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Z K R A T K Y 

A D H D - syndrom poruchy pozornosti s hyperaktivitou 

APC - antigen prezentující buňky 

APOE - apolipoprotein E 

AS - Aspergerův syndrom 

ASD - autism spectrum disorder, poruchy autistického spektra 

D N A - deoxyribonukleová kyselina 

GI - gastrointestinální 

HFA - vysoce funkční autismus 

H L A -lidský leukocytární antigen 

IBS - syndrom dráždivého tračníku 

IgE - imunoglobulin e 

M H C - hlavní histokompatibilitní komplex 

PAS - porucha autistického spektra 

PCR - polymerázová řetězová reakce 

PCR-ARMS - amplifikační refrakterní mutační systém 

PCR RFLP - restriction fragment length polymorphism 





1 Ů V O D 

Porucha autistického spektra je neurobehaviorální porucha projevující se potížemi se sociální 

komunikací a omezenými, opakujícími se vzorci pro chování, zájmy a aktivity. Kromě 

těchto specifických potíží jsou významné u autistů i gastrointestinální poruchy, vyskytující 

se u 46-84 % z nich. Typickými gastrointestinálními problémy pozorovanými u PAS jsou 

chronická zácpa, chronický průjem, gastroezofageální reflux, nevolnost a nadýmání. 

Nedávné epidemiologické studie prokázaly významnou souvislost mezi rizikem PAS a 

potravinovými intolerancemi významnou souvislost. 

V teoretické části této práce shrnuji obecné poznatky o autismu, jeho rozdělení do skupin a 

možnosti diagnostiky. Dále se věnuji potravinovým intolerancím, konkrétně intoleranci 

laktózy. Dále jsem se věnovala reakci na lepek (celiakii), metabolismů lipidů (APOE) a 

syndromu dráždivého tračníku. 

Cílem experimentální části bylo nejen zvládnutí správné laboratorní práce v genetické 

laboratoři, ale i otestování polymorfismů C/T13910 a G/A 22018 MCM6 genu, isoforem 

genu APOE, polymorfismů rs4263839 genu TNF SF15 a rizikových haplotypů pro celiakii u 

vybraných autistických pacientů. Výsledky pro jednotlivé genotypy byly porovnány s daty 

pro evropskou populaci získanými s databáze Ensembl (Cunningham et al., 2022). 

1.1 Poruchy autistického spektra 

Porucha autistického spektra patří mezi neurovývojové poruchy známé především pro 

nedostatky v sociální komunikaci, kontaktu a přítomností omezených zájmů a opakujícím se 

chováním (Hodges et al., 2020). 

1.1.1 Historie 

Poprvé použil termín autismus v roce 1908 švýcarský psychiatr Eugen B L E U L E R u 

pacientů se schizofrenií. Slovo autismus bylo odvozeno od řeckého slova „autós", v překladu 

„já"'. V roce 1943 pak Leo Kanner použil toto slovo pro popis jazykových poruch a sociální 

izolace u dětí bez schizofrenie (Sharma et al, 2018). 
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V roce 1944 Hans Asperger identifikoval děti se sociální izolací a jazykovými problémy, což 

vedlo k diagnóze nové poruchy známé jako Aspergerův syndrom (Asperger, 1944, Sharma et 

al., 2018). Aspergerův syndrom patří mezi pervazivní vývojové poruchy, které negativně 

mění motorickou, emoční, kognitivní a řečovou úroveň dítěte. V roce 1994 bylo popsáno 

celkem pět pervazivních vývojových poruch: Aspergerův syndrom, autistická porucha, 

Rettův syndrom, nespecifikovaná pervazivní porucha a dětská dezintegrační porucha 

(Sharma eta l , 2018). 

1.1.2 Aspergerův syndrom 
Prevalence Aspergerova syndromu (AS) je 0,147 % v české populaci. Častěji jím trpí muži, 

až devětkrát častěji než ženy (Thorová, 2006). Diagnostika tohoto syndromu je poměrně 

složitá, jelikož není jednoduché určit hranice mezi Aspergerovým syndromem a vysoce 

funkčním autismem (HFA). Přesto jsou mezi nimi určité rozdíly (Klin et al., 2000). Pacienti 

s AS mají vyšší IQ skóre než pacienti s HFA. Lidé s PAS (porucha autistického spektra) a 

s IQ menším 70 by neměli být zařazováni do AS. Jejich řečové schopnosti bývají formálně 

správné. Vyznačují se ovšem drobnými zvláštnostmi, jako je egocentrický komunikační styl 

(vedou dlouhé monology na různá témata, zajímají se pouze o sebe samé), složité 

navazování vzájemné konverzace či přecitlivělá reakce na informace získané od ostatních 

(Hrdlička, 2020). V sociální oblasti se AS od HFA opět liší. Děti s AS jsou sociálně 

izolované. Důvodem ovšem není jejich nezájem o kontakt, ale výrazná odlišnost, která často 

brání navázání přátelství či partnerství. Jejich stereotypní zájmy bývají propracovanější a 

často mezi ně patří shromažďování informací o nějakém problému například technické 

vlastnosti, typy a vývoj lokomotiv (Attwood, 2005). Dalším specifikem u AS je motorická 

neobratnost. Pacienti s AS bývají diagnostikováni v porovnání s ostatními PAS v pozdějším 

věku. Normální průměrný věk diagnostiky se pohybuje kolem pátého roku života. U AS se 

pohybuje kolem 11. roku života a může se stát, že jsou lidé diagnostikováni až v dospělosti 

(Hrdlička, 2020). 

1.1.3. Autistická porucha 
Autistickou poruchu (AP) rozdělujeme na dětský a atypický autismus. Dětský autismus je 

nejzávažnější z pervazivních vývojových poruch. Prevalence této poruchy je 0,147 % 

v české populaci (Thorová, 2006). Objevuje se až pětkrát častěji u chlapců než u dívek. A P 

se vyznačuje specifickými abnormalitami, které mají neurobiologický podklad. U zhruba 

poloviny pacientů byly popsány abnormální E E G nálezy, dále abnormality mozkové kůry 

(např. zmenšený parietální a frontální lalok, mikrogyrie, makrogyrie), mozečkové 
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abnormality, abnormality hippokampu, amygdaly a corpus callosum. Najdou se však i 

pacienti s AP bez těchto abnormalit. Pokud se podíváme na typické vlastnosti autismu, patří 

mezi ně nezájem o jakýkoli sociální kontakt, porucha fantazie, opožděný vývoj řeči, 

obsedantní chování v oblasti neměnnosti života, stereotypní chování a stereotypní motorické 

pohyby. Díky dlouhodobým sledováním víme, že zhruba dvě třetiny autistů zůstanou i 

v dospělosti handicapováni a jsou závislí na pomoci zvnějšku. Ovšem jsou i takoví, kteří 

jsou relativně schopni normálního života. Těchto jedinců bývá kolem 20 % a řadí se do 

skupiny označované jako vysoce funkční autisté (Hort, 2008). 

1.1.4 Rettův syndrom 
Rettův syndrom byl poprvé popsán v roce 1965. Na rozdíl od předchozích poruch v tomto 

případě je postiženo více dívek než chlapců. Jeho prevalence není tak vysoká, bývá u 0,0098 

% dívek v české populaci (Thorová, 2006). Jako jediná PAS porucha má genetickou příčinu. 

Jedná se o mutaci v X vázaném genu methyl-CpG-binding protein 2, který je nezbytný 

k normální funkci nervových buněk (Kýle et al., 2018). Na začátku onemocnění probíhá u 

pacientů normální vývoj, postupem času pak dochází ke ztrátě manuálních dovedností, řeči 

či zpomalení růstu hlavy. U pacientů se objevuje skolióza a výsledkem onemocnění bývá 

těžké mentální postižení (Hort, 2008). 

1.1.5 Dětská dezintegrační porucha 
Tato porucha se dříve označovala jako Hellerův syndrom a poprvé byla popsána roku 1908. 

Děti v tomto případě nejprve procházejí normálním vývojem, po kterém dochází krychle 

ztrátě (v řádu několika měsíců) dříve získaných dovedností. Ke zlomu dochází před desátým 

rokem života. Prognóza není příznivá. Většina pacientů zůstává nenávratně mentálně 
i ' / T T ^,r\r\r<\ Tab. 1 Rozdíly mezi jednotlivými pervazivními vývo jovými poruchami 

retardovaná (Hort, 2008). 
Znak Dětský Aspergerův Rettův Jiná Jiné 

autismus syndrom syndrom dezintegr. 
porucha 

PDD 

Vek pFi 0-3 > 3 0,5-2.5 > 2 různé 
rozpoznání 
(roky) 
Pohlaví M > Ž M > Ž i M > Ž 

M > Ž 
Inteligence MR - norma podprůměr 

- norma 
závaznější 
MR 

závažnější 
MR 

MR - norma 

Regrese nékdy ne ano •no většinou ne 
Komunikační převážně dobré velmi velmi různé 
schopnosti omezené spatné spalne 
Sociální 
schopnosti velmi špatné spatné závisí na věku velmi špatné různé 
Omezené různé ano ne valid ní neval id ní různé 
zájmy rys rys 
Rodinná málokdy často ne ne ? 
anamnéza 
podobných 
obtíží 
Výskyt běžný m velmi častý běžný ? 
epilepsie 
Prognóza různá většinou velmi velmi různá Prognóza 

dobrá spalna špatná 

PDD - pervazivní vývojová porucha, M - muži, Ž - ženy, MR - mentální retardace 

Obr. 1: Pervazivní vývojové poruchy, zdroj: Mcpartland et al., 2012 
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1.1.3 Diagnostika 

ASD postihuje přibližně 1 z 50 - 100 narozených dětí (Genovese et al., 2020). Nejčastěji 

bývají diagnostikovány před třetím rokem života (asi 85 %), průměrným diagnostickým 

věkem jsou pak čtyři roky (Al-dewig et al., 2020). Pro onemocnění tohoto typu neexistují 

žádné spolehlivé biomarkery, proto musí být diagnóza stanovena pouze na základě chování 

pacienta (Lord et al., 2018). Diagnostika začíná klinickým zhodnocením, které ovšem 

nemusí být pro stanovení dostačující, zahrnuje kontakt a odběr anamnézy (nástup příznaků a 

vývoj). Detailnější pohled umožňují kritéria MKN-10. Jedná se o mezinárodní klasifikaci 

nemocí, která kodifikuje systém označování a klasifikace lidských onemocnění a poruch 

(Hrdlička, 2014). 

Níže uvedené hodnotící škály popsal pedopsychiatr Hrdlička v roce 2014 v knize Dětský 

autismus: přehled současných poznatků. 

