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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BLAST Basic Local Alignment Search Tool
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TNF SF15  Tumor Necrosis Factor Superfamily, Member 15
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1 UVOD

Intolerance laktozy je velmi Casta gastrointestinalni porucha, ktera je zpusobena
deficitem enzymu laktazy. Odhaduje se, ze postihuje az asi 70% celosveétové populace.
Laktaza-phlorizin hydrolaza je enzym zodpovédny za §t€peni disacharidu laktozy na glukézu
a galaktozu v tenkém stieveé. Intolerance laktozy byla rozpoznana teprve pied 50 lety
a v soucasnosti je definovana jako nastup abdominalnich pfiznakt jako je bolest bficha,

nadymani a prijem.

Deficit laktazy se vyskytuje ve ¢tyfech riznych formach: vrozeny, vyvojovy, primarni
a sekundarni. Vrozeny deficit laktazy je vzacné autosomalné recesivni onemocnéni
charakterizované nepfitomnosti nebo snizenou enzymatickou aktivitou uz od narozeni.
Vyvojovy deficit laktazy se objevuje u nedonoSenych novorozencd, u kterych jesté nebyla
stfevni laktaza pln€ vyvinuta. Primarni deficit enzymu laktazy je bézny geneticky podminény
proces, ktery zahrnuje postupné vymizeni laktazové aktivity ve stievech. Posledni, sekundarni
nedostatek laktazy je prechodnym stavem zptisobenym rtiznymi chorobami, jako jsou infekce,

potravinové alergie, celiakie a Crohnova choroba

Perzistence laktazy je spojena s jednonukleotidovymi polymorfismy (SNP) v genu
MCM6, ktery je promotorem pro gen LCT kodujici enzym laktazu. V kavkazské populaci
je primarni hypolaktdzie spojena s polymorfismy C/T-13910 a G/A-22018. Postupné
snizovani aktivity laktazy je pfirozené, zatimco piitomnost mutace ve vySe uvedenych

polymorfismech zpusobuje celozivotné normalni aktivitu laktazy.

Dostupna diagnosticka vySetfeni laktozové intolerance zahrnuji rizna neinvazivni
a invazivni vySetieni a genetické testy. Hlavni strategii 1é€by je odstranéni ¢i snizeni intenzity

symptomu, ale zarover udrzeni dostatecného piijmu zivin.

Cilem této diplomové prace je v literarnim prehledu shrnout doposud znamé poznatky
o problematice lakt6zové intolerance. Experimentalni cast se vénuje detekci mutaci v genech
MCM6 (SNP rs4988235 a rs182549 spojenymi s primarni hypolaktazii) a TNF SF15
(rs4263839 spojenc¢ho s vyskytem syndromu drazdivého tracniku) pomoci metod real-time
PCR, PCR-RFLP a sekvenace. Mezi cile experimentalni Casti patii vypracovani statistiky
vyskytu genotypovych variant v diagnosticky neselektované ¢eské populaci a vyhodnoceni

mozné genetické asociace mezi laktdzovou intoleranci a syndromem drazdivého tracniku.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Zakladni charakteristika

Laktoza, disacharid nachazejici se v riznych koncentracich v mléce savci, se Casto
nazyva mlécny cukr. Obecny nazev laktozy dle IUPAC je
B-D-galaktopyranosyl-(1—4)-D-glukosa (Ouellette a Rawn, 2015). Chemickéa struktura

laktozy je znazornéna na Obr 1.

Obr. 1: Chemicka struktura molekuly laktdzy, ktera je tvofena dvéma sacharidy glukdzou a galaktozou
navzajem spojenymi B-1,4 glykosidickou vazbou. (Obrazek prevzat z PubChem: beta-Lactose

[online].)

Laktoza predstavuje hlavni sacharid mléka savci. V prirod€ se vyskytuje uz jen velmi
malo dalSich zdrojui tohoto disacharidu (Szilagyi a Ishayek, 2018). Syntéza laktozy probiha
v mlééné zlaze prostiednictvim aktivované uridindifosfatgalaktdzy, ktera je spojena
s glukozou enzymem galaktosyltransferazou. Proces syntézy laktozy je regulovan
peptidickym hormonem prolaktinem, ktery se zvySuje po porodu a snizuje se s klesajicimi

hladinami progesteronu pfi odstavovani (Brissow, 2013).

Laktoza je hlavni slozkou suSiny v mléce savcu a jeji obsah je nepiimo umérny tuku
a bilkovindm (Madry et al., 2010). Lidské mléko obsahuje asi 70 g/l (7 %) laktézy, ktera
poskytuje asi 30-40 % kalorii novorozencim. Ve srovnani s ostatnimi savci ma lidské
matetské mléko nejvyssi koncentraci laktozy (Schaafsma, 2008). Pro srovnani, kravské mléko

obsahuje asi 46 g/l (4,6 %) a kozi 47 g/1 (4,7 %) (Wijesinha-Bettoni a Burlingame, 2013).



Laktoza ma velky vyznam ve fyziologii pro svij stimulacni u¢inek na nervovy systém
a pro svuj profylakticky a terapeuticky ucinek na kardiovaskularni onemocneéni. U lidi laktdza
podporuje vstiebavani vapniku, manganu a hoiciku a podporuje rust bifidobakterii. Pro
bakterie mlééného kvaseni je lakt6za hlavnim energetickym zdrojem mlécného kvaSeni, které

je zakladem pro vyrobu mnoha mléénych potravin. (Dzyadevych a Jaffrezic-Renault, 2014).

K nutricnim vlastnostem laktozy patii relativné nizka sladivost, nizka kaloricka
hodnota a nizky glykemicky index (Schaafsma, 2008). Vzhledem ke svym fyzikalné-
chemickym vlastnostem a chuti se laktéza pouziva jako pfisada v mnoha potravinach, jako
jsou napiiklad zpracované maso, margariny, snidaniové cerealie, instantni a hotova jidla.
Stejné tak je pouzivand v doplicich stravy, ¢ jako plnidlo v 1éCivech

(Ugidos-Rodriguez et al., 2018).

2.1.2 Laktaza

Laktaza (EC 3.2.1.108; 3.2.1.62), také nazyvana laktaza-florizin hydrolaza (LPH),
je PB-D-galaktosidaza nachazejici se v apikalnim povrchu enterocyti v kartaCovém lemu
tenkého stieva s nejvyssi expresi ve stfedni Casti jejuna, jeji vyskyt postupné klesa smérem
k ileu (Ugidos-Rodriguez et al., 2018; Madry et al., 2010). Do lumen stfeva vy¢nivaji dvé
intraluminalni enzymaticka mista, ktera sté€pi disacharid laktozu na glukézu a galaktozu. Tyto
monosacharidy jsou pak prenaSeny skrze sodikové glukodzové transportéry pres stievni
kartackovy lem. Glukoza se vyuziva pfevazné pro energii, zatimco galaktdza je vyuzivana pro
razné ucely. To zahrnuje tvorbu energetickych a strukturalnich molekul pouzivanych
v komunikaci mezi butikami, imunitnich funkcich, stabilizaci epitelu a neurologickém vyvoji
(Deng et al., 2015; Fassio et al., 2018). Metabolismus galaktézy vyzaduje odbourani
prostfednictvim ¢ty enzymua Leloirovy drahy. Tato metabolicka draha existuje u vétsiny
jednobunécnych a mnohobunéénych organismt (Holden er al., 2003). Zmény enzymu
Leloirovy drahy vedou ke vzacnému genetickému metabolickému onemocnéni galaktosémii

(Demibras et al., 2018).

Enzym laktaza je kodovan genem LCT a je produkovan jako prekurzorovy peptid
o velikosti 220 kDa. Po své primarni syntéze béhem transportu na bunéény povrch prochazi
zna¢nou posttranslani modifikaci. Na bunécném povrchu je sice zralym, ale stale neaktivnim

proteinem o velikosti 150 kDa. Enzym je aktivovan az pusobenim pankreatického trypsinu,



ktery odstépenim dalSich dvou aminokyselin vytvaii jeho aktivni formu (Zecca et al., 1998;

Madry et al., 2010).

Jak jiz bylo zminéno enzym LPH ma dvé aktivni mista: prvni hydrolyzuje laktozu
(Obr. 2) a druhé hydrolyzuje floryzin (aryl alfa-glukosid) a také fadu dalSich glykolipida
(Campbell ez al., 2005). Jeho aktivita se u lidského plodu postupné zvySuje, zejména od tfetiho
trimestru gestace. Svého maxima dosahuje pfi narozeni a poté zacina klesat od prvnich meésica
zivota, a to zejména mezi 3-5 lety. K tomu dochazi niz§i genovou expresi a tim snizenim
syntézy enzymu LPH (Wang et al., 1998). Hladiny LPH ve stievech se u vétSiny savcu snizi
na piiblizné 10 % neonatalnich hladin. U malych zvirat, jako jsou mysi a krysy, muze opé€tovné
podavani potravy obsahujici laktozu vést ke zvySeni stfevniho LPH, to znamena, ze enzym
je indukovatelny. U lidi vSak neni laktdza indukovatelna (Szilagyi a Ishayek, 2018). Ackoli
je snizovani hladin LPH normalni stav u vétSiny savct, néktefti lidé si zachovali laktazovou
aktivitu po cely zivot, coz vede k laktazové perzistenci (jedinci laktéza tolerantni)

(Lomer et al., 2008).
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Obr. 2: Enzymaticka hydrolyza disacharidu laktézy za piisobeni enzymu LPH a vzniku molekul
D-glukozy a D-galaktozy. Zpétna reakce znazoriuje enzymatickou syntézu disacharidu laktozy
(Robles a Priefer, 2020).

K optimalni aktivité laktazy dochazi v tenkém stieveé pii pH 6-8. V tlustém stieve
mohou bakterie hydrolyzovat laktozu na glukozu a galaktézu diky bakterialni laktaze. AvSak
v této Casti stieva je pH 4, takze aktivita bakterialni laktazy je snizena a dochazi 1 k fermentaci

malého mnozstvi laktozy (Di Rienzo et al., 2013, Ugidos-Rodriguez et al., 2018).



2.1.3 Fyziologie a patofyziologie trdaveni laktozy

Pro fyziologické vyuziti laktozy v lidském téle musi byt nejdfive hydrolyzovana
ve stfevé enzymem laktaza. Jakmile se laktoza dostane do proximalniho stfeva, rozlozi se
na glukozu a galaktézu (Obr. 3). Oba monosacharidy jsou absorbovany aktivnim transportem
zprosttedkovanym membranovymi proteiny: transportérem SGLUT 1 (Sodium-Glucose
Linked Transporter 1), ktery kotransportuje glukézu nebo galaktézu doprovazenou dvéma
ionty Na* ze stfevniho lumen smérem do nitra enterocytu. Monosacharidy se nasledné Sifi
do krve bud’ pasivné, nebo unadnénou difuzi transmembranovym proteinem GLUT 2 (Glucose
Transporter 2). Glukédza se pouziva jako zdroj energie, zatimco galaktéza mize byt prfeménéna
na glukézu pro energetické vyuziti galaktokindzou a galaktoza-1Pi-uridyltransferazou nebo
muze byt pouzita jako slozka glykolipidi a glykoproteind (Di Rienzo et al., 2013;
Lomer et al., 2008; Amiri et al., 2015). Pro efektivni odbouravani laktozy bez priznaka
intolerance je zapotiebi pouze 50 % aktivity laktazy (Swallow, 2003).

D N s - < o ard e -
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Obr. 3: Pii perzistenci laktazy enzym laktaza-florizin hydrolaza v kartaCovém lemu ucinné
hydrolyzuje laktézu na glukézu (Glu) a galaktozu (Gal). Tyto dva monosacharidy se spolec¢né
s molekulami vody rychle vstiebavaji do krevniho fecist€. K hydrolyze typicky dochazi v jejunu, které

ma nizkou koncentraci bakterii a dochazi zde jen k malé fermentaci laktozy (Lomer et al., 2008).
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K maldigesci laktozy dochazi, kdyz se laktoza nevstiebava v tenkém stievé (Obr. 4).
Prochazi gastrointestinalnim traktem az do tlustého stfeva, kde vede k priznakiim intolerance
laktozy (Lomer er al., 2008). Bolesti bficha a nadymani jsou typicky zptusobeny fermentaci
a hydrolyzou neabsorbované laktozy v tlustém stievé bakterialni mikroflorou, coz vede
k produkci mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA), vodiku, metanu a oxidu uhli¢itého,
¢imz se prodluzuje doba pruchodu stfevem a ur¢ité mnozstvi téchto plyna byva pficinou
plynatosti (He et al., 2006). Vzniklé organické kyseliny s kratkym fetézcem, jako je kyselina
maselna, octova, propionova, jantarova, mraven¢i a mlécna, snizuji pH tlustého stfeva.
Okyseleni obsahu tlustého stfeva a zvySena osmoticka zatéz zpusobena neabsorbovanou
laktozou v ileu a tlustém stfevé vedou k vétsi sekreci elektrolyti a tekutin a rychlému
pruchodu, coz vede k fidké stolici a prijmu (Swagerty et al., 2002; Yang et al., 2013;
Matthews, 2005).

