45 -
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 10,3 %
10 -

zastoupeni %

A/A A/G G/G
genotypy

Obr. 16: Grafické zndzornéni zastoupeni genotypli pro rozvoj
syndromu drézdivého tracniku (rs4263839 A/G) u evropské populace

(populaéni genetika z Ensembl)

Z grafu na Obr. 16 je patrné pomérné vysoké riziko onemocnéni IBS v evropské populaci
(46 %). Nizsi riziko vzniku a heterozygotni genotyp GA je zastoupen U 44 % populace.
Pouze 10 % populace ma velmi malé riziko onemocnéni IBS. Cetnost vyskytu genotypii IBS
u PAS pacientt najdeme v Tabulce ¢. 19.
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Tabulka ¢. 19: Zastoupeni genotypu spojenych s rizikem vzniku IBS u pacienti s PAS.

genotypy zastoupeni
A/A 4 (13,33%)
AlG 11 (36,66%)
G/G 15 (50%)
IBS (PAS)
60 -~
50 %
50

iy
o

zastoupeni %
w
o

20
10
0
A/A A/G G/G
genotypy

Obr. 17: Grafické zndzornéni zastoupeni genotypt pro rozvoj syndromu

drézdivého tracniku rs4263839 A/G u PAS pacientd.

V testovaném souboru je vysSi pocet pacienti s rizikem pro IBS (50%), pocet

heterozygotnich genotyptit G/A klesl na 37% a nerizikovy genotyp A/A naopak vzrostl o 5
%.

4.4 Celiakie

Rizikovymi haplotypy u celiakie jsou HLA-DQ2 a HLA-DQ8. U evropské populace
s diagnostikovanou celiakii se vyskytuji v procentudlnim zastoupeni HLADQ2 u 95% a
HLADQS8 u 8%. Za velmi vysoké riziko celiakie zodpovida haplotyp DQ2.5/DQ8, za vysoké
riziko haplotypy DQ2.5 a DQ8. S nizkym rizikem je spojovan haplotyp DQ2.2 a DQX.5.
Genotyp DQX.X neni povaZovan za rizikovy.
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Obr. 18: Grafické znazornéni  haplotypli asociovanych s celiakii u

nediagnostikované populace (537 vzorki laboratore GENLABS).

Nediagnostikovana populace podle obrazku 17 ma riziko vzniku celiakie v poloviné pfipadu.
Velmi vysoké riziko pro celiakii maji 2% populace a dalsi rizikové haplotypy asociované
s mirnym az vysokym rizikem celiakie jsou pfitomny témét u 70% populace. Zastoupeni

jednotlivych haplotypt asociovanych s celiakii u PAS pacienti je uvedeno v Tabulce ¢. 19.

Tabulka €. 19: Pfehled zastoupenych haplotypl asociovanych s celiakii u PAS

haplotyp zastoupeni
DQ2 0

DQ2.2 1 (3,33%)
DQ2.5 3 (10%)
DQ2.5/DQ2.2 5 (16,7%)
DQ2.5/DQ8 1 (3,3%)
DQ8 2 (6,7%)
DQX.5 6 (20%)
DQX.X 12 (40%)
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Obr. 19: Grafické znazornéni haplotypt asociovanych s celiakii u PAS

Obrazek 19 wukazuje zastoupeni jednotlivych haplotypti asociovanych s celiakii u
autistickych pacienti. Celkem 40 % autisti je na zakladé vysledku genetického testu bez
rizika celiakie. Mozné riziko pro vznik celiakie se vyskytuje u 60 % pacienti s PAS. Velmi

vysoké riziko maji pouze 3% pacientd.
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5 DISKUSE

Porucha autistického spektra patii mezi neurovyvojové poruchy ovliviiujici socidlni
komunikaci a interakci a je spojena s opakujicim se chovanim. PAS neboli také pervazivni
vyvojovou poruchu rozdélujeme do péti podtypi: Aspergeriv syndrom, autistickd porucha,
Rettiiv syndrom, nespecifikovand pervazivni porucha a détskd dezintegraéni porucha.
Nastroj, ktery ulehcuje diagnostiku PAS, se nazyva diagnosticky a statisticky manual
dusevnich poruch (DSM). Dalsi moznosti diagnostiky jsou hodnotici Skaly, mezi které patii
ADI-R, CARS a ADOS. Negjcast¢jsi diagnoézou u testovanych PAS pacientli byl détsky
autismus a ADHD, dale pak poskozeni po vakcinaci (MMR, HEXA).