Nejvíce užívaným diagnostickým nástrojem bývá škála CARS (childhood autism rating 

scale). Tato stupnice byla vypracována na univerzitě v Severní Karolíně. Její vyhodnocení 

trvá zhruba půl hodiny až hodinu. Zahrnuje celkem 15 oblastí hodnocení (vztah k lidem; 

imitace; emocionální reakce; motorika; užívání předmětů a hra; adaptace na změny; zrakové 

reakce; sluchové reakce; čichové, chuťové a hmatové reakce; strach a nervozita; verbální 

komunikace; neverbální komunikace; úroveň aktivity; úroveň intelektových funkcí; celkový 

dojem), které jsou hodnoceny stupnicí od 1 do 4. Pokud pacient dosáhne méně než 30 bodů, 

pak se o autismus nejedná. Dosažení 30-36 bodů je hodnoceno jako lehký až střední 

autismus. Těžké symptomy se vyskytují od 36 bodů a více. Bohužel má tato škála malou 

spolehlivost a používá se především jako screening. 

Další škálou je ADI-R (autism diagnostic interview - revised), která je vhodná k diagnostice 

od 18. měsíce života. Rozhovor probíhá mezi speciálně zaškoleným pracovníkem a 

pečovatelem (nejčastěji matkou). Obsahuje přibližně 111 otázek a trvá kolem tří hodin. 

Nejprve se věnuje odběru anamnézy a zkoumá důvody znepokojení. Další otázky jsou 

zaměřené na ranný vývoj dítěte (první projevy poruchy, řeč, motoriku, komunikaci apod.). 

Otázky 42-69 se věnují sociálnímu vývoji a hře. Zájmy a chování spadají pod otázky 70-85, 

celkové chování pak pod otázky 86-96. Poslední otázky zjišťují zhoršování stavu a speciální 

schopnosti. U všech těchto otázkových okruhů je dána minimální hranice pro pozitivitu. 

Pokud je jedinec pozitivní ve všech čtyřech základních otázkových okruzích, spadá pod 

diagnózu dětský autismus. 
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Škála ADOS (autism diagnostic observation schedule) byla původně rozdělena na dva 

moduly. Pro děti s dobrou schopností komunikovat se používal ADOS a pro děti s nízkou 

úrovní jazyka PL-ADOS. V současnosti je ADOS rozdělen celkem na čtyři moduly. První 

z nich se zabývá dětmi, jejichž slovní zásoba zahrnuje méně než 5 slov. Druhý pracuje 

s dětmi, které užívají jednoduché věty a mají problém s plynulostí řečí. Děti a adolescenti 

s plynulou řečí patří pod třetí modul. Čtvrtý modul se věnuje adolescentům a dospělým. 

Celkové vyšetření trvá 30 až 60 minut (Hrdlička et al., 2014). 

Pl I.•.' M PDD dle 
klinického obra/u 

Zhodnoceni dle kritérii 
MKN-10 

Newtuiuie podezřeni na 
PDD 

Vylučuje podezření na PDD Newtuiuie podezřeni na 
PDD 

* Sporný nebo hraniční 
Skala CARS výsledek 

Vyšetřeni Skálou ADI-R či 
ADOS 

Vylučuje diagnózu PDD 

Psychologické vy Komplexní lékař
šetřeni ské vyšetření 

Stanovení tíže postiženi 
a rámcové prognózy. 

Vytvoření komplexního 
terapeutického plánu. 

Laboratorní screening 
Screening vrozených 

metabolických vad 
Genetické vyšetřeni 

ORL vyšetření 
Foniatrie 

Neurologické vyš. 
EEG vyšetřeni 

OČni pozadí 
Magnetická rezonance 
mozku (fakultatívne) 

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

1.2 POTRAVINOVÉ INTOLERANCE 

Potravinové intolerance jsou definovány jako neimunologické reakce na některé složky 

potravy. Intolerance může být zaměněna za potravinovou alergii. Ta se od intolerance však 

liší tím, že se jedná o skutečnou imunitní reakci na potraviny. Potravinová intolerance bývá 

relativně častá. V dnešní době jí trpí přibližně 15-20 % lidí (Lomer et al., 2015). 

1.2.1 Gastrointestinální trakt 
Gastrointestinální trakt byl v souvislosti s autismem přehlížen až do 90. let 20. století. Před 

90. lety se ovšem objevila studie, ta vybrala 15 autistických pacientů a u poloviny zjistila 
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zažívací problémy s přerušovaným průjmem, což naznačilo větší prevalenci GI problému 

oproti neautistické populaci (Goodwin et al., 1971). Následovalo mnoho dalších výzkumů 

s rozdílnými závěry, přičemž prevalence GI symptomů se pohybovala od 20 % do 70 % 

(Chaidez et al., 2014). V roce 2014 byla provedena metaanalýza, která dospěla k závěru, že 

děti s PAS mají větší riziko GI symptomů než děti bez PAS. Mezi nejčastější příznaky GI se 

řadí nadýmání, bolesti břicha, průjem, říhání, příznaky gastro-ezofageálního refluxu (zpětný 

tok žaludečních šťáv ze žaludku do jícnu) a zácpa (Mcelhanon et al., 2014). 

1.2.1 Lepek 
Lepek neboli gluten (latinsky lepidlo) je hlavní zásobní bílkovina nacházející se 

v pšeničných, ječmenných a žitných zrnech. Skládá se z několika stovek proteinů, především 

gliadinu a gluteninu. Právě gliadin obsahuje peptidové sekvence, které odolávají 

žaludečnímu, pankreatickému a střevnímu proteolytickému trávení. Tyto problémy 

strávením jsou zapříčiněny vysokým obsahem aminokyselin, prolinu a glutaminu 

v obilninách (Biesiekierski et al., 2017). Lepek může způsobovat tři typy onemocnění, jedná 

se o celiakii, alergii na pšenici a neceliakální citlivost na lepek. Alergie na pšenici je 

zprostředkována protilátkami třídy IgE a je způsobena hlavně proteiny obsaženými v pšenici 

(Cabrera-Chavéz et al., 2017). V pšenici je obsaženo až 28 alergenů. Příznaky této alergie 

jsou zvracení, bolest břicha, kopřivka, anafylaxe, respirační a kožní příznaky. Alergie se od 

ostatních výše zmíněných typů nesnášenlivosti lepku liší tím, že k alergické reakci dojde 

bezprostředně po požití pšenice (Cabanillas et al., 2020). U neceliakální citlivosti na lepek či 

na jiné složky obilí se vyskytují opět střevní příznaky (bolest břicha, plyny, průjem) a 

extraintestinální problémy (únava, bolest hlavy, ekzémy, bolest svalů i kloubů) (Leonard et 

al., 2017), které se objevují později a to po hodinách či dnech od požití lepku ve stravě. 

V tomto případě nejsou produkovány protilátky (Cabanillas et al., 2020). Posledním typem 

onemocnění je celiakie a na tu se v rámci své práce zaměřím. 

1.2.1.1. Celiakie 

Celiakie je autoimunitní onemocnění způsobené požitím lepku. V normální zdravé populaci 

se prevalence celiakie pohybuje kolem 1 % a vyskytuje se téměř výhradně u jedinců 

s genetickou predispozicí. Toto onemocnění postihuje především tenké střevo (Catassi et al., 

2022). 

Důležitou funkci v patogenezi celiakie má lidský leukocytární antigén (HLA), který je 

zodpovědný za rozeznávání vlastního od cizorodého. H L A komplex rozdělujeme do tří tříd a 

v souvislosti s celiakii je důležitá třída druhá. H L A II. třídy zodpovídá za prezentaci 
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vnějších cizorodých antigénu APC buňkám. H L A alely spojené s celiakií jsou HLA-DQ2 a 

HLA-DQ8. Tyto receptorové proteiny se nazývají aP heterodimery, jelikož se sestávají z a a 

(3 řetězce a jsou kódovány dvěma lokusy (HLA-DQA1, HLA-DQB1) (Espino et al., 2021). 

Riziko vzniku celiakie odpovídající typu H L A je zobrazeno v Tabulce č. 1. 

ře tězec a ře tězec 0 

COOH COOH 

Obr. 3: Struktura H L A molekuly II. Třídy, zdroj: Penka et al., 2012. 

Celiakie patři mezi tzv. malabsorpční syndromy. Malabsorpce je porucha příjmu a transportu 

živin či vitamínů střevní sliznicí. Hlavní příčinou je zmenšení povrchu střeva, ke kterému 

dochází zničením střevních klků vlivem působení lepku. Mezi běžné příznaky patří 

chronický průjem, bolesti břicha, nafouknuté břicho (distenze), steatorea (nadměrné 

množství tuku ve stolici), mírné přibírání a hubnutí. V krajních případech, při zanedbané a 

pozdní diagnostice, může u některých jedinců docházet k podvýživě, anémii či osteoporóze 

(Glissen et a l , 2019). 

Pro diagnostiku celiakie existují tři možné diagnostické postupy. Mezi ně patří histologie, 

genetické testování a sérologické testy. Sérologické testy jsou prováděny pomocí IgA či IgG 

protilátek proti tkáňové transglutamináze a gliadinu, protilátek proti retikulinu a protilátek 

proti endomysiu. Když je sérologie pozitivní, je na řadě horní endoskopie a střevní biopsie 

proximálního duodena. Poslední je genetické testování, kdy se testuje lidský leukocytární 

antigén H L A . Genetické testování by mělo probíhat u dětí s rizikem CD a s negativní 
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sérologií, u pacientů s nejistou diagnózou. Dále může být toto testování využito u dětí, které 

jsou na bezlepkové dietě bez pozitivního sérologického hodnocení (Gallegos et al., 2019). 

Jedinou možnou léčbou celiakie je prozatím bezlepková dieta. Ke zlepšení stavu pacienta 

dochází již během dnů či týdnů po vysazení lepku (Lebwohl et al., 2018). U dětí se střevní 

sliznice obnovuje rychleji, většinou do dvou let. U dospělých to trvá déle, dva roky až pět 

let. Požití lepku může kdykoli vrátit příznaky celiakie zpět. Pokud není dodržena bezlepková 

dieta, může dojít k dalšímu poškozování střev či vzniku rakoviny. Mezi potraviny vyřazené 

v rámci bezlepkové diety patří typicky chléb, těstoviny a cereálie. Těmi méně typickými jsou 

například některé polévky, hranolky, koření či pivo (Aljada et al., 2021). 

Tabulka č. 1: Riziko vzniknutí celiakie podle genotypu H L A DQ (Megiorni et al., 2012) 

H L A alely riziko 

DQ2.5/DQ8 velmi vysoké 

DQ2.5 vysoké 

DQ8 vysoké 

DQ2.2 nízké 

DQ X.5 nízké 

D Q X . X extrémně nízké 

1.2.1.2 Celiakie a autismus 

V roce 1969 Goodwin & Goodwin poprvé zaznamenali možné spojení mezi celiakií a PAS. 