SCFA
Lactate - (Butyrate, Propionate,
CH,-CH(OH)-COO Acetate)

Obr. 4: Pii non-perzistenci laktazy dochazi k n¢kolika moznym reakcim, které jsou podstatou
pro bézné symptomy nalezené u jedincu s laktdzovou intoleranci. Neabsorbovana laktoza prochazejici
tlustym stfevem ma vysokou osmotickou zatéz, ktera vede ke zvySenému obsahu vody a elektrolytu
ve stfevnim obsahu. Neabsorbovana laktoza je hydrolyzovana na galaktdozu (Gal) a glukdzu (Glu)

bakterialni B-galaktosidazou pritomnou v bakteriich mlécného kvaseni. Tyto monosacharidy jsou pak



vyuzivany pro bakterialni fermentaci stfevni mikroflorou. Vznikaji mastné kyseliny s kratkym

fetézcem (SCFA) s vedlejsimi produkty vodiku (H>) a oxidu uhli¢itého (CO»), coz zpusobuje nadymani

a plynatost. Poslednim mechanismem je redukce oxidu uhli¢itého urCitymi bakterialnimi kmeny

na metan (CHs) (Lomer et al., 2008).

Klasicky termin laktézova intolerance (LI) se pouziva pfi rozvoji gastrointestinalnich

symptomi (plynatost, nadymani, kieCe v bfiSe a bolesti né€kdy spojené s kaSovitym

az vodnatym prijmem a prilezitostné s nevolnosti a zvracenim) po poziti potravin obsahujicich

laktozu. Maldigesce laktozy u dospéelych (LM) je Casto zaméfiovana s LI. Tento termin vSak

muze byt matouci, protoze LI ne vzdy nasleduje po LM (Szilagyi a Ishayek, 2018). Terminy

pouzivané k popisu stavu traveni laktozy jsou uvedeny v Tab. L.

Tab. I: Terminy pouzivané k popisu stavu traveni laktozy (Misselwitz et al., 2013;

Szilagyi a Ishayek, 2018; Fassio et al., 2018).

Termin
Laktazova perzistence

(LP)

Laktazova non-perzistence
(LNP)
Laktazova deficience

(LD)

Maldigesce laktozy
(LM)
Malabsorbce laktozy

Laktozova intolerance

(LI)

Definice

Vrozena tolerance laktozy podminéna dominantni dédi¢nosti,
obvykle spojend svysokou produkci enzymu laktazy
v dospélosti.

Intolerance laktozy podminéna recesivni dédiCnosti, spojena
s celkovym poklesem enzymu laktazy v dospélosti.

Snizeni enzymu laktazy z jakékoli pfiCiny, at uz genetické
(LNP) nebo jakychkoli sekundarnich pficin, jako je
onemocnéni nebo poranéni sliznice tenkého stieva.

Porucha traveni (digesce), nejCastéji vyvolana chybénim
travicitho enzymu laktazy.

Porucha vstfebavani (absorpce) zivin ve stfevni sliznici
v dasledku Spatného traveni laktozy, protoze laktéza nemuze
byt absorbovana v nestravené formé.

GIT symptomy vyplyvajici z poziti laktozy, vCetné plynatosti,
nadymani, kieci, prijmu a vzacné zvraceni. LI se mize objevit

bez LM.

Podle stupné aktivity laktazy lze stanovit dva typy stavi: alaktazie (Gplna absence

aktivity laktazy) a hypolaktazie (velmi nizka aktivita laktazy ve sliznici jejuna). Laktézova
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intolerance zavisi nejen na expresi laktazy, ale také na pozité davce laktdzy, stievni flore,
gastrointestinalni motilit€ a na citlivosti gastrointestinalniho traktu na produkty traveni laktozy

(Deng et al., 2015).

2.2 Genetické aspekty laktézové intolerance

Gen, ktery kéduje laktazu, se nachazi na dlouhém raménku chromozomu 2 v pozici 21
(2921) a obsahuje 17 exond. V publikaci Enhattah et al. v roce 2002 byly sekvenovany dva
mozné polymorfismy (SNP), spojené s perzistenci laktazy v dospélosti. Tyto polymorfismy
byly nalezeny v genu zvaném M CM6 nachéazejiciho se pobliz genu laktazy. Tento gen se pfimo
nepodili na syntéze laktazy, ale pirekryva promotorovou oblast genu laktazy. Jedna se

konkrétn¢é o SNP rs4988235 a rs182549 (Enattah er al., 2008; Magiera et al., 2014).

Polymorfismus C/T-13910 (rs4988235) je nejcastejsi SNP spojeny s non-perzistenci
a perzistenci laktazy. Tento polymorfismus se objevuje ve variantaich CC, CT nebo TT
(Mattar et al., 2008). Bylo prokazano, ze je homozygotni wild-type varianta CC vynikajici
prediktor poklesu stievni laktazy, a je tedy spojena s laktazovou non-perzistenci. Genotyp TT
je ukazatelem celozivotni perzistence aktivity laktazy. Pfitomnost hetorozygotniho genotypu
CT je charakterizovana pritomnosti sttednich urovni exprese laktazy, které jsou ale obvykle
dostatecné pro traveni laktozy (Fassio et al., 2018). Druhy polymorfismus G/A-22018
(rs182549) se mize objevovat ve varianté GG (guanin/guanin), ta je spojena s non-perzistenci,
zatimco genotypy GA (guanin/adenin) a AA (adenin/adenin) jsou spojovany s pretrvanim
aktivity enzymu (Jasielska a Grzybowska-Chlebowczyk, 2019; Ugidos-Rodriguez et al.,
2018).

Jedinci heterozygotni pro kterykoli SNP maji stiedni aktivitu laktdzy a mohou byt
nachylnéj§i k intoleranci laktozy v dob& stresu nebo gastrointestinalni infekce
(Matthews, 2005). U jedinct s homozygotni perzistenci laktazy (genotypy TT a AA) se miize
prilezitostné také rozvinout intolerance laktdzy (tzv. sekundarni deficit laktazy). Dospéli
homozygoti s non-perzistenci (CC a GG) maji v dospélosti prakticky nedetekovatelné hladiny
sttevni laktazy (Lomer et al., 2008; Fassio et al., 2018; Itan et al., 2010).

Ackoli Ize tyto polymorfismy pouzit jako indikatory perzistence laktazy v evropské
populaci, nelze je aplikovat globalné, protoze v africké populaci byly ve stejné chromozomalni

oblasti identifikovany dalsi polymorfismy (Ugidos-Rodriguez et al., 2018). Polymorfismy



nalezené v populacich Afriky a Stfedniho vychodu jsou T/G-13915 (rs41380347; Saudska
Arabie), G/C-14010, C/G-13907 (rs145946881, rs41525747; africké kmeny) a T/G-14009
(rs869051967; Etiopie) (Tishkoff ef al., 2007; Anguita-Ruiz et al., 2020; Deng et al., 2015;
Ranciaro et al., 2014). Zprostredkovani laktazové perzistence v dospélosti nekolika
polymorfismy v riznych populacich naznacuje, Zze se perzistence laktazy béhem lidské

evoluce vyvijela v riznych oblastech svéta nezavisle (Deng et al., 2015).

Na obrazku 5 jsou vyobrazeny dosud znamé jednonukleotidové polymorfismy spojené

s laktazovou non-perzistenci.
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Obr. 5: Genova mapa laktazy (LCT) a minichromozomu 6 (MCM6) s vyznaCenym umisténim
jednonukleotidovych polymorfisma (SNP). a: Souhrn 123 SNP zahmutych do genotypové studie;
b: mapa oblasti genu LCT a MCM6; c: mapa genu MCM6, d: umisténi SNP asociovanych s perzistenci
laktazy v intronech 9 a 13 genu MCM6 v africké a evropské populaci (Tishkoff et al., 2007).

2.3 Formy laktézové intolerance

Laktozovou intoleranci rozdélujeme v zavislosti na jejim puvodu do Ctyt kategorii:
vrozeny deficit laktazy (kongenitalni LI), vyvojovy deficit laktazy, priméarni deficit laktazy
(LNP, priméarni LI), sekundarni deficit laktazy (sekundarni LI) (Szilagyi a Ishayek, 2018).



2.3.1 Kongenitdlni laktozova intolerance

Vrozeny nedostatek enzymu laktazy (CLD) je zavazna gastrointestinalni porucha
kojenct sincidenci 1:60 000. Tento typ intolerance laktézy je metabolickou poruchou
zpusobenou autozomalné recesivnim typem dédi¢nosti. CLD je charakterizovana aplnou
absenci nebo vyznamnym snizenim enzymu s normalni histologii v tenkém stfeve
(Kuokkanen et al., 2000). Jde o celozivotni poruchu charakterizovanou celkovym
neprospivanim od prvniho kontaktu s matefskym mlékem (Swallow, 2003). V téchto
ptipadech novorozenci nejsou schopni travit laktézu a klinické pfiznaky se rychle rozvijeji
se zatatkem kojeni. Casto se vyskytuje t&zky vodnaty osmoticky prijem, acidéza

a hyperkalcémie (Fassio et al., 2018; Heyman et al., 2006).

Vrozeny nedostatek laktazy je extrémné vzacny, bylo hlaseno pouze asi 40 pripadu
(Swallow, 2003), pficemz naprosta vétsina z nich (Fazeli et al., 2015; Uchida et al., 2012)
pochézelo z Finska (Torniainen et al., 2009). Jedinou 1écbou je uplné vylouceni laktozy
od narozeni (Lomer et al., 2008). V minulosti byly nasledky CLD fatalni, ale v dnesni dobé
vCasnou diagnézou a zajisténim adekvatni bezlaktdézové diety lze smrti novorozence predejit

(Kuokkanen et al., 2006).

2.3.2 Vyvojovy deficit laktazy

Druhou formu maldigesce laktozy predstavuje situace, kdy v dasledku predcasného
porodu (28-32 tyden t€hotenstvi) u nedonosenych novorozenct nemusi byt stievni laktaza
jesté plné vyvinuta (Szilagyi a Ishayek, 2018). Aktivita enzymu v plodu se zvysSuje
az od 34. tydne a dosahuje maxima pfii narozeni dono§eného ditéte. NedonoSenci v§ak mohou
tento nedostatek vydrzet diky bakterialnimu metabolismu v tlustém stfevé. Se snizenim pH
v tlustém stfev€ je zvyhodnéna kolonizace jinymi mikrobialnimi kmeny, jako
je Bifidobacterium nebo Lactobacillus, ¢imz napomahaji novorozenecké vyzive a zabranuji
prijmu a podvyzivé (Heyman et al., 2006; Francavilla et al., 2012). N¢ktefi autofi uvadéji,
ze do péti dnd po narozeni nedonoSence je enzym plné dostupny (Weaver et al., 1986;

Szilagyi a Ishayek, 2018).
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2.3.3 Primarni laktozova intolerance

Primarni deficit laktazy (laktdzova non-perzistence, LNP) je vysledkem postupného
a trvalého poklesu enzymatické aktivity laktazy. Hladiny enzymu se postupné snizuji od véku
2-5 let v zavislosti na etnickém pivodu (Heyman et al., 2006; Tan et al., 2018). V populacich
s vysokou prevalenci hypolaktazie se porucha bézné objevuje kolem dvou let véku.
U ostatnich populaci s niz§i prevalenci se prvni pfiznaky mohou objevit az mezi
11. a 14. rokem. U kavkazskych jedincta (prevalence 25 %) aktivita laktazy obvykle pokracuje
alespon do véku 20 let (Ugidos-Rodriguez et al., 2018).

Jde o geneticky predurceny fyziologicky stav s autosomalné recesivni dédi¢nosti, ktery
ma za nasledek jiz zminény pokles aktivity laktazy po odstaveni od kojeni. Dospély typ
hypolaktazie je spojovan v evropské populaci s SNP C/T-13910 a G/A-22018, v populacich
Afriky a Stfedniho vychodu jsou to SNP T/G-13915, G/C-14010, C/G-13907 a T/G-14009
(Tishkoff et al., 2007; Deng et al., 2015; Ranciaro et al., 2014; Enattah et al., 2002). Vsichni
zdravi novorozenci normalné vykazuji adekvatni expresi LCT genu, ktera se po odstaveni
ditéte od matefského mléka snizuje. U vétSiny dospélych po celém svéteé jiz mléko neni hlavni
slozkou potravy a pokles aktivity laktazy v dospélosti tedy piedstavuje evolucni adaptaci

(Rasinpera et al., 2006).