Gl symptomy se u déti s PAS bézné vyskytuji a zpusobuji jim zna¢né problémy. Piesné
souvislosti mezi Gl a autismem nejsou bohuzel dosud znamy, avsak existuje mnoho hypotéz.
Jedna z nich je spojovana s mikrobiomem. Déti s PAS vykazuji zmény ve slozeni stievni
mikroflory. Mohou mit ve stfevé naptiklad zvySené mnozstvi kvasinek Canida, které
uvolnuji vétsi mnozstvi toxind (Li et al., 2020). Prevalence Gl symptomu U pacienti s PAS
se pohybuje mezi 23-70 %. Toto velké rozpéti GI problémi mize byt zptsobeno riznym
poctem sledovanych symptomu, riznou definici ptiznakt, nedostatky v metodologii nebo
veékem ¢i dalsimi kritérii (Chaidez et al., 2014). Mezi Gl symptomy patii bolest stiev, zacpa
a prijem (Adam et al, 2006), které¢ také odpovidaji klasickym projevim spojenym
s potravinovou alergii ¢i intoleranci. (Assa’ad et al., 2006). Potravinova intolerance se
vyznaCuje abnormalni reakci na nékterou potravinu (Craig, 2018). Tyto reakce mohou

zpusobovat toxicitu vV organismu a vést az k zanétlivému procesu v mozku.

V rdmci své bakalarské prace jsem se vénovala genu APOE, laktézové intoleranci, IBS a

celiakii. Vybrané genotypy jsem hodnotila u 30 autistickych pacientu.

Celiakie je imunitné zprostiedkované onemocnéni stfev zptsobené lepkem u pacientd S
genetickou predispozici (Ludvigsson et al., 2012). Celiakie je spojena s haplotypy lidského
leukocytarniho antigenu tfidy II podilejici se na imunitni odpovédi. S velkym rizikem vzniku
CD jsou spojeny piedevsim haplotypy DQ2 a DQ8 (Kneepkens et al, 2012). Nedostate¢né
traveni lepku vede ke zvySené produkci glutenovych protilatek a jiz existuje mnoho hypotéz,
které se zamétuji na jeho negativni vliv na CNS. Naptiklad nestraveny lepek miize negativné
ovlivnit mozecek, ktery ma na starosti motoriku, koordinaci pohybu atd. Hodnoceni 537

jedinct pro riziko celiakie prokazalo, ze 70 % neautistické populace nese alespon néjaké
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riziko vzniku celiakie. Velmi vysoké riziko (DQ2.5/DQS8) pak méli pouze dvé procenta

jedinct.

Predispozice pro celiakii byly zjistény pomoci metody real-time PCR uvedené v metodice.
Vyhodnoceni vysledkl pacienti s PAS pro riziko celiakie pfineslo nasledujici vysledky: 60
% autistt ma alesponi néjaké riziko vzniku celiakie. Nejvyssi riziko bylo nalezeno u 3 %
PAS pacientt. Z téchto vysledkd jasné vyplyva, ze vrozené riziko celiakie se u normalni
populace a autistickych pacientii vyznamné neli$i, u autistd je dokonce niz$i. Moznym
vysvétlenim by mohl byt velky rozdil v poctu pacientti PAS (30) a kontrol bez PAS (537).

Tento nepomér mohl ovlivnit vysledky.