Následovala je řada dalších studií (Croall et al., 2021). V roce 2001 (Jyonouchi et al., 2001) 

byla publikována práce, která zjistila, že děti s PAS mají zvýšené markety vrozené a 

adaptivní imunitní reakce (TNF-A, cytokiny, atd.). Nabízela se hypotéza o tom, že 

environmentálni podněty spouštějí imunitní odpověď a tím zhoršují i příznaky PAS. 

V jiné studii z roku 2000 bylo zjištěno, že děti s PAS mají hodně protilátek proti DPP-4, 

trávicímu enzymu zpracovávajícímu gliadin. Gliadin se nejprve štěpí na gliadinomorfin-7, 

který dále zpracovává již zmíněný DPP-4. Pokud je funkce DPP-4 ovlivněna, začne se v těle 

hromadit gliadinomorfin-7, což je látka s opioidní aktivitou. A právě nadměrná aktivita 

opiátů může vést k negativnímu ovlivnění sociálního chování (Pruimboom et al., 2015). 

Možným spojením PAS a celiakie je mozeček (cerebellum). Jedná se o část mozku ležící 

pod týlními laloky. Jeho funkcí je koordinace pohybů, motorika, kontrola očních pohybů a 
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kognitivních funkcí. Principem může být narušení antioxidační obrany v mozečku PAS 

pacientů. Gliadin může zvýšit oxidační stres v těle a ten zase způsobí zánět v mozku (Gu et 

al., 2013). 

1.2.2 Laktóza 
Sacharidy patří mezi velmi důležité látky a zásobárny energie všech živých organismů. 

Laktóza je disacharid skládající se z glukózy a galaktózy. Tyto dva sacharidy spojuje |3-

(1—>4) glykosidická vazba. Laktóza se vyskytuje v mléce většiny savců (Krewinkel et al., 

2014) a k její produkci dochází v mléčné žláze. Ve střevním lumenu se laktóza rozpadá na 

monosacharidy glukózu a galaktózu (Klee a Klee, 1970). Hydrolýzu zajišťuje enzym zvaný 

laktáza (Naim, 2001). Monosacharidy od sebe oddělí a mohou být transponovány přes 

epiteliální buňky do cytosolu a na potřebné místo. Vysoká aktivita laktázy provází savce 

pouze vraných fázích života, v dospělosti může dojít k jejímu snížení (Jacob a Manod, 

1961). Pod poruchy spojené s laktózou patří intolerance laktózy a galaktosemie. Intolerancí 

se budu zabývat níže. Galaktosemie je dědičná porucha spočívající v částečné nebo úplné 

ztrátě funkce jednoho ze tri enzymů zapojených do metabolismu galaktózy. Mezi příznaky 

této poruchy patří šedý zákal, poškození ledvin, zánět jater, zpomalení růstu a poškození 

mozku (Adam et al., 2005). 

1.2.2.1 Laktózová intolerance 

Laktózová intolerance je způsobena sníženou hladinou laktázy ve střevě, což má za následek 

neschopnost trávit laktózu (Deng et al., 2015). Laktóza se poté hromadí v tlustém střevě a 

fermentuje na kyselinu mléčnou, metan, vodík, oxid uhličitý apod. Důsledkem jsou příznaky 

jako plynatost, průjem, nevolnost, křeče v břiše a zvracení (Grenov et al., 2016). 

Obr. 4: Hydrolýza laktózy v tenkém střevě, zdroj: Lomer et al., 2007 
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Laktózová intolerance (LI) postihuje zhruba dvě třetiny světové populace (Heyman et al., 

2006) . Intoleranci můžeme rozdělit do čtyř typů. Prvním typem je primární deficit laktázy 

neboli dospělá hypolaktázie. Tento typ se objevuje převážně v dospělosti a je způsoben 

vymizením aktivity laktázy ve střevech (Kuokkanen et al., 2003). Jedná se o autozomálně 

recesivně dědičné onemocnění, které je způsobeno jednonukletidovým polymorfismem 

v MCM6 genu, který kóduje gen laktázy (LCT). Byly popsány dva polymorfismy: 13910 

( O T ) a 22018 (G>A). Genotyp CC/GG je zodpovědný za postupný pokles aktivity 

laktázy, který se zhoršuje s věkem. Přítomnost genotypu TT/AA zajišťuje celoživotní 

aktivitu laktázy a jedinci s CT/GA genotypem jsou více náchylní ke vzniku laktózové 

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

Vrozený deficit laktázy je druhým typem LI. Jedná se o autozomálně recesivní dědičné 

onemocnění, u kterého dojde k eliminaci laktázy již od narození (Robayo-Torres et al., 

2007) . Příznaky se projeví ihned po prvním podání mateřského mléka a jedná se o vodnaté 

průjmy. V tomto případě musí dojít k rychlé léčbě, protože u novorozenců dochází 

k dehydrataci a ztrátě elektrolytů. Řešením je úplné odstranění laktózy ze stravy a podávání 

náhražek mléka (Diekmann et al., 2015). 

Třetí typem je získaný nebo sekundární deficit laktázy (Heyman et al., 2006). Sekundární 

laktózová intolerance vzniká v případě, kdy tenké střevo snižuje produkci laktázy a to 

převážně po nemoci (např. celiakie, Crohnova choroba, úraz či operace). Po zhojení 

střevního epitelu může dojít opět k vymizení LI (Amiri et al., 2015). 

Čtvrtý typ se jmenuje vývojový deficit laktázy. Nachází se u předčasně narozených dětí. 

Jelikož k porodu dojde dříve, laktáza se nestihne správně vyvinout (Lasekan et al., 2011). 

Pokud jde o diagnostiku intolerance laktózy, používají se čtyři diagnostické přístupy. Mezi 

ně patří genetický test, dechová zkouška vodíkem, rychlý laktózový test a test tolerance 

laktózy. Genetickým testem se testují predispozice k toleranci laktózy. Jedná se o již výše 

zmíněné polymorfismy 13910 a 22018 nacházející se v MCM6 genu (Catanzaro et al., 2021). 

Dechová zkouška vodíkem (HBT) je založená na produkci plynu konkrétně vodíku, 

vznikajícího během fermentace nestrávené laktózy. Nejprve je změřen vydechovaný vodík 

nalačno, poté je pacientovi podána dávka 25-50 gramů laktózy a dojde k opakovanému 

měření. Naměřené hodnoty o minimální velikosti 20 ppm svědčí o hypolaktázii (Misselwitz 

et a l , 2019). 

10 



Další metoda (rychlý laktózový test) zahrnuje biopsii sliznice duodena, která je následně 

inkubována s laktózou na testovací destičce (Kuakkanen et al., 2006). Posledním je test 

tolerance laktózy. Její trávení zvyšuje glykémii, tudíž nezvýšená glykémie ukazuje na malou 

absorpci laktózy. Testuje se glykémie nejprve bez a poté po požití 50 g laktózy (Misselwitz 

et a l , 2019). 

1.2.2.2 Laktózová intolerance a autismus 

Laktobacillus spp. tvoří největší část vaginálních bakterií. Tyto bakterie mohou významně 

ovlivnit projevy počátečního střevního mikrobiomu a hrají významnou roli ve vývoji 

centrálního nervového systému (Dicks et al., 2021). U dětí s PAS byla nalezena snížená 

schopnost trávení pro disacharidázy (laktázy, maltázy, palatinázy), což je spojováno 

s funkčními abnormalitami GI traktu (Koves et al., 2002). Jedním z důvodů intolerance 

laktózy u dětí s PAS mohou být vrozené predispozice (enzymové defekty) a získané stavy 

(zánět střev, nerovnováha střevních mikrobů a negativní účinky antibiotické léčby) (Jolanta 

etal , 2015). 

1.2.3 FODMAP sacharidy 
FODMAP je zkratka, která označuje fermentované oligosacharidy, disacharidy, 

monosacharidy a polyoly. Tyto sacharidy s krátkými řetězci se kvůli nedostatku či snížené 

aktivitě hydroláz velmi těžko rozkládají a vstřebávají v tenkém střevě. Monosacharidy, 

disacharidy a polyoly ve střevním lumenu způsobují absorpci vody (Major et al., 2017). 

Sacharidy, které se dostanou do tlustého střeva, jsou fermentovány bakteriemi za uvolnění 

plynů (Ong et al., 2010). Příznaky jsou pak zmírněny FODMAP dietou. Tato dieta probíhá 

ve třech krocích (omezení, opětované zavedení, personalizace) (Tuck et al., 2017). 

Oligosacharidy (fruktany, galakto-olisacharidy) jsou obsaženy převážně v luštěninách, 

cibuli, česneku, ořeších, pšeničných a žitných produktech. K malabsorbci těchto cukrů 

dochází u každého člověka, jelikož neexistuje žádný lidský enzym, který by byl schopný je 

štěpit (Rumessen et al., 1998). Pod FODMAP disacharidy patří laktóza. Jídla obsahující 

tento cukr jsou mléko, jogurt, měkké sýry a smetana. F O D M A P monosacharidem je 

fruktóza, kterou ve vysokém množství obsahují například hrušky, jablka, bobule, med, chřest 

a lusky (Gearry et al., 2016). Fruktóza patří mezi nejmenší FODMAP sacharidy, díky tomu 

má vysoké osmotické účinky a schopnost vtáhnout vodu do lumen střeva. To způsobí 

roztažení střev, které vede k bolesti či nadýmání (Murray et al., 2014). Posledními 

FODMAP sacharidy jsou polyoly. Mezi nej častější polyoly patří mannitol a sorbitol. 
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Nachází se v surovinách, jako jsou jablka, hrušky, květák, houby, hrách a umělá sladidla 

(Yao et a l , 2014). 

1.2.3.1 IBS 

IBS neboli syndrom dráždivého tračníku je chronické onemocnění střev, které postihuje 9-23 

% populace (Saha et al., 2014). Mezi příznaky tohoto onemocnění se řadí nadýmání, bolest 

břicha, průjem a zácpa (Occhipinti et al., 2012). Gastrointestinální symptomy tohoto typu 

nastartují FODMAP sacharidy. Léčbou je dieta s nízkým obsahem F O D M A P sacharidů, což 

vede k snížení příznaků a zlepšení kvality života pacientů (El-Salhy et al., 2012). 

Negastrointestinálním příznakem může být také únava (Occhipinti et al., 2012). IBS se dělí 

do tří podtypů. Tyto podtypy se od sebe odlišují převládajícím typem projevů. U podtypu 

IBS-D převládá průjem. IBS-C se vyznačuje zácpou a IBS-M smíšeným typem (Longo et al., 

2017). Se zvýšeným rizikem možného vzniku IBS je spojen gen TNF SF15 rs4263839 

(tumor nekrózní faktor rodiny 15) a jeho polymorfismus rs42638369 (Zucchelli et al., 2011). 