Primarnim lakt6zovou intolerance je velice rozsifena. Ptiblizné 70 % svétové populace
ma tento typ intolerance, ackoli existuje velka geograficka variabilita s velkymi rozdily mezi
geografickymi oblastmi a etnickymi skupinami. Odhaduje se, ze vice nez 90 % asijské
populace a 60-70 % Afroameri¢anti trpi intoleranci laktéozy. U Evropani a populaci
s evropskymi predky, prevalence LNP vyrazné klesa a dosahuje 5 % v zemich jako

napf. évycarsko a Dansko (Matthews, 2005; Berni Canani et al., 2016).

2.3.4 Sekundarni laktozovd intolerance

V tomto pfipadé maji postizeni jedinci normélni enzymatickou aktivitu. K poklesu
laktazy dochazi v dasledku klinickych stavi postihujicich stfevni trakt, které poskozuji
kartaCovy lem v tenkém stfevé. Obvykle je reverzibilni, kdyz je zakladni onemocnéni
vyteSeno, lze produkty obsahujici laktozu Casto normalné¢ konzumovat. Vyvoj zavisi
na zavaznosti a trvani poSkozeni sliznice. Je doprovdzena snizenim aktivity vSech

disacharidaz, 1 kdyz nejvice je postizena laktaza (Ugidos-Rodriguez et al., 2018). Mezi
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klinické stavy vedouci k sekundarni hypolaktazii patii: tézka podvyziva, celiakie, zanétliva
onemocnéni stfev (Crohnova choroba, ulcerdzni kolitida), bakterialni nebo virova enteritida
(napf. rotavirova) a parazitarni onemocnéni (napf. giardiaza, kryptosporididza), nékteré
farmakologické 1écby (kanamycin, neomycin, polymycin, tetracyklin, kolchicin a dalsi
chemoterapeutika) a nékteré pooperacni stavy (Lomer ef al., 2008; Heyman et al., 2006;

Saavedra a Perman, 1989).

2.4 Klinické projevy laktézové intolerance

Lidé s intoleranci laktozy pocituji typické pfiznaky, které zahrnuji bolesti bficha,
otoky, plynatost, prijem, zvraceni, v n€kterych piipadech také zacpu, anorexii a hubnuti.
Auricchio et al. byli prvni, ktefi popsali tyto pfiznaky v ¢lanku publikovaném v roce 1963

(Lomer et al., 2008; Auricchio et al., 1963; Deng et al., 2015; Vesa et al., 2000).

Plyny produkované bakterialni fermentaci jsou zodpovédné =za zvySeni
intraluminalniho tlaku a ovliviuji také Cas potiebny pro prichod potravy stievem. K nadymani
a otoku dochazi, kdyz se zaCne produkovat plyn poté, co se nestravena laktéza dostane
do kontaktu s bakteriemi tlustého stieva a je jimi stravena (Zhu et al., 2013). Prijem
se objevuje v disledku okyseleni tlustého stfeva a produkce mastnych kyselin s kratkym
fetézcem, které zvysuji osmotickou zatéz zahrnujici sekreci elektrolytl a tekutin a jejich rychlé
vypuzeni se stolici. Stolice je cCasto objemna, vodnatd a péniva (He et al., 2006;

Misselwitz et al., 2013).

Priznaky obvykle zacCinaji kolem jedné hodiny po poziti laktdzy, poté co jeji mnozstvi
prekroci hydrolytickou kapacitu enzymu laktazy (Jansson-Knodedll er al., 2020). Ptiznaky
ustavaji kratce po vypuzeni plynatosti a tekuté stolice. Siroka variabilita zavaZnosti
symptomu, které 1ze pozorovat u stejnych i riznych jedincd, zavisi na mnozstvi a frekvenci
pozité laktdzy a na schopnosti ji travit. Symptomy zavisi také na schopnosti stfevnich bakterii
fermentovat laktdzu (Aurisicchio a Pitchumoni, 1994). V mnoha jinych piipadech tlusté stievo
reabsorbuje Cast produktt bakterialni hydrolyzy a fermentace a nevyvolava pfiznaky, coz vede
k asymptomatickému pribéhu (Deng et al., 2015). Mezi dalsi faktory, ovliviyjici variabilitu
a intenzitu projevu, patfi: obsah tuku v potravinach s laktézou, vyprazdnovani zaludku
(zpomaluje se s vy$sim obsahem lipida), doba prichodu stfevem, kapacita vstiebavani vody

a subjektivni citlivost pacientt na bolest (Laxminarayan et al., 2015).
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Neexistuje jednotny nazor na minimalni davku laktézy vedouci k pfiznakiim
intolerance. Poziti 50 g laktozy vyvolava symptomy u 80-100 % pacientd s hypolaktazii,
ackoli ti, ktefi jsou povazovani za extrémné intolerantni, mohou vykazovat symptomy
uz po poziti pouze 3 g laktozy (odpovida 60-70 ml kravského mléka). VétSina pacientll
s primarni hypolaktazii snese 10-12 g laktozy (odpovida 200-250 ml mléka) bez vyraznéjSich
ptiznaka (Deng et al., 2015).

Jako symptomy laktézové intolerance byly popsany i nestfevni piiznaky jako bolest
hlavy, zhorSeni paméti, bolesti pohybového aparatu, poruchy srdecniho rytmu, suchost sliznic,
deprese, viedy na sliznici dutiny ustni a dalsi alergické reakce (Matthews, 2005;
Treudler et al., 2002). Pfi¢inou mohou byt toxické ucinky produkti Spatného traveni laktozy
¢i bakterialni fermentace, které méni bunécné signaly. V téchto pfipadech je dulezité zvazit
skutecny vliv samotné intolerance spolu s vlivem dalSich faktorti (Ugidos-Rodriguez et al.,
2018) jako je napf. slozeni mikrobiomu. Podobnost symptomu laktozové intolerance a jinych
GIT obtizi mize komplikovat spravné urCeni diagnodzy (Tag et al., 2008). Az 20 % pacientt
s intoleranci laktozy muze vykazovat i alergii na mlécnou bilkovinu (Matthews, 2005;

Phillips, 1999).

Neékdy je laktozova intolerance spojovana s uzkosti a stresem, protoze pacienti mohou
byt nepfizptusobivy viuci jakymkoli dietnim faktorim, které jim zptsobuji nepohodli. Kromé
toho muze mnoho lidi s intoleranci laktozy trpét efektem ,,nocebo”. Tito lidé ocekavaji,
ze 1éCebny postup zhorsi jejich zdravotni stav a ten se v dasledku tohoto ofekavani skutecné
zhorsi, pravdépodobne vlivem faktort prostfedi nebo v souvislosti s jinymi poruchami traveni

s velmi podobnymi piiznaky (Zheng et al., 2015; Gugatschka et al., 2005).

2.5 Prevalence laktozové intolerance

Laktazova non-perzistence patii mezi bézné GIT poruchy popisované po celém svété.
V soucasné dobé je piiblizné 35 % svétové dospélé populace perzistentnich na laktazu
(Ingram et al., 2009; Itan et al., 2010; Liebert et al., 2017). Existuje ale velka geograficka

variabilita s rozdily mezi etnickymi skupinami, a dokonce i subpopulacemi (Obr. 6).
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Obr. 6: Mapa rozsifeni laktaza non-perzistentnich genotypu. Oblasti oznacené zelenou a modrou
barvou (severni Evropa, zapadni Afiika, Saudska Arabie a jihozapadni Iran) vykazuji nejvyssi
frekvence LP, zatimco oblasti oznacené oranzovou a ¢ervenou barvou ukazuji oblasti, ve kterych

pfevazuje laktaza non-perzistentni obyvatelstvo (Misselwitz et al., 2019).

Ptiblizn€ 90-97 % populace severni Evropy je perzistentnich vici laktaze, pficemz
ve stfedni Evropé vyskyt klesa na 44-84 % a v jizni a jihovychodni Evropé na 11-64 %
(Ingram et al., 2009; Itan et al., 2010). Napiiklad ve Spanélsku jsou globalni procenta podobna
jako ve zbytku Evropy, ackoli néktefi autofi uvadeji 13-15% odchylku v Barceloné a 32,5%
v Galicii (Koukkanen et al., 2006; Matthews, 2005; Berni Canani et al., 2016). Relativné
vysoké frekvence LP jsou pozorovany u nékterych populaci severozapadniho indického
subkontinentu, zatimco niz§i frekvence se nachazeji v jizni a vychodni Indii
(Gallego Romero et al., 2011; Swallow a Hollox, 2000). LP je pomérné vzacna v populacich
vychodni a jihovychodni Asie, stejné jako u domorodych populaci z Australie, Oceanie
a Ameriky. Protoze vS§ak soucasnou americkou populaci za poslednich 500 let tvoti prevazné
pfistéhovalci, je prevalence LP urCena pavodem ptichozi populace. Ptiblizné 75 % Ameri¢ana
severoevropského pavodu jsou LP, zatimco Americ¢ané mexického pavodu jsou LP ve 27 %.
Afrokaribsti predkové maji méné nez 20 % LP a domorodi Ameri¢ané piiblizn¢ 1 % LP

(Anguita-Ruiz et al., 2020; Swallow a Hollox, 2000).
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V Africe a na Stfednim vychodé je prevalence LP pon¢kud slozitéjs§i. Rozsiteni LP
v téchto populacich vysvétluje 1épe nez geografické umisténi etnicka prislusnost a strategie

obzivy (Holden a Mace, 1997; Mulcare et al., 2004; Tishkoff et al., 2007).

Vysoké frekvence LP jsou pozorovany v mlékarenskych oblastech v Afriky
a na Blizkém vychodu nebo v pasteveckych populacich, zatimco nizsi frekvence se nachéazeji
v nemlécnych zemédelskych populacich a populacich lovct a sbéract (Holden a Mace, 1997).
Naptiklad 70 % beduint (arabskych nomadskych pastevct) v Jordansku jsou LP, zatimco jen
20 % jejich sousednich arabskych subpopulaci jsou LP (Swallow, 2003). Tento vysoky rozdil
frekvenci LP v sousednich populacich je s nejvétsi pravdépodobnosti zpuisoben kombinaci
rozdilti v obzivé, odlisném puvodu populaci a v omezeném toku genti mezi populacemi

v dusledku jazykovych ¢i jinych kulturnich bariér (Walker a Thomas, 2019).

V Ceské republice by se méla prevalence laktazové perzistence pohybovat kolem

70 % (Swallow, 2003; Hubacek et al., 2017).

2.6 Hypotézy uprednostinujici perzistenci laktazy

Existuje nékolik hypotéz vysvétlujicich geografickou rozmanitost laktazové
perzistence mezi populacemi. K nalezeni spravné hypotézy pro danou oblast muze vést
vysvétleni slozitych procest evoluce laktazové perzistence, jehoz vysledkem je selekéné
vyhodna mutace v nejméné péti SNP v raznych populacich (Anguita-Ruiz et al., 2020;
Beja-Pereira et al., 2003; Walker a Thomas, 2019).

2.6.1 Kulturne-historicka hypotéza

Jedna se o koevolu¢ni teorii, ve které je vybrany geneticky rys ovlivnén kulturnim
prostfedim. Kulturné-historickd hypotéza byla navrzena nezavisle dvéma vyzkumniky
na pocatku 70. let, ktefi predpokladali, ze laktazova perzistence (LP) je adaptaci na tisice let
pastevectvi a spotfebu mléka (McCracken, 1971; Simoons, 1969). Tato hypotéza samoziejmé
predpoklada, ze vyvoj mlékarenstvi byl na prvnim misté a genetickd odpovéd ve formé
selekéné vyhodné bodové mutace pak nasledovala (Simoons, 1970). V roce 2007 Joachim
Burger et al. (2007) zkoumali DNA z kosti ranych farmari ve stfedni Evropé
a zjistili, ze evropské alela T v SNP C/T-13910 bud’ chybéla, nebo byla pfitomna jen ve velmi

nizkych frekvencich. Tato data v drtivé vétsiné podporuji kulturné-historicky model pavodu
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LP v Evropé a podobné analyzy naznacuji stejny scénai v Africe (Salque er al., 2013;
Schlebusch er al., 2013) a jizni Asii. (Gallego Romero et al., 2011). Jedinci s LP mohou ziskat
az 0 30 % vice kalorii travenim laktdzy a pfistup k dalSim prospéSnym zivinam mléka, jako
jsou tuky, bilkoviny, vitaminy a mineraly. Dalsi vyhodou je absence klinickych pfiznakt

laktazové non-perzistence jako je prijem, kieCe a plynatost (Brissow, 2013).