Laktozovou intoleranci mtizeme oznacovat jako syndrom se stfevnimi ptiznaky vyvolanymi
konzumaci potravin obsahujici laktézu, zapfi¢inény nedostate¢nou aktivitou laktazy
v tenkém stievé (Berni et al., 2016). S hypolaktazii dospélého typu je spojen zejména
polymorfismus v genu MCM6 13910C/T (rs4988235) a 22018 (rs182549). Jedinci s
genotypem CC/GG neumi travit laktozu, aktivita laktazy ptirozené klesa a objevuji se
symptomy jako plynatost, prijem a bolesti bficha (Enattah et al., 2002). Heterozygotni
genotyp CT/GA je spojen s c¢astecnou intoleranci laktdzy, ktera se ve vétSing pripadi
neprojevi, jelikoz k 50 % aktivité laktazy a tedy dostate¢nému traveni laktdzy staci
pfitomnost pouze jedné alely T. U PAS pacienta byl pozorovan problém s travenim
disacharidazy, ktery miize vznikat po zanétu stfev ¢i jako vrozena predispozice. Populacni
genetika z Ensembl (Cunningham et al, 2022), kterou jsem v ramci vysledkt téz zapracovala
do své prace, ukézala, zZe ¢asteCnou nebo Uplnou neschopnosti travit laktézu trpi 68 %
evropské populace. Kolem 30 % pak trpi uplnou intoleranci laktozy, kterou nedokaze $tépit.
Geneticky test pro laktéozovou intoleranci byl proveden pomoci metody PCR-RFLP. U 77 %
autistll byla prokazana intolerance laktozy, pficemz Uplna intolerance se vyskytovala u 43,3
%. 1 pfes maly testovany soubor, je patrné, Ze autisté trpi neschopnosti travit laktézu vice,
nez je bézné v normalni populaci. Z tohoto diivodu by mezi laktézovou intoleranci a

autismem mohla existovat néjaka souvislost.

Syndrom drazdivého tra¢niku patfi mezi nejrozSifengj$i chronické gastrointestindlni
onemocnéni (Chey et al., 2015), vyvolané konzumaci tzv. FODMAP sacharidi. Jedna se o
vysoce fermentované oligo-, di-, monosacharidy a polyoly. Ptikladem je fruktoza, laktoza,
cukerné alkoholy, fruktany a galaktany (Bellini et al., 2020). Mnoho studii ukazuje na

spojeni mozku a stieva. V souvislosti s tim byly u IBS pacienti pozorovany zmény v ¢asti
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mozku, které souvisi semocemi. SIBS je spojeny polymorfismus TNF SF 15 G/A
(rs4263839) a riziko IBS je asociované s alelou G. V normalni populaci se toto riziko
vyskytuje u 90 % jedinci. VySetfeni polymorfismu rs423839 asociovaného s IBS bylo
provedeno metodou real-time PCR. Rizikové genotypy byly v testovaném souboru nalezeny
u 87 % pacienti. Genotyp GG asociovany s rizikem IBS se vyskytoval v 50 %. Procentualni

zastoupeni u pacienti s PAS a v normalni populaci se pfili§ nelisi,

Apolipoprotein E (APOE) funguje jako hlavni pienaSe¢ cholesterolu v mozku, ktery
ovlivituje rast neurond, synaptogenezi a vznik neurozanétu. Je soucasti lipoproteinti VLDL a
HDL. Alely asociované s autismem jsou €4 a €2. V normalni neautistické populaci se
vyskytuje 25 % jedincti S moznym rizikem a jen 3 % s vysokym rizikem pro PAS. Pacienti
s PAS byli otestovani pomoci metody PCR ARMS. Rizikové alely APOE byly u pacientti
s PAS detekovany v 17 % ptipadt a rizikovou isoformu E4/E4 nenesl ani jeden z nich.
Vyskyt rizikovych alel nebyl v testované skupiné autisti nijak vys$§i nez v normalni

populaci.