1.2.3.2 IBS a autismus 

Mnoho studií poukazuje na spojení mezi mozkem a střevem tzv. osa střevo-mozek. Toto 

spojení nám naznačuje, že na funkci mozku, náladu a kognici může mít vliv 

gastrointestinální trakt (LI et al., 2017). Psychiatrické symptomy se u IBS pacientů zvyšují 

s vyšší frekvencí a závažností GI symptomů (Pinto-Sanches et al., 2015). Kromě toho byly u 

IBS pacientů zaznamenány změny v mozkových okruzích zapojených do pozornosti, emocí 

a bolesti. Jak jsem již zmínila IBS je funkční porucha osy mozek-střevo-mikrobiota (Kelly et 

al., 2015). Právě mikrobiota je velmi důležitá a může se u jedinců měnit v závislosti na 

průběhu porodu (vaginální porod, císařský řez). Tato souvislost byla u pacientů s PAS 

zkoumána a mnoho studií poukázalo na to, že císařský řez ve srovnání s vaginálním 

porodem zvyšuje riziko PAS (Al-Zalabany et al., 2020). U PAS dětí byl prokázán vyšší 

výskyt Proteobacteria a Bacteroidetes a nižší zastoupení Firmicutes a bifidobakterií 

(Finegold et al., 2010). Pod Firmicutes patří bakterie zvané Clostridia, které se nacházely ve 

větších počtech u autistických pacientů s GI problémy (Song et al., 2004). Další souvislost 

mezi výskytem Clostridia a PAS naznačuje studie, kdy autistickým dětem podali 

vankomycin, který způsobil útlum autistických symptomů (Finegold et al., 2008). Jiná studie 

prokázala, že opakované epizody gastroenteritidy jsou způsobeny emocionálními a 

behaviorálními potížemi v raném věku (Parent et al., 2019). 
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1.2.4 ApoE 
Apolipoprotein E je protein vázající lipidy, který funguje jako transportní protein pro lipidy 

mezi různými orgány či buňkami. ApoE je produkován v různých orgánech včetně jater, 

mozku, tukovými tkáněmi a stěnami tepen. Tento protein je hlavní součástí lipoproteinů, 

mezi které se řadí chylomikrony, lipoproteiny s velmi nízkou hustotou (VLDL), lipoproteiny 

s vysokou hustotou (HDL) (Getz et al., 2009). U lidí má APOE tři hlavní izoformy, těmi 

jsou APOE2, APOE3 a APOE4. Tyto izoformy vycházejí z alelických variant APOE e4, e3 a 

s2 (Huebbe et al., 2017). Každá izoforma se liší v pozici aminokyselin 112 a 158, kde může 

být cystein nebo arginin. APOE2 má dva cysteinové zbytky 112 a 158. APOE3 má 

cysteinový zbytek 158 nahrazený argininem. Zatímco APOE4 zahrnuje dva argininové 

zbytky (Butterfield et al., 2020). APOE zajišťuje metabolickou koordinaci mezi neurony a 

astrocyty. Astrocyty vypouštějí APOE v podobě částic podobných HDL, které přenášejí 

cholesterol, fosfolipidy, hydrofobní vitamíny a antioxidanty do neuronů (Lindner et al., 

2022). 

1.2.4.1 ApoE a autismus 

O možném spojení PAS a APOE se začalo uvažovat poté, co některé ze studií našly podobné 

mechanismy v průběhu vývoje PAS a Alzheimerovy choroby. Je známo, že APOE4 

primárně souvisí a zvyšuje riziko A D (Folmsbee et al., 2016). Dvě nezávislé genetické studie 

potvrdily, že APOE je spojena s PAS. Šlo o studii týmu Guineo z roku 2009 a týmu Hu 

z roku 2018, které potvrdily, že je hypermetylace genu APOE významně spojena s PAS. 

Výsledky byly hodnoceny ROC (receiver operating characteristic) křivkami, díky kterým lze 

hypermetylaci APOE používat jako možný potencionální biomarker pro diagnostiku PAS 

(Hu et al, 2018). Alely APOE predisponující k PAS jsou především E4 a £2 (Guineo et al., 

2009). 
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2 CÍLE PRÁCE 

• Vypracování literární rešerše na dané téma 

• Zvládnutí základní laboratorní praxe (izolace DNA, PCR RFLP, PCR ARMS, 

REAL-TIME PCR). 

• Zpracování výsledků u vybraných pacientů s diagnózou PAS a jejich porovnání se 

zdravou populací. 
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3 MATERIÁLY A METODY 

Praktická část této bakalářské práce byla provedena v genetické laboratoři GENLABS s.r.o., 

Celkem bylo hodnoceno 30 pacientů s PAS, jejichž diagnózy poskytlo spolupracující 

poradenské centrum E.L .A. Consulting (viz. Příloha 3). 

3.1 Získání vzorků 

Vzorky pacientů získané v laboratoři G E N L A B S byly buď bukální stery (86,66%) nebo plná 

krev (13,33%). Krev byla odebrána na specializovaných pracovištích. Bukální stery byly 

provedeny pomocí speciální odběrové sady (Isohelix SKa Buccal Swab, Isohelix) za 

asistence rodičů pacientů podle návodu výrobce. Po přijetí vzorku do laboratoře byla 

izolována DNA. 

3.2 Izolace DNA 

3.2.1 Izolace z bukálního steru 

Pro izolaci D N A byl použit kit GeneAll ExGene™ Clinic SV mini od GeneAll 

Biotechnology dle doporučení výrobce. Reagencie, které jsou součástí kitu, jsou uvedeny v 

Tabulce č. 2. Nejprve jsem do zkumavky k vatovému tamponu přidala 25 ul proteinázy K 

(20mg/ml) a 300 ul B L pufru. Vzorky jsem důkladně promíchala pomocí vortexu, krátce 

stočila a následně nechala 20 minut inkubovat při teplotě 56 °C. Po inkubaci jsem vzorky 

opět stočila, aby došlo k odstranění kapek z vnitřní strany víčka. V dalším kroku jsem dodala 

300 ul 100% etanolu, se kterým se vzorky vortexovaly v pulzech a stočily. Veškerý 

supernatant j sem přenesla na kolonku. Kolonky se zkumavkami j sem nechala centrifugovat 1 

minutu při 6000 x g a poté sběrné zkumavky nahradila novými. Na kolonku jsem 

napipetovala 600 ul B W pufru, opět jsem nechala centrifugovat při stejných otáčkách a poté 

vyměnila zkumavku. K dalšímu promytí jsem použila 700 ul TW pufru. Znovu jsem 

centrifugovala, ale tentokrát jsem neodstranila zkumavku, nýbrž vylila supernatant. Další 

centrifugaci j sem nastavila na nejvyšší otáčky, aby došlo k úplnému zbavení promývacího 

pufru. Promytou kolonku jsem umístila do 1,5 ml mikrozkumavky s víčkem a přímo na střed 
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kolonky jsem napipetovala 50 ul A E pufru. Následovala 5 minutová inkubace a centrifugace 

při nejvyšších otáčkách 1 minutu. Vzorek získaný centrifugací j sem znovu napipetovala na 

kolonku, opěr inkubovala a centrifugovala při nejvyšších otáčkách. Získaný supernatant 

obsahoval DNA. 

Tabulka č. 2: Reagenty použité pro izolaci z bukálního steru a periferní krve 

Reagenty Objem (ul) 

proteináza K 20 

B L pufr 200 

100% ethanol 200 

BW pufr 600 

TW pufr 700 

A E pufr 50 

3.2.2 Izolace z plné krve 

Do 1,5 ml zkumavky jsem napipetovala 200 ul krve. V dalších krocích byly využity reagenty 

kitu GeneAll ExGene™ Clinic SV mini. Objemy použitých reagentů jsou zobrazeny 

v Tabulce č. 2. Krok promývání B W pufrem jsem provedla dvakrát. 

3.2.3 Měření koncentrace 

Po provedení izolace D N A jsem změřila její koncentraci. Nejprve jsem si připravila pracovní 

roztok Qubit™ Working Solution. Pro každý vzorek jsem napipetovala 198 ul 

kvantifikačního roztoku (Quantitation Solution AccuGreen™, Biotum) a 2 ul vyizolované 

DNA. Vzorek j sem opět vortexovala, centrifugovala a nakonec nechala krátce inkubovat. 

Koncetrace D N A je nakonec změřena na fluorometru (Qubit 2.0 Fluorometer, Invitrogen-

Thermo Fisher Scientific). 

3.3 ApoE 

Pro diagnostiku genu APOE byla aplikována metoda PCR A R M S . Tato metoda se používá 

k detekci jakékoli mutace zahrnující změny jedné báze nebo malé delece. Využívá alelově 

specifické oligonukleotidy jako primery. Tento test probíhá ve dvou komplementárních 
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reakcích sjedním společným příměrem pro obě reakce a dvěma různými příměry pro 

mutovanou a nemutovanou alelu. V první reakci máme A R M S primer specifický pro 

normální sekvenci D N A a nemůže se tedy amplifikovat mutantní D N A v daném lokusu. 

Naopak druhá reakce obsahuje specifický primer pro mutovanou sekvenci a neamplifikuje 

normální sekvenci. Princip PCR ARMS je uveden na Obr. 5. 

<- n 
5' - 3 

normálni DNA => vzniká produkt 
3'— - 5 -

s —> 

<- m 
S' 3' 

normálni DNA => nevzniká produkt 

y— 5' 
s - * 

t- n 
5— —4—3' 

mutantní DNA => nevzniká produkt 

Y— — • -5 
s -> 

<— m 
S'— .___»._.3-

mutantní DNA vzniká produkt 
3'— - • 5' 
s —» 

Obr. 5: Princip PCR A R M S , zdroj: Zima, 2007. 

Pro amplifikaci j sem použila kit 2xPCRBIO Taq Mix Red od firmy PCR Biosystems. Tento 

kit je navržený pro rychlou, vysoce specifickou a citlivou PCR. Složení reakčního mixu A a 

mixu B je uvedeno v Tabulkách č. 3 a 4. V Tabulce č. 5 jsou zapsány sekvence použitých 

příměrů. 

Tabulka č. 3: Reakční mix A pro 1 reakci 

Reagencie (A) Množství (pi) 

H 2 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 č. 4: Reakční mix B pro 1 reakci 

Reagencie (B) Množství (ul) 

H 2 0 8,5 

2XPCRBI0 Taq 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 č. 5: Sekvence použitých primerů (Zende,2013) 

primery sekvence Velikost PCR produktu (bp) 

Cysl58 A T G C C G A T G A C C T G C A G A A T T 588 

Arg158 A T G C C G A T G A C C T G C A G A A T C 588 

Cys 112 C G C G G A C A T G G A G G A C G T T T 451 

Arg112 C G C G G A C A T G G A G G A C G T T C 451 

Common G T T C A G T G A T T G T C G C T G G G C A -

Příprava reakční směsi probíhala v laminárním boxu na chladícím stojánku. Zvlášť byl 

připraven reakční mix A a reakční mix B vždy pro požadovaný počet reakcí. Pro každý 

vzorek jsem použila dvě zkumavky (A a B). Mix A obsahoval primer Arg 112 (20 pmol), 

Arg 158 (20 pmol) a Common primer (20 pmol). Zatímco mix B obsahoval primer Cys 112 

(20 pmol), Cys 158 (20 pmol) a Common primer (20 pmol). Reakční mixy jsem 

rozpipetovala do mikrozkumavek po 23 ul, následně jsem do každé zkumavky přidala 2 ul 

D N A mimo laminární box. Mikrozkumavky s negativní kontrolou jsem doplnila vodou ještě 

v laminárním boxu. Vzorky jsem poté zvortexovala, stočila na minicentrifuze a dala do 

thermocykleru. 