2.6.2 Hypotéza asimilace vapniku

Rozsiteni LP v Evropé souvisi se zemeépisnou Sifkou. Flatz a Rotthauwe (1973)
si v§imli tohoto vztahu a navrhli hypotézu asimilace vapniku, podle niz mléko poskytuje
dilezity zdroj vapniku a v mensi mife vitaminu D obyvatelim severni Evropy. Vitamin D
(konkrétné vitamin D3, cholekalciferol) se mize vytvaret v kuzi vystavenim UVB zafeni.
Ve vysSich zemépisnych Sitkach jsou dopadajici hladiny UVB c¢asto pfiliS nizké pro
dostatecnou produkci vitaminu D (Jablonski a Chaplin, 2010) a bez adekvatniho zdroje
potravy muze vést tento nedostatek ke ktivici (Cordain et al., 2012). Mléko by v této situaci
u obyvatel severni Evropy dopliiovalo vitamin D a poskytovalo jim vapnik. Vysoké hladiny
LP jsou vSak pozorovany ve skupinach Afriky a Blizkého vychodu, kde jsou hladiny UVB
vysokeé, coz vede k dostatecné biosyntéze vitaminu D. Hypotéza asimilace vapniku tak muze
vysvétlit neékteré distribuce LP pozorované v severni Evrop€, ale je nepravdépodobné,
ze by byla relevantni v nizSich zemé&pisnych Sitkdch (Jablonski a Chaplin, 2010;

Holden a Mace, 2009).

2.6.3 Hypotéza klimatické aridity

Hypotéza aridity klimatu predpoklada, ze Cerstvé mléko poskytuje zdroj tekutiny,
coz by bylo zvlasté vyhodné v suchych oblastech nebo v obdobi sucha. Jedinci s LNP by trpéli
§patnym travenim a prijmem, coz by zhorSovalo dehydrataci s potencialné fatalnimi nasledky.
Tato hypotéza muze vysvétlit rozsifeni LP ve vyprahlych oblastech Afriky a Stfedniho
vychodu. V Evropé je hypotéza aridity klimatu méné relevantni, protoze velké sucho
je vzacné, presto mléko muze poskytnout tekutinu a mozna zivotné€ dilezitou prechodnou

potravu béhem obc¢asnych neurod (Cook a Al-Torki, 1975; Cook, 1978).
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2.6.4 Hypotéza priijmu hladovéjicich

V populacich, které jsou zavislé jak na mlékarenstvi, tak na zeméd¢lstvi, mize byt
bézna neuroda. Za takovych okolnosti jsou mléko a mlécné vyrobky dilezité zalozni
potraviny. Pii neurodé zemédelskych plodin by se nejdiive spotfebovaly mlécné produkty
s nizkym obsahem laktézy a potraviny s vysSim obsahem laktézy by byly konzumovany
pozdé&ji. Potraviny s vysokym obsahem laktozy by prospély ale jen podvyzivenym jedincim
s LP. Konzumace téchto mlécnych produkti podvyzivenymi jedinci s LNP mohla byt
katastrofalni. To by vedlo k epizodickym, ale velmi vysokym selekénim tlakiim na LP a LNP
jedince (Ingram et al., 2009; Sverrisdottir et al., 2014).

2.6.5 Hypotéza rezistence proti maldrii

Dalsi hypotéza se zabyva predpokladem, ze vysoky obsah riboflavinu a obsah kyseliny
paraaminobenzoové (PABA) v mléce by mohl ptsobit jako ochrana pred malarii zptisobenou
parazitickym prvokem Plasmodium falciparum. (Cordain et al., 2012; Beja-Pereira et al.,
2003). Fulbové jsou kocovni pastevci pijici mléko, kteti se nachazeji po celé zapadni a stfedni
Africe. Toto etnikum mé prevalenci LP 68 % (Swallow, 2003) a vyznacuje se niz§imi
incidencemi malarické infekce nez sousedni nepastoralistické skupiny (Bereczky er al., 2006).
LP a nizsi vyskyt malarie vSak v zapadni Africe koreluji, pric¢emz dosud nebyla zjis§téna zadna

presvédciva pricina (Beja-Pereira et al., 2003).

2.6.6 Hypoteéza trdveni floridzinu

Enzym LPH $tépi nejen laktozu, ale i hydrolyzuje floridzin a fadu dalSich rostlinnych
glykosidu. Floridzin je glukosid, ktery se nachazi ve stoncich, kofenech a kufe rostlin z Celedi
razovitych (Rosaceae). Tato rozsahla Celed’ zahrnuje ovocné stromy jako jsou jablong, tfe$né
a hrusné. Tato flora roste jak v severni Evrop¢, tak 1 v Africe, kde jsou hladiny LP vysoké.
Napriklad obyvatelé Tanzanie (etnicka skupina Hadzové) nemaji zadnou historii chovu nebo
pastevectvi, a presto je 47 % perzistentnich vaci laktoze na zakladé vysledka testa tolerance
laktozy mefticich hladinu glukozy v krvi (Ranciaro et al., 2014). Genetické vyzkumy nenalezly
zadnou z péti znamych variant LNP, coz naznacuje moznost, ze v Tanzanii mohou existovat

dosud neznamé varianty LNP. Jelikoz se floridzin pouziva v tradi¢ni mediciné k 1é¢be malarie
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a dalSich infek¢nich onemocnéni, je mozné, ze LP pozorovana u Hadzd je spiSe reakci
na zadouci metabolizaci floridzinu, nez samotné laktézy (Németh, 2003;

Ranciaro et al., 2014).

2.6.7 Hypotéza galaktozy jako prebiotika

V rané evoluci hraly oligosacharidy obsazené v mléce pravdépodobné hlavni roli
v antimikrobialni ochrané. Kolostrum, které ma velmi vysoky obsah mlé¢nych oligosacharidu,
si zachovalo cast této rané funkce tim, Ze poskytuje imunitu novorozencim
(Miller a McVeagh, 1999). Po Stépeni laktdéza poskytuje télu glukozu, ktera se rychle
vstiebava, a galaktézu. VétSina galaktozy je také absorbovana v tenkém stieve
a transportovana do jater za ucelem premény na glukozu ¢i skladovani ve formeé glykogenu.
Cast galaktozy prechazi do tlustého stieva, kde miZe vyZzivovat uréité stfevni bakterie,
pfipadné pisobit jako prospésné prebiotikum. (Cederlund et al., 2013; Gibson et al., 2017,
Wahlqvist, 2015). Nedavné studie ukazaly, ze oligosacharidy, poskytujici galaktézu, pridané
do umélého mléka puasobily u novorozenci jako prebiotika tim, ze stimulovaly rust
bifidobakterii a zvySily stfevni metabolickou aktivitu mikrobiomu (Knol ez al., 2005).
To muze podpofit roli galaktdézy jako prebiotika. S rostouci hustotou populace v neolitu
a naslednym narastem infekénich onemocnéni mohla schopnost §tépit laktozu do dospélosti
nejen poskytnout dalsi zivotné dulezité nutricni hodnoty, ale také hrat celozivotni prebiotickou

roli pfi udrzovani zdravého stfevniho mikrobiomu (Miller a McVeagh, 1999).

2.7 Diagnostika

Pii spravném diagnostickém postupu lze urcit typ a stupeii intolerance laktdzy
a doporucit nejlepsi moznou terapii. Dulezita je také klinicka anamnéza a fyzické vySetfeni
pacientd s podezienim na intoleranci laktozy. Pfitomnost symptomu, jako jsou bolesti bficha,
prijem, nevolnost, plynatost a nadymani, jsou pfiznaky intolerance sacharidi, i kdyz maji
nespecificky charakter. Mezi dalsi faktory, které je tfeba vzit v Gvahu, patfi: osobni a rodinna
anamnéza; doba, ktera uplynula mezi pozitim a nastupem symptomu; matrice, ve které byla
laktoza pozita (mléko, fermentované mlééné wvyrobky, I1éCiva); veék nastupu apod.

(Usai-Satta et al., 2012).
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Diagnostické metody lze rozdélit na invazivni nebo neinvazivni a pfimé nebo nepifimé

podle toho, zda zahrnuji stfevni biopsii ¢i nikoli.

2.7.1 Neinvazivni, nepfimé metody
2.7.1.1 Supresivni a provokacni test

Supresivni a provokacni test spociva ve striktnim vylouceni laktdzy ze stravy na dva
tydny a poté je znovu zavedena. Pokud klinické pfiznaky zmizi s bezlaktozovou dietou
a znovu se objevi po jejim ukonceni, naznacuje to, ze osoba je intolerantni. Nevyhodou je,
Ze tento test neumoziniuje diagnostiku asymptomatickych jedinct trpicich malabsorpci.
Supresivni a provokacni test je témer stejné efektivni metodou pro vyhodnoceni laktozové

intolerance jako vodikovy test s niz§imi naklady na diagnostiku (Castiglione et al., 2008).

2.7.1.2 Dechovy vodikovy test

Dechovy vodikovy test je nejb&znéjsi, protoze je to jednoduchy, prakticky a rychly
zpusob stanoveni intolerance laktozy. Ma specificitu mezi 89 % a 100 % a senzitivitu mezi
69 % a 100 % (Castiglione et al., 2008). Test je zalozen na bakterialni fermentaci
nehydrolyzované laktézy a nasledné produkci methanu (CH4), oxidu uhlicitého (CO2)
a vodiku (H2). Vodik se §ifi stievni sténou do krevniho fecisté a dostava se do plicnich alveol,
kde je nasledné vydechovan. Vodik lze detekovat a kvantifikovat plynovou chromatografii
(Mattar et al., 2012). Test spoc¢iva v podani 2g laktéozy na kg vahy (maximalné vsak 45 g
laktozy rozpusténé ve 250 ml vody). Po vypiti roztoku se kvantifikuje mnozstvi vodiku,
methanu a oxidu uhlicitého kazdych 30 minut po dobu 3 hodin a ziskané hodnoty se porovnaji.
Narist H» o vice nez 20 ppm je povazovan za pozitivni; 10-20 ppm se povazuje
za nepriukaznou hodnotu (Yang et al., 2013). Tyto referencni hodnoty mohou byt upraveny
v zavislosti na namérenych hodnotach CO» a methanu. Falesn€ negativni vysledky se mohou
objevit, pokud pacienti uzivali antibiotika alespoii jeden mésic pred vySetfenim, nebo pokud
konzumovali laxativa, probiotika, prokinetika nebo elektrolytové roztoky pro pfipravu
kolonoskopie a z divodu hyperventilace (plac) nebo fyzické zatéze. Falesné pozitivni
se mohou objevit pfi pfijmu nevstiebatelnych sacharidi predchozi den, tabaku (pied a b€hem
testu) nebo hypoventilaci (spanek) (Castiglione er al., 2008; Rezaie et al., 2017,
Yang et al., 2013).
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2.7.1.3 Test kyselosti stolice

Meéteni pH stolice a reduk¢nich latek je uzitecné pouze v pripadé, ze jedinec
neomezené poziva laktozu. Tento test je nespecificky a ma nizkou citlivost. U intolerantnich
osob je stolice po pfijmu disacharidu kysela. Toto snizeni pH je zptisobeno piitomnosti
tekavych mastnych kyselin v dasledku bakterialniho traveni neabsorbovanych sacharida.
Pokud je pH pod 5,5, pak je to indikator malabsorpce laktozy. Test kyselosti stolice ztraci
diagnostickou hodnotu u kojenct. Ti jsou krmeni prevazné matefskym mlékem, a v dusledku
toho dochézi k relativnimu nedostatku enzymu laktdzy ve vztahu k vysokému mnozstvi
laktozy v mléce. Normalni pH stolice kojenct je tedy pfirozené nizsi nez u zbytku populace.
Tento test je méné citlivy nez predchozi, protoze stfevni bakterie dokdzou zcela stravit

nevstiebané sacharidy (Furnari et al., 2013; Szilagyi a Ishayek, 2018).

2.7.1.4 Laktozovy tolerancni test

Glukoéza se stanovuje v krevni plazmé pred a po poziti 50 gramu laktozy. Glykémie
se méfi kazdych 30 minut po dobu dvou hodin. Hladiny glukozy nad 20 mg/dl ukazuji
na toleranci laktozy. Falesn€ pozitivni vysledky se mohou vyskytnout az u 30 % pacientt
v dusledku rychlé reakce na inzulin. Falesné¢ negativni vysledky se mohou objevit
u diabetickych pacientli. Test ma specificitu 77-96 % a senzitivitu 76-94 %, ale neni dostate¢né
citlivy. Pouziva se hlavné u dospé€lych pacienti a jen vyjimecné u déti. Piestoze se jedna
o jednoduchy a levny test, ma tendenci vytvaret matouci vysledky a je pro pacienta
nepohodlny, proto je vice preferovan dechovy vodikovy test (Marton et al, 2012;
Misselwitz et al., 2013).