I ptes neprikaznost zpracovanych vysledku, kterda mize byt ovlivnéna malym souborem
pacienttl, je diagnostika gastrointestinalnich poruch u PAS pacientd velice Zadouci. VEasna
diagnostika a nasazeni spravné diety muize autistim nejen ulevit od GI problémd, ale i
autistickych symptomi (napf. agrese). Nejcastéji pouzivanou dietou byva GFCF dieta, tedy
eliminace lepku a kaseinu. Porucha traveni téchto slozek zpusobuje vznik toxického
gliadinomorfinu a kazomorfinu a jejich vysoka hladina ptisobi toxicky na nervovy systém.
V souvislosti s autismem je nejvice popisovana celiakie. Dalsi vhodnou dietou mize byt
FODMAP dieta. Vhodné stravovaci navyky a elimina¢ni diety by mély byt u autistl
zavedeny Vv co nejniz§im veéku, kdy organismus neni na lepku a kaseinu tolik zavisly a je
mozné stravu snadno zménit. Po nasazeni nékteré z diet se mize zdat, ze se projevy autismu
zvysily (dochazi totiz K abstinenénim ptiznakim, které po né&jaké dobé odezni a situaci se
vyrazné zlepsi). Ke Spatnym stravovacim navykiim u PAS mize piispivat porucha funkce

motoriky. Spatna komunikaéni schopnost zase zhor§uje moznosti diagnostiky.
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6 ZAVER

V ramci teoretické Casti bakalafské prace byly shrnuty soucasné poznatky o Poruchéch
autistického spektra a vybranych potravinovych intolerancich. Uvedena je zde zejména
zakladni charakteristika, typy a diagnostika PAS, poznatky o spojeni gastrointestinalnich
problému s autismem a informace o vybranych potravinovych intolerancich (IBS, APOE,

celiakie, laktdzova intolerance).

V soucasné dob¢ je stale jasnéjsi, ze GI problémy jsou u pacientd s PAS zcela bézné.
V mnoha piipadech ovSem nejsou spravné diagnostikovany, diky nedostatecné komunikaci
s postizenymi PAS pacienty. Pii diagnostice je tfeba nasadit diety, které jsou u autisti
problémové, vzhledem k jejich averzi kjidlu. Pokud se povede u autisti nasadit dietu,
napiiklad bezlepkovou, dochazi k vyraznému zlepSeni jak GI problémd, tak i autistickych

symptomul.

Hlavnim cilem experimentalni ¢asti bylo praktické zvladnuti laboratornich metod vedoucich
ke zjiSténi genovych variant asociovanych s rozvojem lakt6zové intolerance, celiakie, IBS
aizotypu genu APOE. Pouzitymi metodami byly PCR ARMS (APOE), PCR RFLP
(laktozova intolerance) a real-time PCR (IBS a celiakie).

Experimentalni &ast probihala v laboratoii GENLABS v Ceskych Budgjovicich.
Vysetfovanymi polymorfismy byly pro IBS rs 4263839 A/G v genu TNF SF15, pro
laktézovou intoleranci C/T 13910 a G/A 22018 v genu MCMS6, rizikové haplotypy HLA
DQ2.5, HLA DQ2.2, HLA DQ8, HLA DQX.5 a HLA DQX.x pro celiakii a isotypy genu
APOE: ApoE3, ApoE4 a ApoE2. Nasledovalo vyhodnoceni vysledkli a zpracovani

ziskanych dat, ktera nam ukézala zastoupeni jednotlivych genotypt u pacienti s PAS.
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8 PRILOHY

Ptiloha 1: souhlas s genetickym laboratornim vysetfenim
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Souhlas s genetickym laboratornim vySetienim

B. PROHLASENI VYSETROVANE OSOBY

B. 1. Za vy3e uvedenym tifelem souhlasim s odbérem dile uvedeného vzorku z mého téla a s provedenim
téchto vySetfeni:

Cytogenetickd vySetieni:

Ze vzorku:
Zilni krev shiny tkan: kize, sval

B. 2. Souhlas vySetFované osoby/zikonného zistupce:
Potvrzuji, Ze mi bylo poskytnuto poradenstvi ke genetickému laboratomimu vySetieni za (¢elem jak uvedeno
shora a Ze jsem poskytnuté informaci porozumél/a. Lékafem mi bylo sdeleno a vysvétleno nasledujici:
o [Uel, povaha, pfedpokladany ptinos genetického laboratomiho vyetfeni
e Mozny dopad vysledki genetického vySetfeni na mé zdravi, na zdravi mych potomki (budoucich
generaci) a zdravi geneticky pfibuznych osob
* Rizika neotekavanych nalezi, coZ jsoun nalezy, které nejsou acelem genetického laboratorniho
vySetfeni, pfesto je analyza genetické informace zjisti. Neotekavané nalezy lze rozdélit na skupinu
nalezil, které mohou mit pro pacienta a osoby s nim geneticky pfibuzné zavazny dopad (napl. zvy3ena
nichylnost k nidorovym onemocnénim nebo nepotvrzeni otcovstvi). Druhou skupinou jsou nalezy,
které se odliduji nalezll béZznych, ale jejich konkrétni dopad na soucasny a/nebo budouci zdravotni stav
pacienta a geneticky pfibuzné osoby nelze na zakladé soutasnych znalosti stanovit.

.r.0., Geneticka laboratof GENLABS; Lipova 17899, 370 05 Ceské Budé&jovice 2,
IC: 018 53 805, spol. vedena u Méstského soudu v Praze, odd. C. vl. 212629
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Mél/a jsem moZnost vie si fadné, v klidu a v dostateéné poskytnutém Case zvazit, mél/a jsem moZnost se lékate
zeptat na vie, co jsem povaZoval/a za pro mne podstatné a potfebné védét a probrat s nim vie, ¢emu jsem
nerozumel/a. Na ty to meé dotazy jsem dostal/a jasnou a srozumitelnou odpoved'.

B. 3. Rozhodl/a jsem, Ze se vzorkem bude po ukondéeni testovini naloZeno takto:

Souhlas se skladovinim

O Pokud to bude moZzne a/nebo ucelné, bude miy vzorek skladovan pro dalsi vy3etfeni provedena k mému
prospéchu a prospéchu mych pfibuznych. Pfed genetickym vy3etfenim, které by se provadélo za jinymi icely
neZ uvedeno v &sti A, budu Fadné poucen/a a toto vy3etfeni bude vZdy provedeno aZ s novym informovanym
souhlasem. Vzorek bude skladovan u poskytovatele zdravotnich sluZeb uvedeného v zihlavi nebo v laboratoh
spolupracujiciho poskytovatele a to nejvyse po dobu 50 let.

e Jestlize bude vzorek mého biologického materialu dale skladovan, souhlasim/nesouhlasim s jeho
vyuzitim ke kontrole kvality DNA diagnostiky (vzorek je pouZit jako kontrola pro vy3etfeni jiného
pacienta).

¢  Souhlasim/nesouhlasim® s anonymnim vyuZitim skladovaného biologického materidlu v lékafském
vyzkumu dédiénych onemocnéni.

¢  Souhlasim/nesouhlasim® s tim, Ze mohu byt znovu kontaktovan/a, na adrese uvedené ve zdravotnické
dokumentaci, za u¢elem souhlasu s vyuZitim mého skladovaného biologického materidlu v konkrétnim
vyzkumném projektu.

Nesouhlas se skladovanim

O Mij vzorek bude po provedeni genetického laboratoriho vy3etfeni zlikvidovan max. po 15 mésicich od data
dorudeni do laboratofe s tim rizikem, Ze nebude jiZ mozné v budoucnosti vysledek vy3etfeni v plipadé potfeby
znovu ovefit a ze zhkvidovani vzorku miize vést ke zhorSeni dostupnosti diagnostiky v rodinnych pfislusniki.
Dale jsem si védom, Ze pro dalsi genetické testovani bude nutny novy odbér materialu.