U PCR dochází ke třem krokům. Denaturací dochází k rozvolnění dsDNA, je tudíž důležitá 

vysoká teplota. Během anealingu klesne teplota, aby mohly dosednout primery, následuje 

extenze, kdy se syntetizují nová vlákna. PCR profil je uveden v Tabulce č. 6. 
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Tabulka č. 6: PCR profil pro PCR A R M S a gen ApoE. 

PCR profil Cykly 
—v>  

Cas Teplota (°C) 

Počáteční denaturace 4 min. 95 

Denaturace 45 s. 94 

Anealing 35 cyklů 45 s. 66 

Extenze 45 s. 72 

Finální extenze 5 min. 72 

Po PCR jsem provedla gelovou elektroforézu, která mi PCR produkty rozdělila podle 

velikosti. Pro gelovou separaci jsem připravila 4% agarózový gel. K jeho zhotovení jsem 

rozpustila 4><0,5 g agarózové tablety (FastGene Agarose Tablets, Nippon Genetics) v 50 ml 

TBE pufru (Thermo Scientific) a směs zahřívala v mikrovlnné troubě. Do tekutého gelu jsem 

přidala 5,5 ul fluorescenční barvičky (EliDNA™ PS Green). Směs jsem nalila do 

elektr of or etické podložky. Ztuhlý gel jsem vložila do elektr of or etické vany (Mupid One 

Electrophoresis Systém) s lx TBE pufrem. Do připravených jamek jsem napipetovala 5 ul 

markeru 100 bp D N A Ladder H3RTU, který jsem použila na stanovení velikosti PCR 

produktů. Dále jsem napipetovala 15 ul PCR produktu a spustila jsem elektroforézu na 

zhruba 20 minut při 135 V. Během elektroforézy dochází k separaci molekul D N A podle 

velikosti. DNA Mass Base Pairs 
(ng/5Ml) 

1.5 % TAE agarose gel 

Obr. 6: Hmotnostni marker (DNA ladder) lOObp D N A Ladder H3RTU, zdroj: 

lOObp D N A Ladder (Molecular Weight Marker), 2020 
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Na základě velikosti PCR produktů pak určíme genotyp ApoE genu. Velikosti produktů pro 

jednotlivé izotypy se nachází v Tabulce č. 7. 

Tabulka č. 7: Hodnoty pro vyhodnocení genotypu ApoE. 

ApoE E3/E2 E4/E2 E4/E3 E4/E4 E3/E3 E2/E2 

M I X A 451 451 451 451 451 -

M I X A - 588 588 588 - -

M I X B 451 451 - - - 451 

M I X B 588 588 588 - 588 588 

3.4 Laktózová intolerance 

U Laktózové intolerance jsem testovala polymorfismy C/T-13910 a G/A 22018. 

Polymorfismy j sem detekovala pomocí RFLP-PCR. Tato metoda se skládá ze dvou kroků. 

Prvním krokem si pomocí dvojice primerů amplifikujeme konkrétní úsek DNA. V druhém 

kroku RFLP dojde k restrikci produktů pomocí restrikčních endonukleáz v místě se 

specifickou nukleotidovou sekvencí. 

5 KB 

homólogo 1 

homólogo 2 

B 
homólogo 1 

homólogo 2 

sonda 

Obr. 7: Princip PCR RFLP, zdroj: Retama, 2008 

B 
5 KB 

5 KB 

2 KB 3 KB 

5 KB 

3 KB 

2 KB 

Pro analýzu polymorfismu C/T-13910 a G/A-22018 jsem využila MyTaqTM Red D N A 

Polymerase (Bioline). Master mixy pro požadovaný počet reakcí jsem namíchala do 1,5 ml 

zkumavek, v Tabulce č. 8 je uvedeno složení reakčního mixu pro 1 reakci. 
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Tabulka č. 8: Master mix pro polymorfismus CAT-13910 a G/A-22018 

reagencie Objem (48ul) 

H 2 0 34,3 

lOx My Taq Red reakční pufr 10 

My Taq polymeráza 5U/ ul 0,2 

DMSO 100% 2,5 

Forward primer - LAC 13910 C/T (20 

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

0,5 

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

LAC 22018 G/A (20 pmol) 

0,5 

Tabulka č. 9: Sekvence použitých primerů (Coelho et al, 2005 a Mattar et al, 2008) 

primery sekvence 

LAC 13910 C/T forward 5-GCT GGC A A T A C A G A T A A G A T A A T G GA-3' 

LAC 13910 C/T reverse 5'-CTG CTT TGG TTG A A G C G A A G A T -3 

LAC 22018 G/A forward 5-CTC A G T G A T CCT CCC A C C TC -3' 

LAC 22018 G/A reverse 5-CCC C T A CCC TAT C A G T A A A G G C -3' 

Master mix jsem po vortexování a stočení rozpipetovala po 48 ul do popsaný 

mikrozkumavek. Do každé zkumavky jsem přidala 2 ul DNA. Jako pozitivní kontrolu jsem 

použila vzorky se známým genotypem: heterozygota, wild type vzorek. Dále jsem pro 

kontrolu možné kontaminace použila negativní kontrolu, ke které jsem místo D N A přidala 

deionizovanou vodu. Sekvence primerů a reakční protokoly jsem přebrala z ob orných 

publikací konkrétně z publikace Mattar et al. (2008) a Coelho et al. (2005). Vzorky jsem 

nakonec umístila do gradientového PCR termocycleru (MultiGene, Labnet). Průběh PCR je 

uveden v Tabulce č. 10. 
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Tabulka č. 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 

Počáteční 1 cyklus 95 5 95 5 

denaturace 

denaturace 35 cyklů 95 1 95 1 

annealing 57,4 1 60,3 1 

elongace 72 1 72 1 

Finální 1 cyklus 72 5 72 5 

elongace 

Po ukončení PCR jsem PCR produkt zkontrolovala pomocí gelové elektroforézy na 4% 

agarózovém gelu. Výsledkem amplifikační reakce byly produkt o velikosti 201 bp pro 

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

Dalším krokem PCR-RFLP, je reštrikční štěpení pomocí endonukleáz. Míchání reštrikční 

reakce probíhalo na vychlazeném stojánku. K 45 ul PCR produktu pro C/T 13910 jsem 

přidala 10U reštrikční enzymu Hinfl (NE BioLabs) a k PCR produktu pro G/A 22018 10U 

Hin6I (Thermoscientific) a 5 ul lOx příslušného restrikčního pufru - CutSmart™ buffer (C/T 

13910) a Tango buffer (G/A 22018). Vzorky byly inkubovány v miniinkubátoru (Mini 

Incubator, Labnet) alespoň jednu hodinu při teplotě 37°C. 

Oblast restrikčního štěpení Hinfl: 

5 ' . . . G | A N T C . . . 3 ' 

3 . . .C T N A t G. . .5 ' 

Oblast restrikčního štěpení Hinól: 

5 . . . G j C G C . . . 3 

3 . . . C G C t G. . .5 ' 

Zobrazení restrikčního štěpení jsem provedla pomocí gelové elektroforézy. 
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Možné výsledky restrikčního štěpení a genotypy pro polymorfismus C/T-13910 jsou 

zobrazeny v Tabulce č. 11. 

Tabulka č. 11: Reštrikční štěpení PCR produktu restriktázou Hinfl pro polymorfismus C/T-

13910 

Délky restrikčních fragmentu Genotyp 

Laktázová persistence 177 bp + 24 bp T/T 

heterozygot 201bp+ 177 bp+ 24 bp C/T 

Laktázová non-persistence 201 bp C/C 

Možné výsledky restrikčního štěpení a genotypy pro polymorfismus G/A-22018 jsou 

uvedeny v Tabulce č. 12. 

Tabulka č. 12: Reštrikční štěpení PCR produktu restriktázou Hinól pro polymorfismus 

G/A-22018 

Délky restrikčních fragmentu Genotyp 

Laktázová persistence 271 bp A / A 

heterozygot 271 bp + 196 bp + 75bp G/A 

Laktázová non-persistence 196 bp + 75bp G/G 

3.5 IBS 

SNP rs 4263839 v genu TNF SF15 spojený s výskytem IBS jsem vyšetřila pomocí metody 

real-time PCR s analýzou křivek tání. Real-time PCR probíhá ve speciálním cycleru, který 

zaznamenává množství D N A a to v průběhu každého cyklu. V tomto případě byl použit 

LightCycler 2.0 firmy Roche Diagnostics. Reakce byla připravena v chladícím stojánku 

v laminárním boxu. PCR master mix jsem namíchala podle Tabulky č. 13. Reakční profil je 

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

Reagencie Objem (ul) 

H 2 0 10,4-14,4 

Reagent mix LightSNiP (TIB MOLBIOL) 1 

LightCycler FastStart D N A Master 

HybProbe (Roche Diagnostics) 

2 

MgC12 (25mM) 1,6 

D N A 1-5 

Tabulka č. 14: Reakční profil pro IBS pro LightSNiP assay 

Denaturace Amplifikace Tání Chlazení 

Cykly 1 45 1 1 

Teplota (°C) 95 95 60 72 95 40 85 40 

Trvání 10 min 10 s 10 s 15 s 20 s 20 s Os 30 s 

Teplotní 

skok (°C/s) 

20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 0.2 20.0 

Akviziční 

mód 

jednoduchý kontinuální 

Detekce a analýza se odehrávala ve fluorescenčním kanálu F A M (530nm). Výsledkem je 

křivka tání, která dikriminuje sondy pro jednotlivé polymorfismy na základě odlišné na 

teploty tání (T M , melting temperature). Příklad analýzy křivky tání je zobrazen na obrázku 8. 