2.7.2 Invazivni, pfimé metody
2.7.2.1 Test enzymatické aktivity

Pred enzymatickym vySetfenim vzorku musi byt provedena biopsie sliznice jejuna.
Za pozitivni vysledek testu se povazuje, kdyz je aktivita laktazy nizsi nez 10 U/g. Tento test
muze poskytnout faleSné negativni vysledky, protoZe laktaza ma velmi nepravidelné
rozmisténi na sliznici a nemusi nutné predstavovat, co se déje v celém stievé. V porovnani

s ostatnimi neinvazivnimi testy ma tento test nizsi citlivost a vyzaduje specializované piistupy.
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V soucasné dobé je test enzymatické aktivity pouzivan jen ziidka kvili jeho invazivité
a vysoké cené (Troelsen, 2005; Swallow, 2003). Tento test dokaze prokéazat jak priméarni,

tak 1 sekundarni typ laktézové intolerance (Misselwitz et al., 2019).

2.7.2.2 Rychly test duodendlni biopsie (Rychly test laktozové intolerance)

Tento test je zalozen na kolorimetrické reakci ve vzorku tkané odebrané z duodena
a inkubované s laktézou po dobu 20 minut. U lidi s normalni enzymatickou aktivitou vzorek
zmeéni barvu. Reakce byla provedena ve dvou krocich: 15minutova laktazova reakce, po které
nasleduje Sminutova signalni reakce, ve které se uvolnénd glukdéza méri
glukdzaoxidaza/peroxidazovou reakci. U pacientd s tézkou duodenalni hypolaktazii
Ci alaktazii je senzitivita 95 % a specificita 100 %. Test duodenalni biopsie ma vysokou

korelaci s genetickymi testy (Catanzaro et al., 2021; Ugidos-Rodriguez et al., 2018).

2.7.3 Geneticky test

Geneticky test muze byt uziteny pro odliSeni primarni hypolaktazie od sekundarni
a pro diagnostiku predispozice pacientd (ktefi nemusi byt nutn€ nemocni) k rozvoji primarni
laktozové intolerance. Identifikuje rizné polymorfismy genu MCM6. V Evropé a u bélosskych
populaci to jsou SNP C/T-13910 a G/A-22018. To ale neplati pro arabské a africké populace,
kde jsou pfitomny mutace v jinych SNP (Tishkoff et al., 2007; Ingram et al., 2007). Geneticky
test je proveden pomoci primer-specifické PCR amplifikace DNA, extrahované ze vzorku slin
¢i periferni krve, v oblasti vyskytu polymorfisma zodpovidajicich za laktézovou intoleranci.
Geneticka analyza ma az 100 % specificitu a 93 % senzitivitu. Tento typ testu umoziuje
rychlou, definitivni a v pfipadé primarniho vzorku slin neinvazivni diagnostiku. Nevyhodou
genetického vysSetfeni je potieba specializovanych laboratoii a jeji vys§i cena

(Enattah et al., 2002; Mattar et al., 2012).
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2.8 Lécba

Hlavni strategii 1é¢by intolerance laktozy je odstranéni nebo alespon snizeni intenzity
pfiznak a zaroven zajisténi dostatecného piijmu zivin. Lécba zavisi na zavaznosti intolerance
a véku pacienta. Existuji Ctyfi obecné zasady pro 1éCbu intolerance laktozy: snizeni nebo
vylou€eni pfijmu laktdzy, nahrazeni laktozy alternativnimi zivinami, podavani enzymatickych
nahrazek laktazy a suplementace vapniku a vitaminu D. Dalsim dulezitym bodem 1écby je také

edukace pacienta (Suchy et al., 2010).

Nejlepsi zpuisob, jak snizit laktozu ve straveé a zachovat potiebu Zivin, jako je vapnik,
predstavuje konzumace mlécnych vyrobkt bez laktozy. Nedostatek vapniku muze zpusobit
osteopordzu, proto je dulezité udrzovat jeho pfiméfeny piijem. Existuji studie ukazujici,
ze hypolaktazie a Spatné traveni laktozy neméni absorpci vapniku (Griessen et al., 1989;
Enattah et al., 2004). Naproti tomu jiné studie tvrdi, Ze absorpce vapniku je vyznamneé snizena
u intolerantnich jedinct, kdyz vylouci laktozu ze své stravy, protoze disacharid stimuluje jeji

absorpci ve stieveé (Griessen et al., 1989; Enattah ef al., 2004).

V poslednich letech nabizi potravinaisky prumysl Sirokou Skalu vysoce kvalitnich
produktl s nizkym obsahem laktozy, ¢i dokonce bezlaktozovych produktd, které nahrazuji
normalni mléko a zaroven obsahuji stejny podil zivin jako potraviny s laktéozou. Cilem je,
aby se intolerantni ¢lovék nemusel vzdat konzumace mlécnych vyrobkd. Rostlinné napoje
(sojové, kokosové, ryzové, mandlové...) jsou také bézné dostupné a jsou prodavany jako
nahrazky mléka s pfidanymi cukry a dalS§imi nutrienty, jako je vitamin D a vapnik obohacujici

jejich nutricni hodnotu (Santos et al., 2019; Mikinen et al., 2015).

Lidé, ktefi nekonzumuji mléko a mlécné vyrobky, potrebuji dietni alternativy
nékterych zivin, jako je vapnik a vitamin D. Mezi dalsi zdroje vapniku kromé& mlécnych
vyrobku patii lusténiny nebo zelenina. Dulezité jsou také potraviny zivoci§ného pavodu,
vcetné ryb a motskych plodd. Vitamin D lze ziskat konzumaci tuénych ryb (napf. losos), vajec,

jater a dalSich potravin (Santos et al., 2019; Gordon et al., 2004).

Sedmdesat az osmdesat procent pacientli ma pozitivni odezvu na bezlaktézovou dietu.
V jinych ptipadech miiZe byt pretrvavani symptomu zpusobeno jinou zakladni pfi¢inou, jako
je napriklad syndrom drazdivého tracniku (Ugidos-Rodriguez et al., 2018). Jak jiz bylo
zminéno, naprosta vétsina intolerantnich jedinct snese az 100-200 ml mléka, coz odpovida

davce asi 5-10 g laktozy, rozlozené do celého dne. Stoji za zminku, ze plnotucné mléko je
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ve srovnani s odstfedénymi nebo polotuénymi mlé€nymi vyrobky lépe tolerovano, protoze

tuky mohou zpomalit vyprazdiiovani zaludku (Deng et al., 2015).

Po pocatecnim obdobi vylouceni laktozy (nejméné na Ctyii tydny) se nékdy doporucuje
zatadit do stravy jeji malé mnozstvi proto, aby se ovéfila tolerance a adaptace stievni flory
(Usai-Satta et al., 2012). Po tomto obdobi bezlaktozové diety a vymizeni ptiznakd je Casto
dobfe tolerovano az 240 ml mléka (12 g laktozy) za den (Suarez et al., 1996). Navic opétovné
zavedeni laktézy muze pomoci snizit pfiznaky intolerance laktozy, coz naznacuje, ze muze
dojit k adaptaci mikroflory tlustého stfeva, kdy se laktéza chova jako prebiotikum

(Forsgard, 2019; Hertzler a Savaiano, 1996; Briet ef al., 1997; Lomer et al., 2007).

U sekundarniho deficitu laktazy je nejdulezitéjsi strategii odstranéni pivodni
patologie. Aktivita laktazy se postupné obnovi béhem tydnd nebo meésica, jakmile bude

odstranéno poskozeni stievni sliznice (Lomer et al., 2008; Heyman et al., 2006).

2.9 Klinicky obdobné stavy

2.9.1 Alergie na mléc¢nou bilkovinu

Potravinova alergie je abnormalni reakce na urCity typ potraviny nebo nékteré jeji
slozky pti poziti, vdechnuti nebo jiném druhu kontaktu, kterd vede k souboru klinickych
projevit  zpusobenych  imunologickymi  mechanismy,  zprostfedkovanymi  nebo

nezprostiedkovanymi imunoglobulinem IgE (El-Agamy, 2007).

Alergie na mlécnou bilkovinu je jednou z hlavnich potravinovych alergii a postihuje
vétSinou kojence, pfiCemz muze pretrvavat i do dospélosti a mize byt velmi zavazna.
Je zplisobena interakci jedné nebo vice mlécnych bilkovin a jednoho nebo vice imunitnich
mechanismu, coz ma za nasledek okamzitou IgE zprostiedkovanou reakci. Kravské mléko
obsahuje vice nez 20 proteint, které mohou zptsobit alergické reakce, hlavnimi alergeny jsou

kasein a syrovatkovy protein (El-Agamy, 2007; Manuyakorn a Tanpowpong, 2019).

Alergicti jedinci maji obvykle reakce na témét vSechny druhy zivociSného mléka,
a to diky pfitomnosti nékteré z té€chto bilkovin v mléce riznych druht savci (Wal, 2004;
Vojdani et al., 2018). Pfiznaky alergie na mlécnou bilkovinu se mohou projevit okamzité
¢i pouze né€kolik hodin po konzumaci mléka nebo kojenecké vyzivy (El-Agamy, 2007).

V 50 az 75 % pripadl se projevuji v gastrointestinalnim traktu a obvykle zahrnuji bolesti
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bficha, zvraceni a prijem. V 50 % pfiipadu byly zjiStény obtize dychacich cest jako ryma,
kychani, kasel nebo sipani. 10 az 30 % lidi ma kozni pfiznaky, jako je svédéni, edém, vyrazka
nebo kopfivka. Jednim znejzavaznéjSich projevli alergie na mlécnou bilkovinu
je anafylakticky Sok, ktery byl pozorovana u 12 % pfipadia (El-Agamy, 2007;
Sicherer a Sampson, 2010).

V détském veéku je prevalence od 4 do 6 % (Silva et al., 2020). Jedinou dostupnou
lécbou alergie na mlécnou bilkovinu je vylouceni mléka ze stravy (Manuyakorn a

Tanpowpong, 2019).

2.9.2 Syndrom drazdivého tracéniku

Syndrom drazdivého traéniku (Irritable Bowel Syndrom, IBS) je bézna
gastrointestinalni porucha heterogenni etiologie, ktera postihuje az 10% celosvétové populace
(Camilleri a Katzka, 2012; Zucchelli et al., 2011). Az 70 % pacientt s diagnézou syndromu
drazdivého tracniku hlési pfiznaky, které souvisi se §patné vstiebanymi fermentovatelnymi
uhlohydraty, napt. laktézou (Zheng et al., 2015; Yang et al., 2014). IBS ma hodné podobné
klinické ptiznaky jako laktézova intolerance. Vyznacuje se predevsim opakujici se bolesti
bficha, nadymanim, zacpou a/nebo prijmem. Podle kritérii ROME 1V je rozdélena do Ctyf
podtypt: IBS s prevladajicim prijmem (IBS-D), IBS s prevladajici zacpou (IBS-C),
IBS se stiidavym prijmem a zacpou (IBS-M) a nepodtypova IBS (IBS-U) (Zhu et al., 2019;
Zucchelli et al., 2011; Longstreth et al., 2006).

Genetické faktory mohou zvySovat predispozici syndromu drazdivého tracniku.
Vysledky analyzy jednonukleotidovych polymorfismi (SNP) u pacientd s IBS dlouho
nepiinasely konzistentni vysledky. Zhu at al. (2019) vyhodnotili na zakladé metaanalyzy deset
relevantnich genli spojenych se zvySenym rizikem IBS. Podle vysledkd této studie bylo
potvrzeno, ze polymorfismy rs4263839 a rs6478108 v genu TNF SFI5 jsou spojeny
se zvySenym rizikem IBS, zatimco SNP rs1800896 v genu /L10 je spojen se snizenym rizikem
IBS (Zhu et al., 2019). Nejvyznamngjsi souvislost mezi rozvojem IBS a genetickym
stanovenim SNP byla popsana u polymorfismu 154263839 (A>G) TNF SFI5
(Zhu et al., 2019,). Tento SNP se nachazi na chromozomu 9q32 a kromé asociace s IBS je

také spojovan s rizikem Crohnovy choroby (Zucchelli er al., 2011; Zhu et al., 2019;
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Czogalla et al., 2015). Zakladem asociace polymorfismu rs4263839 s IBS je hypoteticky

mechanismus, ktery zndzorfiuje Obr. 7 (Henstrom, 2018).