B. 4. Dile si pfeji nasledujici:

e Abychs vysledky genetického laboratorniho vySetfeni - byl(a) / nebyl(a) seznimen(a)*
*  Abychs vysledky neotekavanych nalezi byl(a)/nebyl(a) seznimen(a) *
*  Aby o vysledcich vySetfeni a/nebo neolekavanych nilezech® byly informoviny nasledujici osoby:

e  Souhlasim/ nesouhlasim® s vyuZitim vysledki genetického laboratomiho vySetfeni a relevantnich
informaci 0 mém zdravotnim stavu, v&etng fotodokumentace, k védeckym a vyukovym ageliim za
podminky, Ze tyto idaje budou prezentovany a publikoviany pouze v anonymni formé.

Na zikladé tohoto pouceni prohladuji, Ze souhlasim s odbérem pFisluiného vzorku z mého télaa s
provedenim vy%e popsaného genetického laboratorniho vySetfeni s podminkami uvedenymi vyse.
Jsem si védom/a, Ze sviij souhlas mohu kdykoliv pisemné odvolat.

Podpis vySetfované osoby (zakonného ZAStupee). ...

GENLABS s.r.0., Geneticka laboratof GENLABS; Lipova 17899, 370 05 Ceské Budé&jovice 2,
IC: 018 53 805, spol. vedena u Méstského soudu v Praze, odd. C, vI. 212629
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Ptiloha 2: diagnézy autistickych pacientti

LIC Diagno6za
F-84,F-90, t¢zka forma ADHD, regres po HEXA, MMR, gastro-entherokolitida,
33/21 zonulin 2865
139/20 | tézka forma autismu, ADHD, ADD, poskozeni po vakcinaci MMR
149/21 | détsky autismus, ADHD, malem umiel po Hexa, dalsi regres po MMR
165/21 | détsky autismus, ADHD, regres po HEXA a MMR
191/21 | détsky autismus, ADHD, neo¢kovan, NGS
324/21 | Détsky autismus, ADHD, histamin, nemluvi
543/20 | détsky autismus, ADHD, regres po HEXA a MMR, po fekalni transplantaci
603/20 | F-90, F-84, ADHD, ADD, poskozeni HEXA, MMR, vady fe¢i, mentalni omezeni
tézka forma autismu, ADHD, ADD, poskozeni po vakcinaci HEXA MMR,
686/20 | paraziti
691/20 | détsky autismus, ADHD, ADD, poskozeni HEXA, MMR
205/21 | détsky autismus, ADHD, doo¢kovan v roce 2021, tézky regres
633/21 | détsky autismus, F-90, F-84, ADHD, nemluvi
détsky autismus, t€Zké forma autismu, ADHD, regres po HEXA a MMR,
844/21 | nemluvi
1022/21 | détsky autismus, ADHD, po HEXA a MMR regres
1080/21 | PAS, ADHD, dysfazie, SPD (sensory processing disorder)
23/22 PAS, velké zaZivaci potize, zpozdény vyvoj, fekalni transplantace
65/22 PAS, zpozdény vyvoj
131/22 | podezieni na PAS a ADHD
205/22 | PAS, ADHD, alergie
455/22 | détsky autismus, ADHD
172/21 | porucha SPD, dysfazie, vady feci
195/21 | ADD, met. syndrom, regres a poskozeni po HEXA a MMR
270/21 | ADD, ADHD, poskozeni z HEXA, mentalni retardace
404/21 | ADHD, dysfazie, vady feci
679/21 | mentalni retardace, ADHD, nemluvi, gastrointestinalni potize
775/21 | F-90, regres po MMR, genitopatelarni syndrom, mentalni retardace
505/22 | dit¢ je prilis malinké, ztrata rovnovahy, nechutenstvi, velka podrazdénost,
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encefaliticky plac, vysoka cholinesteraza

547/22 | R620, F-89, ADHD, oligofrenie, agresivita, nizsi intelekt, dysfazie, IAG
ADHD, té7ka mentalni retardace, SIBO-disbidza, gastro-imuno abnormality,

554/22 | IAG

79/23 diagndza nebyla poskytnuta
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