Melt ing Peaks 

Obr. 8: Příklad analýzy křivky tání na přístroji 

LightCycler 2.0 v kanálech F A M : wt CC -

wild type odpovídá genotyp u CC, het C /T-

odpovídá heterozygotnímu genotypu CT, 

homo T/T- odpovídá mutovanému 

homozygotního genotypu TT 



3.6 Celiakie 

Pro zjištění rizikových H L A alel byla použita metoda real-time PCR a kit EliGene Coeliac 

3.0 RT CE IVD (Elisabeth Pharmacon) dle doporučení výrobce. Kit EliGene Coeliac 3.0 RT 

dokáže detekovat alely HLA-DQ2.5 (DQA1*05, DQB1*02), HLA-DQ2.2 (DQA1*02) a 

HLA-DQ8 (DQA1*03, DQB1*03:02). Tento kit obsahuje tři předmíchané master mixy 

(CELI-DQ2.5, CELI-DQ2.2, CELI-DQ8) a pro každý jeden vzorek jsou připraveny tři 

reakce. Před prvním použitím se do každého master mixu napipetují 3 ul Eliblockeru. Master 

mixy jsem rozpipetovala po 18 ul a k nim jsem přidala 2 ul DNA. Spolu s vzorky jsem 

testovala i pozitivní a negativní kontrolu. Pozitivní kontroly jsou součástí kitu. Negativní 

kontrolu jsem doplnila deionizovanou vodou. Real-time PCR poté probíhá v LightCycleru 

2.0. 

Tabulka č. 15: PCR profil pro celiakii 

Fáze Počet cyklů Teplota (°C) 
— ^ 

Cas Akviziční mód 

denaturace 1 95 3 min Žádný 

cykl ovací 40 95 15 s Žádný 

61 40 s jednotlivý 
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4 VÝSLEDKY 
V rámci práce bylo otestováno 30 pacientů s poruchou autistického spektra. Diagnózy 

pacientů jsem měla k dispozici od E.L.A. consulting s.r.o. (viz. Příloha). Ve výsledcích jsem 

srovnávala autistické pacienty se zdravou evropskou populací. Populační genetiku evropské 

pro IBS, APOE a laktózovou intoleranci jsem použila ze stránky Ensembl (Cunningham et al, 

2022). Data pro populační genetiku celiakie jsem získala v laboratoři G E N L A B S , kde bylo 

testováno 537 nediagnostikovaných jedinců. Výsledky jsem zpracovala v Excel 2010. 

Průměrný věk autistických pacientů se pohyboval kolem 6 let. Nejmladší testovaný autista 

měl 1 rok a nej starší 12 let. Zastoupení pohlaví v testovaném souboru je uvedeno v Tabulce 

č. 16. Nejčastější diagnózou byl dětský autismus (36,66 %) a A D H D (76,66 %), v některých 

případech se tyto dvě diagnózy překrývaly. Dále se u diagnostikovaných pacientů 

objevovalo poškození či regres po Hexa (36,66 %) a M M R (40 %). 

Tabulka č. 16: Zastoupení pohlaví u vyšetřovaných autistických pacientů 

Pohlaví Počet 

Zena 3 (10%) 

Muž 26 (90%) 

4.1 ApoE 

Na obrázku 9 je příklad gelu s výsledky PCR A R M S vyšetřující isoformy APOE genu. 

Konkrétně jde o genotyp E3/E3 genotyp E4/E3. 
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Obr. 9: Příklad fotografie elektroforetického gelu, kontrola PCR produktu. První 

jamka obsahuje hmotnostní marker (100 bp D N A L A D D E R H3RTU). V dalších 

jamkách se nachází PCR produkty o velikosti 451 bp a 588 bp. Vzorek 1 (mix A: 

A r g l l 2 pozitivní, Argl58 negativní, mix B: Cys l l 2 negativní, Cysl58 pozitivní) 

odpovídá genotypu E3/E3. Vzorek 2 (mix A: A r g l l 2 pozitivní, Argl58 pozitivní, 

mix B: Cys l l 2 negativní, Cysl58 pozitivní) odpovídá genotypu E4/E3. Poslední 

jamka N K představuje negativní kontrolu. 

Podle Guineo a jeho týmu jsou alely související s PAS £4 a £2. Na Obr. 10 můžeme vidět 

zastoupení jednotlivých isoforem u evropské populace (Ensembl). 
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Obr. 10: Grafické znázornění zastoupení genotypů genu APOE u evropské 

populace (populační genetika z Ensembl) 
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Obr. 10 nám ukazuje, že nejčastěji bývá v populaci zastoupena varianta E3/E3, čili 

neriziková forma. Mírné riziko je zastoupeno ve 35 %. Nej větší riziko má pouze 2,6 % 

populace. V Tabulce č. 17 můžeme vidět výsledky genotypizace u APOE u vybraných 

pacientů. 

Tabulka č. 17: Přehled genotypizace u APOE u PAS 

genotyp zastoupení 

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%) 
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E2/E2 

Obr. 11: Grafické znázornění zastoupení (v %) genotypů genu APOE u 

autistických pacientů 

V souboru autistických pacientů má v největší zastoupení neriziková forma E3/E3 (67 %). 

Méně rizikové formy se vyskytují ve 33 % pacientů. 
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4.2 Laktózová intolerance 

PCR produkty jsou vizualizovány na 4% agarózovém gelu. Výsledkem amplifikační 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. Možné výsledky restrikčního štěpení pro oba 

polymorfismy můžeme vidět na obrázcích 12 a 13. 

Obr. 12: Příklad výsledku restrikčního štěpení na 4% 

agarózovém gelu. V první jamce se nachází hmotnostní 

marker. Následuje PCR produkt o velikosti 177 bp a 24 bp, 

který odpovídá genotypu T/T. Ve třetí jamce je produkt o 

velikosti 201 bp, který odpovídá genotypu C/C. V poslední 

jamce je PCR produkt o velikosti 201 bp, 177 bp a 24 bp, 

který odpovídá genotypu C/T. Proužek velikosti 24 bp je 

špatně viditelný. 

Obr. 13: Přiklad výsledku restrikčního štěpení na 4% 

agarózovém gelu. V první jamce se nachází hmotnostní 

marker. Následuje PCR produkt o velikosti 271 bp, který 

odpovídá genotypu A / A . Ve třetí jamce je produkt o 

velikosti 196 bp a 75 bp, který odpovídá genotypu G/G. 

V poslední jamce je PCR produkt o velikosti 271 bp, 196 

bp a 75 bp, který odpovídá genotypu G/A.Proužek 

velikosti 75 bp je špatně viditelný. 

V genu M C M 6 byl prokázán výskyt polymorfismu 13910 C/T a 22018 G/A, související 

s intolerancí laktózy. Jsou tři možné výsledky genetického testu. Genotyp CC/GG je typický 

pro intoleranci laktózy neboli neschopnost trávit laktózu. Jedinci s genotypem CT/GA mají 

vrozenou jen částečnou intoleranci laktózy. Jedinci schopní trávit laktózu mají genotyp 

TT/AA. 
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TT/AA 

Obr. 

22011 

14: Grafické zobrazení zastoupení polymorfismu C/T-13910 a G/A 

5 u evropské populace (populační genetika z Ensembl). 

Heterozygotní 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 % homozygotní genotyp TT/AA, který je 

spojován s celoživotní laktózovou perzistencí. Poměry zastoupení genotypů laktózové 

intolerance u PAS pacientů můžeme vidět v Tabulce č. 18. 

Tabulka č. 18: Zastoupení jednotlivých genotypů asociovaných s laktózovou intolerancí u 

PAS pacientů 

genotypy zastoupení 

CC/GG 13 (43,33%) 

CT/GA 10 (33,33%) 

TT/AA 7 (23,34%) 

50 
45 
40 
35 
30 
§ 

*5 

Laktóza 

43,33 % 
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33,33 % 

-
23,34 % 

-

1 

CC/GG CT/GA 
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TT/AA 

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

pacientů 3 Q 



Na tomto grafu můžeme jasně vidět, že klesl počet tolerantních lidí o 9% a naopak počet 

plně intolerantních vzrostl o 13%. Pacienti s PAS mají problém s trávením laktózy mnohem 

častěji, než je uváděno pro evropskou populaci. 

4.3. IBS 

U onemocnění dráždivého tračníku vyšetřuje polymorfismus v genu TNF SF15 A / G (rs 

4263839). Alela G je zodpovědná za nežádoucí imunitní odpověď spojenou s rizikem IBS. 

Přítomnost genotypu A A nezpůsobuje žádné nežádoucí reakce. Možné riziko IBS je spojené 

s genotypem A G a genotypem GG. 

A/A A/G G/G 

genotypy 

Obr. 16: Grafické znázornění zastoupení genotypů pro rozvoj 

syndromu dráždivého tračníku (rs4263839 A/G) u evropské populace 

(populační genetika z Ensembl) 

Z grafu na Obr. 16 je patrné poměrně vysoké riziko onemocnění IBS v evropské populaci 

(46 %). Nižší riziko vzniku a heterozygotní genotyp G A je zastoupen u 44 % populace. 

Pouze 10 % populace má velmi malé riziko onemocnění IBS. Četnost výskytu genotypů IBS 

u PAS pacientů najdeme v Tabulce č. 19. 
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Tabulka č. 19: Zastoupení genotypů spojených s rizikem vzniku IBS u pacientů s PAS. 

genotypy zastoupení 

A / A 4(13,33%) 

A / G 11 (36,66%) 

G/G 15 (50%) 

IBS (PAS) 
60 

50 

ŽS40 -
'E 
OJ 

§•30 

120 

10 

0 

5 0 % 

_ 36,66 % 

13,33 % 

A/A A/G G/G 

genotypy 

Obr. 17: Grafické znázornění zastoupení genotypů pro rozvoj syndromu 

dráždivého tračníku rs4263839 A / G u PAS pacientů. 

V testovaném souboru je vyšší počet pacientů s rizikem pro IBS (50%), počet 

heterozygotních genotypů G/A klesl na 37% a nerizikový genotyp A / A naopak vzrostl o 5 

4.4 Celiakie 

Rizikovými haplotypy u celiakie jsou HLA-DQ2 a HLA-DQ8. U evropské populace 

s diagnostikovanou celiakií se vyskytují v procentuálním zastoupení HLADQ2 u 95% a 

HLADQ8 u 8%. Za velmi vysoké riziko celiakie zodpovídá haplotyp DQ2.5/DQ8, za vysoké 

riziko haplotypy DQ2.5 a DQ8. S nízkým rizikem je spojován haplotyp DQ2.2 a DQX.5. 

Genotyp D Q X . X není považován za rizikový. 
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Obr. 18: Grafické znázornění haplotypů asociovaných s celiakií u 

nediagnostikované populace (537 vzorku laboratoře GENLABS). 

Nediagnostikovaná populace podle obrázku 17 má riziko vzniku celiakie v polovině prípadu. 

Velmi vysoké riziko pro celiakii mají 2% populace a další rizikové haplotypy asociované 

s mírným až vysokým rizikem celiakie jsou přítomny téměř u 70% populace. Zastoupení 

jednotlivých haplotypů asociovaných s celiakií u PAS pacientů je uvedeno v Tabulce č. 19. 