Gut lumen
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Obr. 7: Gen TNF SFI5 koduje ligand 1A, ktery je podobny tumor necrosis factoru (TLI1A),
ten je exprimovan imunitnimi buiikami a zesiluje imunitni reakci ve stfevé sliznice, coz milize vést

k rozvoji IBS (Henstrom, 2018).

Alpers uvedl, ze 45 % pacientt s IBS ma intoleranci laktozy, ale pouze 30 % spojovalo
své piiznaky s mlékem a mlécnymi vyrobky. Pfi vylouCeni mléka a mlénych produktd
ze stravy se symptomy zlepSily pouze u 52 % pacientt (Alpers, 2006; Varju et al., 2019).
Je zajimavé, ze nektefi pacienti s IBS bez maldigesce laktozy popisuji pfiznaky intolerance
laktozy. Kromé toho studie ukazaly, Zze u IBS pacientt i bezlaktézové mléko zpusobuje stejné
ptiznaky jako laktoza u lidi s diagnostikovanou intoleranci laktézy. To mize znamenat,
ze zakladnim stavem je IBS (Bernardes-Silva et al, 2007; Vesa et al., 1998;
Suarez a Levitt, 1996). Porozuméni vztahu mezi laktézovou intoleranci a syndromem
drazdivého tracniku by mohlo byt pfinosem pro stanoveni definitivni diagnézy a mohlo by

to vést k racionalnim 1écebnym a dietologickym postuptim (Spiller, 2021).
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3 CILE PRACE
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Praktické zvladnuti zékladnich laboratornich metod jako je izolace DNA, pfiprava
a optimalizace PCR, restrik¢éni Stépeni, gelova elektroforéza, metoda PCR-RFLP,
real-time PCR, sekvenace PCR produktu, analyza ziskanych dat.

Zjisténi genovych variant v MCM6 genu, asociovanych s predispozici pro laktdozovou
intoleranci, a v genu TNF SF15, spojeného s vyskytem syndromu drazdivého tracniku.
Statistické zpracovani vysledka zjistujicich predispozici pro laktézovou intoleranci
klient vySetfenych v genetické laboratori GENLABS s.r.o0. béhem let 2014 az 2021.
Vyhodnoceni mozné genetické asociace mezi laktdézovou intoleranci a syndromem

drazdivého trac¢niku.
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4 MATERIALY A METODIKA

Praktickd c¢ast diplomové prace byla realizovana v genetické laboratofi
GENLABS s.r.o. v Ceskych Budgjovicich pod vedenim Mgr. Dagmar Riegert Bystiické,

Ph.D. Metoda sekvenovani byla provedena externi firmou SEQme s.r.o0.

Soubor pro statistické zpracovani vysledka se skladal z 1989 vzorka ziskanych
od klienti genetické laboratore GENLABS sr.o0., ktefi byli na zakladé Zzadanky
a informovaného souhlasu testovani k zji§téni predispozice pro laktézovou intoleranci v letech

2014 az 2021.

V ramci SGA projektu byly nasbirany a vySetfeny vzorky od 20 dobrovolniku ve véku
1-14 let, ktefi vykazuji dlouhodobé gastrointestinalni obtize a problémy s travenim laktozy.
Vétsina (17) dobrovolnikt byla vybrana ve spolupraci s détskou gastroenterologii Nemocnice
Pisek, a.s. Pro doplnéni zkoumané skupiny détskych pacientt byly vybrani dalsi 3 détsti
dobrovolnici, ktefi byli klienty genetické laboratore GENLABS a byly u nich popsany
dlouhodobé gastrointestinalni potize. Kazdy ucastnik a jeho zdkonny zastupce byl seznamen

s ucasti v projektu a podepsal souhlas s genetickym laboratornim vySetifenim.

Geneticka predispozice pro laktdzovou intoleranci se v laboratofi rutinné vySetfuje
metodou PCR-RFLP. Stanovuji se genotypy dvou polymorfisma (C/T-13910 a G/A-22018),
které jsou spojovany s laktézovou intoleranci v evropské populaci. Kombinované genotypy,
pro jeden polymorfismus homozygotni a pro druhy heterozygotni, byly vySetfeny dalsi
metodou Sangerova sekvenovani v externi laboratofi SEQme s.r.0. Vzhledem k tomu, Ze tyto
kombinované genotypy nejsou v odborné literature téméf popisovany, sekvenacni analyza

byla zvolena jako metoda konfirmacni.

Vramci SGA projektu pro stanoveni mozné genetické asociace mezi laktézovou
intoleranci a syndromem drazdivého tracniku byla pro laktézovou intoleranci pouzita metoda
real-time PCR s vyuzitim fluorescenéné znacenych sond (alelicka diskriminace). Ke stanoveni
SNP 154263839 v genu TNF SF15 spojeného s vyskytem syndromu drazdivého tra¢niku byla
zvolena metoda sekvenace. Pro vySetfovani SNP re4263839 v bézné praxi byla zavedena

metoda real-time PCR s naslednou analyzou kiivek tani.
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4.1 Odbér vzorku a jeho transport do laboratore

Priméarnim vzorkem pro vySetfeni predispozice k laktézové intoleranci byl bukalni stér
a periferni krev. Odbérové sady pro bukalni stér (Isohelix SKa Buccal Swab) byly klientim
predany osobné nebo zaslany postou, k této sadé byl prilozen navod pro odbér vzorku, zddanka
na genetické vySetfeni a informovany souhlas s molekularné-genetickym vysetfenim.
V ptipadé primarniho vzorku periferni krve byla klientovi krev odebrana v Biochemické
laboratoii EUC Kliniky v Ceskych Bud&ovicich. Vzorky byly do laboratofe odeslany
¢i transportovany ihned po jejich odbéru. Vzorek periferni krve i bukalni stér byly ihned

po pfijeti laboratofi zpracovany, aby nedoslo k jejich znehodnoceni.

4.2 1zolace DNA

Izolace genomové DNA byla provadéna ze stéru bukalni sliznice ¢i ze vzorku periferni
krve. Volba primarniho vzorku nebyla pro vySetfeni predispozice k laktézové intoleranci

zasadni.

4.2.1 Izolace genomové DNA 7 bukdlniho stéru

Izolace DNA z bukalniho stéru byla provedena pomoci izola¢niho kitu GeneAll
ExGene™ Clinic SV mini dle doporueni vyrobce. Odchylky od vyrobcem doporuceného
protokolu byly v objemech pouzitych reagenti. Pouzité reagenty a jejich objem jsou uvedeny

v tabulce ¢. 1.

Tab. II: Reagenty kitu GeneAll ExGene™ Clinic SV mini pouZité pro izolaci jednoho vzorku

bukalniho stéru.

Reagenty Objem (ul)
Proteinasa K 40
BL buffer 400
100% ethanol 400
BW buffer 600
TW buffer 700
AE buffer 50
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Od vyrobce bylo doporuceno ptidani 200 pl elu¢niho AE pufru, ale z divodu ziskani
vyS$si koncentrace izolované DNA bylo pfidano jen 50 ul. V elu¢nim kroku byla prodlouzena
také inkubace pti pokojové teploté na 5 minut, misto doporu¢ené 1 minuty. Elucni krok byl
opakovan napipetovanim eluatu zpét na kolonku, aby byla ziskana co nejvyssi koncentrace
DNA. Po izolaci bylo provedeno fluorometrické meéteni koncentrace DNA. Zkumavka

s izolatem byla fadné oznacena a skladovana v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C.

4.2.2 Izolace genomové DNA 7 plné krve

Izolace DNA ze vzorku periferni krve byla provedena pomoci izola¢niho kitu GeneAll
ExGene™ Clinic SV mini dle doporueni vyrobce. Odchylky od vyrobcem doporuceného
protokolu byly v objemech pouzitych reagenti. Pouzité reagenty a jejich objem jsou uvedeny

v Tabulce ¢&. III.

Tab. III: Reagenty kitu GeneAll ExGene™ Clinic SV mini pouzité pro izolaci jednoho

vzorku periferni krve.

Reagenty Objem (ul)
Proteinasa K 20
BL buffer 200
100% ethanol 200
BW buffer 600
TW buffer 700
AE buffer 50

Od vyrobce bylo doporuceno ptidani 200 pl elu¢niho AE pufru, ale z divodu ziskani
vyS$si koncentrace izolované DNA bylo pfidano jen 50 ul. V elu¢nim kroku byla prodlouzena
také inkubace pti pokojové teploté na 5 minut, misto doporuc¢ené 1 minuty. Elu¢ni krok byl
opakovan napipetovanim eluatu zpét na kolonku, aby bylo dosdhnuto co nejvyssi koncentrace
izolované DNA. Po izolaci bylo provedeno fluorometrické méfeni koncentrace DNA.

Zkumavka s izolatem byla fadné oznacena a skladovana v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C
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4.3 Méreni koncentrace DNA

Koncentrace genomové DNA byla u vSech vzorkd méfena fluorometricky na pfistroji
Qubit Fluorometr 2.0 (ThermoFischer Scientific). K méfeni byl pouzit kit Qubit™ dsDNA HS
Assay (Invitrogen). Nejdiive byly vSechny reagencie vytemperovany na pokojovou teplotu.
Pro kazdy vzorek a kazdou standardu byl pfipraven pracovni roztok (Qubit™

Solution). Pro kazdy vzorek bylo smichano 199 ul Qubit™ dsDNA BR buffer a 1 pl Qubit™

Working

dsDNA BR reagent. Pracovni roztok byl zvortexovan a stoen pomoci stolni centrifugy
(Microspin FV-2400; Biosan). Do oznagenych 0,5 ml mikrozkumavek (Qubit™ Assay Tubes)
bylo napipetovano vzdy 190 ul pracovniho roztoku a 10 pl pfislusné standardy (St I a St II)
nebo 195 pl pracovniho roztoku a 5 pl izolatu DNA. Mikrozkumavky byly kratce
zvortexovany a stoCeny a pied méfenim byly vzorky 2 minuty inkubovany pii pokojové
teploté. Po inkubaci byla zméfena koncentrace DNA a pomoci vzorkl obsahujicich standardy
byl fluorometr zkalibrovan. Nasledné€ mohla byt zméfena a zapsana koncentrace v§ech vzorku

DNA.

4.4 Analyza polymorfismu v MCM6 genu

4.4.1 PCR-RFLP

4.4.1.1 PCR

Pro analyzu polymorfismti C/T-13910 a G/A-22018 byla pouzita MyTaq™ DNA
polymerase od firmy Bioline. Pfiprava reakce probihala v dekontaminovaném laminarnim
boxu (ESCO PCR Cabinet) v chladicim stojanku. Reakéni mix byl pfipraven v nésledujicich
pomeérech (Tab. IV, Tab V). Pro vétsi vytéznost reakce byl pouzit navic dimethylsulfoxid
(DMSO). Master mix byl pfipraven do zkumavky o objemu 1,5 ml. Po kratkém vortexovani
a stoCeni byla reakéni smés rozpipetovana po 48 pl do fadné popsanych 0,2 ml zkumavek,
do kterych se dale pridala DNA testovanych vzorkii. V ramci kazdé analyzy byly soubé&zné
analyzovany pozitivni a negativni kontroly reakce. U pozitivni kontroly byl pouzit vzorek
DNA se znamym genotypem a u negativni kontroly byla misto vzorku piidana deionizovana

voda pro kontrolu mozné kontaminace.
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Tab. IV: Slozeni reakéniho mixu na jednu reakci pro polymorfismus C/T-13910.

Reagenty Objem (ul)
deionizovana H>O 34,3

5x MyTaq Red Reaction Buffer 10
MyTaq Polymerase (5U/ul) 0,2
DMSO (100%) 2,5
LAC 13910 C/T_for (20 pmol) 0,5
LAC 13910 C/T_rev (20 pmol) 0,5
Celkem 48
DNA 2

Tab. V: Slozeni reakéniho mixu na jednu reakci pro polymorfismus G/A-22018.

Reagenty Objem (ul)
deionizovana H>O 34,3

5x MyTaq Red Reaction Buffer 10
MyTaq Polymerase (5U/ul) 0,2
DMSO (100%) 2,5
LAC 22018 G/A_for (20 pmol) 0,5
LAC 22018 G/A_rev (20 pmol) 0,5
Celkem 48
DNA 2

Sekvence primeru a reak¢ni protokoly byly pfevzaty z odbornych publikaci a jiz diive
byly reakce upraveny a optimalizovany pro potieby laboratofe. Konkrétné pro polymorfismus
C/T-13910 byla reakce navrzena z publikace Mattar et al. (2008) a pro polymorfismus
G/A-22018 z publikace Coelho et al. (2005). Pouzité primery a jejich sekvence jsou uvedeny
v tabulce ¢. VL
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Tab. VI: Sekvence primert pouzitych pro PCR.