Tabulka č. 19: Přehled zastoupených haplotypů asociovaných s celiakií u PAS 

haplotyp zastoupení 

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%) 

D Q X . X 12 (40%) 
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Obr. 19: Grafické znázornění haplotypů asociovaných s celiakií u PAS 

Obrázek 19 ukazuje zastoupení jednotlivých haplotypů asociovaných s celiakií u 

autistických pacientů. Celkem 40 % autistů je na základě výsledků genetického testu bez 

rizika celiakie. Možné riziko pro vznik celiakie se vyskytuje u 60 % pacientů s PAS. Velmi 

vysoké riziko mají pouze 3% pacientů. 
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5 DISKUSE 
Porucha autistického spektra patří mezi neurovývojové poruchy ovlivňující sociální 

komunikaci a interakci a je spojena s opakujícím se chováním. PAS neboli také pervazivní 

vývojovou poruchu rozdělujeme do pěti podtypů: Aspergerův syndrom, autistická porucha, 

Rettův syndrom, nespecifikovaná pervazivní porucha a dětská dezintegrační porucha. 

Nástroj, který ulehčuje diagnostiku PAS, se nazývá diagnostický a statistický manuál 

duševních poruch (DSM). Další možností diagnostiky jsou hodnotící škály, mezi které patří 

ADI-R, CARS a ADOS. Nej častější diagnózou u testovaných PAS pacientů byl dětský 

autismus a ADHD, dále pak poškození po vakcinaci (MMR, HEXA) . 

GI symptomy se u dětí s PAS běžně vyskytují a způsobují jim značné problémy. Přesné 

souvislosti mezi GI a autismem nejsou bohužel dosud známy, avšak existuje mnoho hypotéz. 

Jedna z nich je spojována s mikrobiomem. Děti s PAS vykazují změny ve složení střevní 

mikroflóry. Mohou mít ve střevě například zvýšené množství kvasinek Canida, které 

uvolňují větší množství toxinů (Li et al., 2020). Prevalence GI symptomů u pacientů s PAS 

se pohybuje mezi 23-70 %. Toto velké rozpětí GI problémů může být způsobeno různým 

počtem sledovaných symptomů, různou definicí příznaků, nedostatky v metodologii nebo 

věkem či dalšími kritérii (Chaidez et al., 2014). Mezi GI symptomy patří bolest střev, zácpa 

a průjem (Adam et al, 2006), které také odpovídají klasickým projevům spojeným 

s potravinovou alergií či intolerancí. (Assa'ad et al., 2006). Potravinová intolerance se 

vyznačuje abnormální reakcí na některou potravinu (Craig, 2018). Tyto reakce mohou 

způsobovat toxicitu v organismu a vést až k zánětlivému procesu v mozku. 

V rámci své bakalářské práce jsem se věnovala genu APOE, laktózové intoleranci, IBS a 

celiakii. Vybrané genotypy jsem hodnotila u 30 autistických pacientů. 

Celiakie je imunitně zprostředkované onemocnění střev způsobené lepkem u pacientů s 

genetickou predispozicí (Ludvigsson et al., 2012). Celiakie je spojena s haplotypy lidského 

leukocytárního antigénu třídy II podílející se na imunitní odpovědi. S velkým rizikem vzniku 

CD jsou spojeny především haplotypy DQ2 a DQ8 (Kneepkens et al, 2012). Nedostatečné 

trávení lepku vede ke zvýšené produkci glutenových protilátek a již existuje mnoho hypotéz, 

které se zaměřují na jeho negativní vliv na CNS. Například nestrávený lepek může negativně 

ovlivnit mozeček, který má na starosti motoriku, koordinaci pohybů atd. Hodnocení 537 

jedinců pro riziko celiakie prokázalo, že 70 % neautistické populace nese alespoň nějaké 
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riziko vzniku celiakie. Velmi vysoké riziko (DQ2.5/DQ8) pak měli pouze dvě procenta 

jedinců. 

Predispozice pro celiakii byly zjištěny pomocí metody real-time PCR uvedené v metodice. 

Vyhodnocení výsledků pacientů s PAS pro riziko celiakie přineslo následující výsledky: 60 

% autistů má alespoň nějaké riziko vzniku celiakie. Nej vyšší riziko bylo nalezeno u 3 % 

PAS pacientů. Z těchto výsledků jasně vyplývá, že vrozené riziko celiakie se u normální 

populace a autistických pacientů významně neliší, u autistů je dokonce nižší. Možným 

vysvětlením by mohl být velký rozdíl v počtu pacientů PAS (30) a kontrol bez PAS (537). 

Tento nepoměr mohl ovlivnit výsledky. 

Laktózovou intoleranci můžeme označovat jako syndrom se střevními příznaky vyvolanými 

konzumací potravin obsahující laktózu, zapříčiněný nedostatečnou aktivitou laktázy 

v tenkém střevě (Berni et al., 2016). S hypolaktázií dospělého typu je spojen zejména 

polymorfismus v genu MCM6 13910CYT (rs4988235) a 22018 (rsl82549). Jedinci s 

genotypem CC/GG neumí trávit laktózu, aktivita laktázy přirozeně klesá a objevují se 

symptomy jako plynatost, průjem a bolesti břicha (Enattah et al., 2002). Heterozygotní 

genotyp CT/GA je spojen s částečnou intolerancí laktózy, která se ve většině případů 

neprojeví, jelikož k 50 % aktivitě laktázy a tedy dostatečnému trávení laktózy stačí 

přítomnost pouze jedné alely T. U PAS pacientů byl pozorován problém s trávením 

disacharidázy, který může vznikat po zánětu střev či jako vrozená predispozice. Populační 

genetika z Ensembl (Cunningham et al, 2022), kterou jsem v rámci výsledků též zapracovala 

do své práce, ukázala, že částečnou nebo úplnou neschopností trávit laktózu trpí 68 % 

evropské populace. Kolem 30 % pak trpí úplnou intolerancí laktózy, kterou nedokáže štěpit. 

Genetický test pro laktózovou intoleranci byl proveden pomocí metody PCR-RFLP. U 77 % 

autistů byla prokázána intolerance laktózy, přičemž úplná intolerance se vyskytovala u 43,3 

%. I přes malý testovaný soubor, je patrné, že autisté trpí neschopností trávit laktózu více, 

než je běžné v normální populaci. Z tohoto důvodu by mezi laktózovou intolerancí a 

autismem mohla existovat nějaká souvislost. 

Syndrom dráždivého tračníku patří mezi nej rozšířenější chronické gastrointestinální 

onemocnění (Chey et al., 2015), vyvolané konzumací tzv. F O D M A P sacharidů. Jedná se o 

vysoce fermentované oligo-, di-, monosacharidy a polyoly. Příkladem je fruktóza, laktóza, 

cukerné alkoholy, fruktany a galaktany (Bellini et al., 2020). Mnoho studií ukazuje na 

spojení mozku a střeva. V souvislosti s tím byly u IBS pacientů pozorovány změny v části 
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mozku, které souvisí s emocemi. S IBS je spojený polymorfismus TNF SF 15 G/A 

(rs4263839) a riziko IBS je asociované s alelou G. V normální populaci se toto riziko 

vyskytuje u 90 % jedinců. Vyšetření polymorfismu rs423839 asociovaného s IBS bylo 

provedeno metodou real-time PCR. Rizikové genotypy byly v testovaném souboru nalezeny 

u 87 % pacientů. Genotyp G G asociovaný s rizikem IBS se vyskytoval v 50 %. Procentuální 

zastoupení u pacientů s PAS a v normální populaci se příliš neliší, 

Apolipoprotein E (APOE) funguje jako hlavní přenašeč cholesterolu v mozku, který 

ovlivňuje růst neuronů, synaptogenezi a vznik neurozánětu. Je součástí lipoproteinů V L D L a 

HDL. Alely asociované s autismem jsou £4 a £2. V normální neautistické populaci se 

vyskytuje 25 % jedinců s možným rizikem a jen 3 % s vysokým rizikem pro PAS. Pacienti 

s PAS byli otestováni pomocí metody PCR A R M S . Rizikové alely APOE byly u pacientů 

s PAS detekovány v 17 % případů a rizikovou isoformu E4/E4 nenesl ani jeden z nich. 

Výskyt rizikových alel nebyl v testované skupině autistů nijak vyšší než v normální 

populaci. 

I přes neprůkaznost zpracovaných výsledků, která může být ovlivněna malým souborem 

pacientů, je diagnostika gastrointestinálních poruch u PAS pacientů velice žádoucí. Včasná 

diagnostika a nasazení správné diety může autistům nejen ulevit od GI problémů, ale i 

autistických symptomů (např. agrese). Nejčastěji používanou dietou bývá GFCF dieta, tedy 

eliminace lepku a kaseinu. Porucha trávení těchto složek způsobuje vznik toxického 

gliadinomorfinu a kazomorfinu a jejich vysoká hladina působí toxicky na nervový systém. 

V souvislosti s autismem je nejvíce popisována celiakie. Další vhodnou dietou může být 

FODMAP dieta. Vhodné stravovací návyky a eliminační diety by měly být u autistů 

zavedeny v co nejnižším věku, kdy organismus není na lepku a kaseinu tolik závislý a je 

možné stravu snadno změnit. Po nasazení některé z diet se může zdát, že se projevy autismu 

zvýšily (dochází totiž k abstinenčním příznakům, které po nějaké době odezní a situaci se 

výrazně zlepší). Ke špatným stravovacím návykům u PAS může přispívat porucha funkce 

motoriky. Spatná komunikační schopnost zase zhoršuje možnosti diagnostiky. 
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6 ZÁVĚR 

V rámci teoretické části bakalářské práce byly shrnuty současné poznatky o Poruchách 

autistického spektra a vybraných potravinových intolerancích. Uvedena je zde zejména 

základní charakteristika, typy a diagnostika PAS, poznatky o spojení gastrointestinálních 

problému s autismem a informace o vybraných potravinových intolerancích (IBS, APOE, 

celiakie, laktózová intolerance). 

V současné době je stále jasnější, že GI problémy jsou u pacientů s PAS zcela běžné. 

V mnoha případech ovšem nej sou správně diagnostikovány, díky nedostatečné komunikaci 

s postiženými PAS pacienty. Při diagnostice je třeba nasadit diety, které jsou u autistů 

problémové, vzhledem k jejich averzi k jídlu. Pokud se povede u autistů nasadit dietu, 

například bezlepkovou, dochází k výraznému zlepšení jak GI problémů, tak i autistických 

symptomů. 

Hlavním cílem experimentální části bylo praktické zvládnutí laboratorních metod vedoucích 

ke zjištění genových variant asociovaných s rozvojem laktózové intolerance, celiakie, IBS 

aizotypů genu APOE. Použitými metodami byly PCR A R M S (APOE), PCR RFLP 

(laktózová intolerance) a real-time PCR (IBS a celiakie). 

Experimentální část probíhala v laboratoři G E N L A B S v Českých Budějovicích. 