Oznaceni primeru Sekvence

LAC 13910 C/T_for 5'-GCT GGC AAT ACA GAT AAG ATA ATG GA-3'
LAC 13910 C/T_rev 5'-CTG CTT TGG TTG AAG CGA AGA T-3'

LAC 22018 G/A_for 5'-CTC AGT GAT CCT CCC ACC TC-3'

LAC 22018 G/A_rev 5'-CCC CTA CCC TAT CAG TAA AGG C-3'

Po kratkém zvortexovani a stoCeni v minicentrifuze (Microspin FV-2400; BioSan)
byly vzorky umistény do gradientového PCR termocycleru (MultiGene, Labnet). Prubéh PCR

reakce je uveden v tabulce VIL

Tab. VII: Reak¢ni protokol pro detekci polymorfisma C/T-13910 a G/A-22018.

C/T-13910 G/A-22018
Teplota (°C) Cas (min) Teplota (°C) Cas (min)
1 cyklus denaturace 95 5 95 5
35 cykla denaturace 95 1 95 1
annealing 57,4 1 60,3 1
elongece 72 1 72 1
1 cyklus finalni elongace 72 5 72 5

4.4.1.2 Kontrola PCR produktit na agarozovém gelu

Po skonceni amplifikace byly PCR produkty zkontrolovany pomoci gelové
elektroforézy na 4 % agarézovém gelu. Gel byl pfipraven z 50 ml 1x TBE pufru (Thermo
Scientific) a 2g agardzy v tabletach (Ctyfi 0,5g tablety, FastGene Agarose Tablets, Nippon
Genetics). Pro vizualizaci bylo do gelu pfidano 15 pl fluorescencni barvy Midori Green
Advanced DNA Stain (Nippon Genetics). Ztuhly gel byl pfenesen do elktroforetické vany
(Mupid® One Electrophoresis System) a byl zalit roztokem 1x TBE pufrem. Na gel bylo
naneseno 5 ul PCR produktu a 4 ul hmotnostniho markeru FastGene 100 bp DNA Ladder H3
RTU (Nippon Genetics), ktery umoznil pftiblizné stanoveni délky PCR fragmentd.
Elektroforéza probihala 10-15 minut pfi 135 V. Gel byl poté pienesen na detekCni systém
(FastGene® GelPic LED Box) a byly odedteny vysledky amplifikace. Vysledkem amplifikaéni
reakce byly produkty o velikosti 201 bp pro polymorfismus C/T-13910 a o velikosti 271 bp
pro polymorfismus G/A-22018.
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4.4.1.3 Restrikéni Stépeni

Ke stépeni byly pouzity specifické restrikéni endonukledzy izolované z bakterie druhu
Haemophilus Influenzae. Michani reakce bylo provedeno v pfedem vychlazeném stojanku.
K PCR produktu odpovidajicimu polymorfismu C/T-13910 byl pfidan restrik¢éni enzym Hinfl
(NE BioLabs) a k PCR produktu odpovidajicimu polymorfismu G/A-22018 enzym Hin6I
(TermoScientific). Dale byl ptidan pfislusny restrikéni pufr v pomérech uvedenych v tabulce
VIIL. Po kratké centrifugaci a stoCeni byly vzorky inkubovany po dobu alespoit 60 minut

v miniinkubatoru (Mini Incubator, Labnet) pti teploté 37 °C.

Hinfl Hin6l
5'...G|ANTC...3' 5'...G|CGC...3
3'...CTNA1G...5' 3'...CGC1G...5

Obr. 8: Oblasti restrikéniho §t€peni u pouzitych enzymu.

Tab. VIII: Slozeni jedné reakce pro restrik¢ni Stépeni.

Polymorfismus PCR produkt (ul) Restrikéni enzym Restrikéni pufr
C/T-13910 45 1 pl HinfI (10 U) 5 pl 10x CutSmart™ buffer
G/A-22018 45 1 ul HinoI (10 U) 5 pl 10x Tango buffer

Po inkubaci byla provedena vizualizace fragmentt restrikéniho §tépeni pomoci gelové
elektroforézy na 4% agar6zovém gelu pii 135 V po dobu 10-15 minut, jejiz postup je podrobné
uveden v kapitole 4.4.1.2.

4.4.1.4 Analyza dat

Vysledkem amplifikaéni reakce byl PCR produkt o velikosti 201 bp pro
polymorfismus C/T-13910, a PCR produkt o velikosti 271 bp pro polymorfismus G/A-22018.

Vysledek amplifika¢ni reakce pro oba analyzované polymorfismy je znazornén na obrazku 9.
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Obr. 9: Vizualizace PCR produktu na 4% agarézovém gelu. V prvni fad€ jsou na gelu vizualizovany
PCR produkty pro polymorfismus C/T-13910 o velikosti 201 bp. Ve druh¢ fad¢ jsou vizualizovany
PCR produkty pro polymorfismus G/A-22018 o velikosti 271 bp odpovidajici stejnym vzorkim
ve stejném potadi. M — hmotnostni marker (FastGene 100 bp DNA Ladder H3 RTU; Nippon Genetics),
1-8 — PCR produkty (201 bp pro C/T-13910, 271 bp pro G/A-22018), PK — pozitivni kontroly,

NK - negativni kontrola.

Dusledkem restrikéniho §tépeni PCR produktu restriktazou Hinfl doslo v pfitomnosti
mutované alely T ke §tépeni na dva fragmenty o velikosti 177 bp a 24 bp. U homozygotniho
(wild type) genotypu CC ke §tépeni nedochazi, u tohoto genotypu tedy zistava zachovana
velikost produktu 201 bp. V ptitomnosti obou alel u heterozygotniho genotypu CT vznikaji
tfi fragmenty o velikosti 201 bp, 177 bp a 24 bp. Nejkratsi fragmenty 24 bp nejsou
vizualizovany vzhledem kjejich délce. Vysledky restrikéniho §tépeni u polymorfismu

C/T-13910 jsou zobrazeny na obrazku 10.

200 bp—» —— — NS W WSS W— - . ‘:'1’9%'.:3

Obr. 10: Vizualizace restrikénich fragmenti u polymorfismu C/T-13910 na 4% agardézovém gelu.
Pod jednotlivymi jamkami jsou oznaéeny vysledné genotypy odecténé na zaklad¢ velikosti vyslednych
fragmenti. M — hmotnostni marker (FastGene 100 bp DNA Ladder H3 RTU; Nippon Genetics),
PK - pozitivni kontroly.

V ptipadé polymorfismu G/A-22018 byl PCR produkt §tépen restriktazou Hin6I, ktera
$tépi PCR produkt pouze v pfitomnosti wild type alely G. U homozygotniho stavu GG tedy
dochézi k aplnému rozstépeni PCR produktu na fragmenty o velikosti 196 bp a 75 bp.

U heterozygotniho stavu v pfitomnosti obou alel (GA) vznikaji tfi fragmenty o velikostech

34



271 bp, 196 bp a 75 bp. U mutovaného homozygota s genotypem AA nedochazi k restrikénimu
Stépeni a je detekovan fragment 271 bp odpovidajici velikosti nestépeného PCR produktu.

Fragment o velikosti 75 bp je na fotce gelu opét hiife viditelny zejména u heterozygotu.

Vysledky restrikéniho §tépeni u polymorfismu G/A-22018 jsou zobrazeny na obrazku 11.

Obr. 11: Vizualizace restrikénich fragmentt u polymorfismu G/A-22018 na 4% agar6zovém gelu. Pod
jednotlivymi jamkami jsou oznaceny vysledné genotypy odecétené na zaklad¢ velikosti vyslednych
fragmenti. M — hmotnostni marker (FastGene 100 bp DNA Ladder H3 RTU; Nippon Genetics),
PK - pozitivni kontroly.

4.4.2 Sekvenace

Sekvenacni analyza byla pouzita jako konfirmacni metoda u kombinovanych genotypt
polymorfismia C/T-13910 a G/A-22018. Vzorky byly pfipraveny v laboratoii GENLABS,

ale byly vySetfeny metodou Sangerova sekvenovani v externi laboratofi SEQme s.r.o.

4.4.2.1 PCR

PCR reakce probihala pro oba polymorfismy dle stejného protokolu jako u metody
PCR-RFLP (viz. kapitola 4.4.1.1 PCR). Kvalita amplifikacni reakce byla zkontrolovana
pomoci gelové elektroforézy. Vysledkem amplifika¢ni reakce byly produkty o velikosti
201 bp pro polymorfismus C/T-13910 a o velikosti 271 bp pro polymorfismus G/A-22018.

Vysledek PCR amplifikace byl vyhodnocen stejné jako u metody PCR-RFLP.
Vizualizace PCR produkti na 4% agardézovém gelu je znazornéna na obrazku 9 v kapitole

4.4.1.4 Analyza dat.
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4.4.2.2 Precisténi PCR produktu

PCR produkty byly po amplifikaci precistény pomoci ExoSAP-IT™ PCR Product
Cleanup dle doporugeni vyrobce. K PCR produktu byl ptidan ExoSAP-IT™ v poméru 5:2,
dle kvality PCR produktu a mnozstvi PCR produktu potfebného k sekvenacni reakci. Smés se
poté inkubovala v PCR cycleru (MultiGene, Labnet) 15 minut pii 37°C. Pti této teploté doslo
k enzymatickému precisténi PCR produktu, degradaci kratSich fragmentd, nespotiebovanych
nukleotidii a primert. V druhé fazi byla smés inkubovana 15 minut pfi 80 °C, a to kvuli

inaktivaci enzym@ ExoSAP-IT™.

4.4.2.3 Priprava vzorku na sekvenaci

Enzymaticky precisténé PCR produkty byly dale pfipraveny pro sekvenaci
dle pozadavkl externi sekvenacni firmy SEQme s.r.o0. Pro analyzu byl pouzit 20 pmol forward
a/nebo reverse primer stejny jako pii PCR amplifikaci. Objemy reagenti pouzitych
pro piipravu jednoho vzorku k sekvena¢ni analyze jsou uvedeny v tabulce IX, vysledny objem

odeslany k sekvenaci byl 10 pl.

Tab. IX: Slozeni 1 vzorku pro sekvenacni analyzu.

Reagenty Objem (ul)
PCR produkt 1-5
Froward ¢i reverse primer (20 pmol) 0,5
Deionizovana H,O 4,5-8,5

4.4.2.4 Analyza dat

Po precisténi PCR produktd byly vzorky odeslany na sekvenacni analyzu externi firmé
SEQme s.r.o. Vysledné sekvence byly zpracovany a vyhodnoceny ve freewarovém programu

Chromas. Priklady interpretace sekvenacni analyzy jsou znazornény na obrazcich 12 a 13.
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Obr. 12: Cast sekvence vysetiovaného genu MCMG6 pro polymorfismus C/T-13910. Sipkou je oznagen

analyzovany genovy polymorfismus. Vyslednym genotypem je heterozygot CT.
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Obr. 13: Cast sekvence vysetiovaného genu MCMG6 pro polymorfismus G/A-22018. Sipkou je oznaden
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analyzovany genovy polymorfismus. Vyslednym genotypem je mutovany homozygot AA.

Poté, co byly vysledné sekvence upraveny a zkontrolovany v programu Chromas, byly
vlozeny do vyhledavaciho nastroje BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Tento
nastroj umoziuje porovnani sekvence vzorku sreferencni genovou databazi NCBI
a upozoriiuje na pripadné neshody. Piiklad sparovani vzorku s databazi je vyobrazen

na obrazcich 14 a 15.
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Homo sapiens isolate ANGH71 MCM®6 gene, intron

Sequence ID: KU661752.1 Length: 579 Number of Matches: 1
Range 1: 147 to 284

Score Expect Identities Gaps Strand Frame

.
246 bits(133) 3e-61() 136/138(99%) 0/138(0%) Plus/Plus

Query 1 S3BAGYCCCTGGCCTCAAAGGAACTCTCCTCCTTAGGT 60

Sbjct 147 GCTGGCAATACAGATAAGATAATGTAGCCCCTGGCCTCAAAGGAACTCTCCTCCTTAGGT 206

Query 61 TGCATTTGTATAATGTTTGATTTTTAGATTGTTCTTTGAGCCCTGCATTCCACGAGGATA 120

Sbjct 207 TGCATTTGTATAATGTTTGATTTTTAGATTGTTCTTTGAGCCCTGCATTCCACGAGGATA 266

Query 121 GGTCAGTGGGTATTAACG 138

Sbjct 267 GGTCAGTGGGTATTAACG 284

Obr. 14: Piiklad porovnani sekvence testovaného vzorku s databazi NCBI BLAST. Radek oznadeny
Query odpovida sekvenci analyzovaného vzorku, fadek oznaéeny Sbjct odpovida referencni sekvenci.
Zeleng je znazomeéna sekvence primeru a ¢ervené tucng jsou oznaceny neshody s referencni sekvenci.
V prvnim piipad¢ jde o neshodu v oblasti primeru, ktera vznikla z diivodu ucelové zamény jednoho
nukleotidu T za nukleotid G. Tato Gprava byla provedena za i¢elem odstranéni dalsiho mozného,
ale nezadouciho restrikéniho mista. Druha neshoda je v mist¢ polymorfismu C/T-13910 a je znacena
pismenem Y, coz dle [IUPAC codes znamena piitomnost nukleotidi C i T. V tomto pfipadé jde tedy
o heterozygotni genotyp CT.