Vyšetřovanými polymorfismy byly pro IBS rs 4263839 A / G v genu TNF SF15, pro 

laktózovou intoleranci C/T 13910 a G/A 22018 v genu M C M 6 , rizikové haplotypy H L A 

DQ2.5, H L A DQ2.2, H L A DQ8, H L A DQX.5 a H L A DQX.x pro celiakii a isotypy genu 

APOE: ApoE3, ApoE4 a ApoE2. Následovalo vyhodnocení výsledků a zpracování 

získaných dat, která nám ukázala zastoupení jednotlivých genotypů u pacientů s PAS. 
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8 PRÍLOHY 

Příloha 1: souhlas s genetickým laboratorním vyšetřením 

*^GENLABS 

GEN LABS k*« 
Lipová 1789. V 
370 (15 tUM Budíjovict 2 

SOUHLAS S GENETICKÝM LABORATORNÍM VYÄETŔENlM 
Ci&lo sumky. 1 
Počet tlancL Z 
Vypracúvaj. Mgr. . >.i.'i;.Riegcrt :(.•.:::, k.i Ph 0 *^GENLABS MuL-kul-ii i: ,? _vi^(i<Aj I.IÍHIIJUI: 

Odbunwď KI6 

SOUHLAS S GENETICKÝM LABORATORNÍM VYÄETŔENlM 
Ci&lo sumky. 1 
Počet tlancL Z 
Vypracúvaj. Mgr. . >.i.'i;.Riegcrt :(.•.:::, k.i Ph 0 

Souhlas s genetickým laboratorním vyšetřením 

Jméno a příjmení vyšetřované/ho: 

Rodné řlslo: 

Jméno a příjmení zákonného zástupce: 

Vztah k vyšetřované osobé: 

A. l i cl genetického laboratorního vyšetřeni 

Ovéřenípotvrzeni J U L I U v. nemoci anebo vývojové vady: 

Zjišténi predispozice pro nemoc a nebo vývojovou vadu: 

Zjišténí přenašecstvi pro nemoc a nebo vývojovou vadu: 

K optimalizaci léčby: 

Alternativy navrhovaného genetického vyšetřeni (jejich vhodnost, přinos a rizika): 

B. 1'ROIllÁŠKNÍ VYŠETŘOVANÉ OSOBY 
B. 1. Za výše uvedeným uceleni souhlasím s odbérem dále uvedeného vzorku z mého téla a s provedením 
tiililu vyšetřeni: 
t"y togenetická vyšetřeni: 

Karyotyp (analýza chromosomů) 
D Jiné 

Molekulárne genetická vyšetřeni: 
Vyšetřeni pro chorobu: 

3 Jiné 

Jiná vyšetřeni: 

Ze vzorku: 
žilnikrev sliny tkáň: kůže, sval 
Jiné 

B. 2. Souhlas vyšetřované osoby /zákonného zástupce: 
Potvrzuji, že nu bylo poskytnuto poradenství ke genetickému laboratornímu vyšetřeni za účelem jak uvedeno 
shora a že jsem poskv tnuté informaci porozumel a Lékařem mi bylo sdéleno a vysvětleno následující: 

• l Cel. povaha, předpokládaný přinos genetického laboratorního vyšetřeni 
• Možný dopad výsledku genetického vyšetřeni na mé zdraví, na zdraví mých potomků (budoucích 

generaci) a zdraví geneticky příbuzných osob 
• Rizika neočekávaných nálezu, což jsou nálezy, které nejsou účelem genetického laboratorního 

vyšetřeni, přesto je analýza genetické informace zjisti Neočekávané nálezy lze rozdélit na skupinu 
nálezu, které mohou mit pro pacienta a osoby s nim geneticky příbuzné závažný dopad (např. zvýšená 
náchylnost k nádotovým onemocnením nebo nepotvrzeni otcovství) Druhou skupinou jsou nálezy, 
které se odlišují nálezů bežných, ale jejich konkrétní dopad na současný a nebo budoucí zdravotní stav 
pacienta a geneticky příbuzné osoby nelze na základe současných znalosti stanov n 

( i l .M.ABS v.r.o.. (•cneticka laboratoř GENLABS, Lipová 17X9S, 370 05 České Budějovice 2. 
IČ 018 5 3 805, spol vedená u Mestského soudu v Praze, odd C. vl. 212629 
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GENLABS 

G EN LABS U á 
Lipová I7IWV 
370 05 CHM BudOjovicc 2 

SOUHLAS S GENETICKÝM LABORAI'ORNÍM VVSE ľRLMM 
Civlo urankv : 
PoCet •iianei 2 
Vypratoval. Mgt. ftagnur Rwgett Bystrická Fti D M " 1 . genetická lalwraiof 

Odbomuit 816 

Mél/a jsem možnost vše si fádnů, v klidu a v dostatečně poskytnutém čase zváža, měla jsem možnost se lékaře 
zeptat na \5e, co jsem považoval/a za pro mne podstatné a potřebné vědět a probrat s nim vie, čemu jsem 
nerozumel, a. Na ty to mé dotazy jsem dostal a jasnou a srozumitelnou odpověď. 

B . 3. KII/IIIKII .i jsem. že se vzorkem bude po ukončení testování naloženo takto: 

Souhlav se skladováním 

• Pokud to bude možne a nebo účelne, bude můj vzorek skladován pro dalsi vyšetřeni provedená k mému 
prospechu a prospechu mých příbuzných. Před genetickým vyšetřením, které by se provádélo za jinými účely 
než uvedeno v části A . budu řádnč poučená a toto vyšetřeni bude vždy provedeno až s novým informovaným 
souhlasem Vzorek bude skladován u poskytovatele zdravotních služeb uvedeného v záhlaví nebo v laboratoři 
spolupracujícího poskytovatele a to nejvýše po dobu 50 let. 

• Jestliže bude vzorek mého biologického materiálu dále skladován, souhlasím/nesouhlasím s jeho 
využitím ke kontrole kvality DNA diagnostiky (vzorek je použit jako kontrola pro vyšetřeni jiného 
pacienta). 

• Souhlasím/nesouhlasím* s anonymním využitím skladovaného biologického materiálu v lékařském 
výzkumu dedičných onemocnení. 

• Souhlasím/nesouhlasím* s tím, že mohu být znovu kontaktován a, na adrese uvedené ve zdravotnické 
dokumentaci, za účelem souhlasu s využitím mého skladovaného biologického materiálu v konkrétním 
výzkumném projektu 

Nesouhlas se skladováním 

• Můj vzorek bude po provedeni genetického laboratorního vyšetření zlikvidován max. po 15 mčsicich od data 
doručeni do laboratoře s tím rizikem, že nebude již možné v budoucnosti výsledek vyšetřeni v připadč potřeby 
znovu ověřit a že zlikvidováni vzorku může vést ke zhoršení dostupnosti diagnostiky u rodinných příslušníků. 
Dále jsem si vědom, že pro další genetické testováni bude nutný nový odbčí materiálu 

B . 4. Dále si přeji následující: 

• Abych s výsledky genetického laboratorního vyšetřeni byl(a) / ni-bvl(a) seznámen(a)* 
• Abych s výsledky neočekávaných nálezu bv l(a) ntbv l(a) seznánien(a) * 
• Aby o výsledcích vyšetřeni a/nebo neočekávaných nálezech* byly informovány následující osoby: 

• Souhlasím/ nesouhlasím* s využitím výsledků genetického laboratorního vyšetřeni a relevantních 
informaci o mém zdravotním stavu, včetně fotodokumentace, k vedeckým a výukovým účelům za 
podmínky, že tyto údaje budou prezentovány a publikovány pouze v anonymní ťormč. 

Na základě tohoto poučení prohlašuji, že souhlasím s odběrem příslušného vzorku z mého třla a s 
provedením výše popsaného genetického laboratorního vyšetření s podmínkami uvedenými výše. 
Jsem si vědom u že -A U | souhlas mohu kdykoliv písemně odvolat 

Podpis vyšetřované osoby (zákonného zástupce) 

\ Dne 

Jméno lékaře 

Podpis 

* vybranou variantu označte 

( i l .M A B S v.r.o.. ticndicka liiboratol GEM ABS i ipóvi i 7W •> 170 OS Ccáfcé Budějovice : 
IC 018 53 805, spol vedená u Městského soudu v Praze. odd. C. vl. 212629 
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Příloha 2: diagnózy autistických pacientů 

LIC Diagnóza 

33/21 

F-84,F-90, těžká forma ADHD, regres po H E X A , M M R , gastro-entherokolitida, 

zonulin 2865 

139/20 těžká forma autismu, ADHD, ADD, poškození po vakcinaci M M R 

149/21 dětský autismus, ADHD, málem umřel po Hexa, další regres po M M R 

165/21 dětský autismus, ADHD, regres po H E X A a M M R 

191/21 dětský autismus, ADHD, neočkován, NGS 

324/21 Dětský autismus, ADHD, histamin, nemluví 

543/20 dětský autismus, ADHD, regres po H E X A a M M R , po fekální transplantaci 

603/20 F-90, F-84, ADHD, ADD, poškození H E X A , M M R , vady řeči, mentální omezení 

686/20 

těžká forma autismu, ADHD, ADD, poškození po vakcinaci H E X A M M R , 

paraziti 

691/20 dětský autismus, ADHD, ADD, poškození H E X A , M M R 

205/21 dětský autismus, ADHD, doočkován v roce 2021, těžký regres 

633/21 dětský autismus, F-90, F-84, ADHD, nemluví 

844/21 

dětský autismus, těžká forma autismu, ADHD, regres po H E X A a M M R , 

nemluví 

1022/21 dětský autismus, ADHD, po H E X A a M M R regres 

1080/21 PAS, ADHD, dysfázie, SPD (sensory processing disorder) 

23/22 PAS, velké zažívací potíže, zpožděný vývoj, fekální transplantace 

65/22 PAS, zpožděný vývoj 

131/22 podezření na PAS a A D H D 

205/22 PAS, ADHD, alergie 

455/22 dětský autismus, A D H D 

172/21 porucha SPD, dysfázie, vady řeči 

195/21 ADD, met. syndrom, regres a poškození po H E X A a M M R 

270/21 ADD, ADHD, poškození z H E X A , mentální retardace 

404/21 ADHD, dysfázie, vady řeči 

679/21 mentální retardace, ADHD, nemluví, gastrointestinální potíže 

775/21 F-90, regres po M M R , genitopatelární syndrom, mentální retardace 

505/22 dítě je příliš malinké, ztráta rovnováhy, nechutenství, velká podrážděnost, 
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encefalitický pláč, vysoká cholinesteráza 

547/22 R620, F-89, ADHD, oligofrenie, agresivita, nižší intelekt, dysfázie, IAG 

554/22 

ADHD, těžká mentální retardace, SIBO-disbióza, gastro-imuno abnormality, 

IAG 

79/23 diagnóza nebyla poskytnuta 
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