Homo sapiens minichromosome maintenance complex component 6 (MCM6), RefSeqGene on chromosome 2
Sequence ID: NG_008958.1 Length: 43816 Number of Matches: 1
Range 1: 22184 to 22320

Score Expect Identities Gaps Strand Frame
)
248 bits(134) 8e-62() 136/137(99%) 0/137(0%) Plus/Plus

Query 1 TATAAGTTACCATTAAAAAGATGTCCTTAAAAACAGC 60

IIIIIIIIIIIIlI||IIIHII|IIIIIIIII|IIIIIlIIlIlIIIIIllIIIIIIII

Sbjct 22184 CCCCTACCCTATCAGTAAAGGCCTATAAGTTACCATTAAAAAGATGTCCTTAAAAACAGC 22243

Query 61 ATTCTCAGCTGGGCACGGTGGCTCACACCTTTGTCCCAGTACTTTGGGAAGCCGAGGTGG 120
FEECEREREREREr PECEr e e e e e e e e e e e ee e e ee e e eeee e e

Sbjct 22244 ATTCTCAGCTGGGCGCGGTGGCTCACACCTTTGTCCCAGTACTTTGGGAAGCCGAGGTGG 22303

Query 121 GATCACCTGAGGTC 137
|||||||||||||||||

Sbjct 22304 GTGGATCACCTGAGGTC 22320

Obr. 15: Piiklad porovnani sekvence testovaného vzorku s databazi NCBI BLAST. Radek oznadeny

Query odpovida sekvenci analyzovaného vzorku, fadek oznaéeny Sbjct odpovida referencni sekvenci.

Zelen¢ je znazoména sekvence primeru a Cervené tucné je oznacen polymorfismus G/A-22018.

V tomto pripad¢ jde o mutovaného homozygota AA.
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4.4.3 real-time PCR
4.4.3.1 PCR

Pro detekci polymorfisma C/T-13910 a G/A-22018 spojenych s laktdzovou intoleranci
byla v ramci SGA projektu pouzita metoda real-time PCR s vyuzitim fluorescencné zna¢enych
sond (alelicka diskriminace). Byl pouzit kit gb GENETIC LACTO od firmy generi biotech.
Vyhodou pouzitého kitu bylo ready-to-use assay provedeni. Soucasti kitu byly také pozitivni
kontroly pro kazdy z genotypt. Do sklenénych kapilar bylo napipetovano 16ul amplifikacniho
mixu a 4ul templatu. Pro kazdy polymorfismus byly pfitomny tfi standardy jako pozitivni
kontroly: PK wild type, PK heterozygot a PK mutovany homozygot a negativni kontrola
(bez DNA, obsahovala stejny objem vody). Reakce probihala v pfistroji LightCycler 2.0
od firmy Roche Diagnostics. Teplotni profil PCR reakce byl nastaven dle doporuceni vyrobce

a je uveden v tabulce X.

Tab. X: Teplotni profil qPCR kitu gb GENETIC LACTO.

1 cyklus pocatecni denaturace 95°C 3 min
3 denaturace 95°C 10 s
50 cykla . S o
annealing + elongace (+ snimani flourescence) 60 °C 20s
4.4.3.2 Analyza dat

Detekce a nasledna analyza probihala ve dvou fluorescen¢nich kanalech FAM (530nm)
a HEX (560nm). Na nasledujicich obrazcich (Obr. 16, 17, 18) je vyobrazena interpretace
3 raznych genotypu v piipadé polymorfismu C/T-13910.
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Obr. 16: Priklad interpretace qPCR analyzy wild type genotypu 13910 CC na pfistroji LightCycler

2.0. v kanalech FAM a HEX: PK wt CC — pozitivni kontrola wild type genotypu CC, PK het — pozitivni

kontrola heterozygotniho genotypu CT, PK homo - pozitivni kontrola mutovaného homozygotniho

genotypu TT, 1-CC - testovany vzorek vyhodnoceny jako genotyp CC.
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Obr. 17: Priklad interpretace qPCR analyzy mutovaného homozygota genotypu 13910 TT na pfistroji

LightCycler 2.0 v kanalech FAM a HEX: PK wt CC - pozitivni kontrola wild type genotypu CC,

PK het — pozitivni kontrola heterozygotniho genotypu CT, PK homo — pozitivni kontrola mutované¢ho

homozygotniho genotypu TT, 2-TT - testovany vzorek vyhodnoceny jako genotyp TT.
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Obr. 18: Priklad interpretace qPCR analyzy heterozygotniho genotypu 13910 CT na pfistroji
LightCycler 2.0 v kanalech FAM a HEX: PK wt CC - pozitivni kontrola wild type genotypu CC,
PK het — pozitivni kontrola heterozygotniho genotypu CT, PK homo — pozitivni kontrola mutované¢ho

homozygotniho genotypu TT, 3-CT - testovany vzorek vyhodnoceny jako genotyp CT.

4.5 Analyza polymorfismu v genu TNF SF15

4.5.1 Sekvenace
4.5.1.1 PCR a jeji optimalizace

Ke stanoveni SNP rs4263839 (A>G) v genu TNF SF15 spojeného s vyskytem
syndromu drazdivého tra¢niku byla zvolena jako prvni metoda sekvenace. Pro PCR
amplifikaci byly pouzity specifické primery uvedené v Tab XI., které byly prevzaty
z publikace Wei et al. (2011).

Tab. XI: Sekvence primerti pro PCR amplifikaci.
Gen Smér Sekvence primeru 5¢-3¢ Velikost templatu (bp)
F GTTGCTGGTTTCCCACTGTT

TNF SF15 475
R GCCAGAAGGTGAGATGGAGA

Vzhledem k tomu, ze ve vySe uvedeném clanku nebyl popsan teplotni profil PCR

reakce, byla nejdfive provedena optimalizace PCR reakce pro gradient anealingu od 55-61°C.
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V laminarnim boxu (ESCO PCR Cabinet) byly na ledu pfipraveny dva tzv. master
mixy, jejichz slozeni je uvedeno v Tab. XII. Tyto mixy byly dale rozpipetovany po 48ul
¢i 23l do popsanych 0,2ml mikrozkumavek. Mimo laminéarni box byly do mixu pfidany 2pl
DNA izolatu. Vysledny objem reakéni smési byl 50ul a 25ul pro kazdy vzorek. Vzorky byly
pfed vlozenim do gradientového PCR termocycleru (MultiGene, Labnet) zvortexovany

a sto¢eny. Reakcni profil je uveden v tabulce XIII.

Tab. XII: Slozeni PCR reakce.

Reagenty 1. mixu Objem (ul)  Reagenty 2. mixu Objem (ul)
deionizovana H>O 8,25 deionizovana H>O 34,3
2x PCRBIO Taq Mix Red 12,5 5x MyTaq Red Reaction Buffer 10
DMSO (100%) 1,25 MyTaq Red DNA polymarase 0,2
forward primer (20 pmol) 0,5 DMSO (100%) 2,5
reverse primer (20 pmol) 0,5 forward primer (20 pmol) 0,5
reverse primer (20 pmol) 0,5
DNA 2 DNA 2

Tab. XIII: Reak¢ni profil PCR reakce s gradientem.

1 cyklus denaturace 95°C 5 min
30 cykla denaturace 95°C 30s
Annealing (gradient) 55-61°C 30s
elongace 72 °C 30s

1 cyklus finalni elongace 72 °C 5 min

Po PCR amplifikaci byly PCR produkty vizualizovany pomoci gelové elektroforézy
(viz 4.4.1.2 Kontrola PCR produktu na agarozovém gelu). Tim byla zkontrolovéana pfitomnost
a velikost amplikon a mozné kontaminace. U prvni optimalizace byla urCena nejvhodné;jsi
teplota annealingu, které¢ odpovidala 57 °C. Pfi druhé optimalizaci byl pouzit shodny teplotni

profil PCR reakce bez gradientu a teplota annealingu byla nastavena na 57 °C.

42



4.5.1.2 Kontrola PCR produktu na agardzovém gelu

Po skonceni amplifikace byly PCR produkty znovu zkontrolovany pomoci gelové
elektroforézy na 4 % agardézovém gelu. Tento postup je podrobné popsan v kapitole 4.4.1.2.
Gel byl poté prenesen na detekCni systém a byly odecteny vysledky amplifikace. Vysledny
produkt amplifikace byl dlouhy 475 bp.

4.5.1.3 Precisténi PCR produktu

PCR produkty byly po amplifikaci piecistény pomoci ExoSAP-IT™ PCR Product
Cleanup (viz. 4.4.2.2. Precisténi PCR produktu).

4.5.1.4 Priprava vzorku na sekvenaci

Precisténé PCR produkty byly pfipraveny pro sekvenacni analyzu dle postupu
uvedeného v kapitole 4.4.2.3 a v pomeéru uvedeném v tabulce XIV. Pro analyzu byl pouzit

forward primer.

Tab. XIV: Slozeni 1 vzorku pro sekvenacni analyzu

Reagenty Objem (ul)
PCR produkt 1-5
Froward primer (20 pmol) 0,5
Deionizovana H>O 4,5-8,5

4.5.1.5 Analyza dat

Pro testovani probandi na SNP rs4263839 (A>G) v genu TNF SF15 musela byt pied
PCR amplifikaci provedena optimalizace. Ta byla provedena ve dvou reakénich mixech
a v teplotnim gradientu pfi annealingu. Vizualizované PCR produkty na 4% agar6zovém gelu

jsou vyobrazeny na obrazku 19. Optimalni teplota annealingu byla stanovena na 57 °C.
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Obr. 19: Vizualizace PCR produktu, kdy amplifikace probihala v gradientu pro anealingovou teplotu
na 4% agarozovém gelu. V prvnim PCR mixu byla teplota annealingu vhodna ve vSech stupnich
gradientu, zatimco u druhého PCR mixu byly dobfe viditeln¢ PCR produkty amplifikované pouze pfi
teplotach annealingu 55-57,3 °C. NK - negativni kontrola, M — hmotnostni marker (FastGene 100 bp
DNA Ladder H3 RTU; Nippon Genetics).

Vysledek gelové elektroforézy po PCR amplifikaci vybrané oblasti genu TNF SF15
je znazornén na obrazku 20. Velikost PCR produktu byla 475bp.

Obr. 20: Priklad vizualizace PCR produkti ziskanych analyzou genu TNF SF15 pomoci gelové
elektroforézy. M — hmotnostni marker (FastGene 100 bp DNA Ladder H3 RTU; Nippon Genetics),
1-20 — produkty PCR reakci (475bp), NK — negativni kontrola.

Po precisténi PCR produktd byly vzorky odeslany na sekvenacni analyzu firmé

SEQme s.r.o. Vysledné sekvence byly zpracovany a vyhodnoceny ve freewarovém programu

Chromas. Priklady interpretace sekvenacni analyzy jsou znazornény na obrazcich 21-23.
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Obr. 21: Cast sekvence vysetiovaného genu pro SNP 154263839 (A>G) v genu TNF SF15. Sipkou je
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oznacen analyzovany genovy polymorfismus.. Vysledkem této sekvenacni reakce je homozygot GG.
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Obr. 22: Cast sekvence vysetiovaného genu pro SNP 154263839 (A>G) v genu TNF SF15. Sipkou je

oznacen analyzovany genovy polymofismus. Vysledkem sekvenace je heterozygotni genotyp GA.
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Obr. 23: Cast sekvence vysetiovaného genu pro SNP 154263839 (A>G) v genu TNF SF15. Sipkou je

oznacen analyzovany genovy polymofismus. Vysledkem této sekvenacni reakce je homozygot AA.

Poté, co byly vysledné sekvence upraveny a zkontrolovany v programu Chromas, byly
vlozeny do vyhledavaciho nastroje BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Tento
nastroj umoziuje porovnani sekvence vzorku sreferencni genovou databazi NCBI
a upozoriiuje na pripadné neshody. Piiklad sparovani vzorku s databazi je vyobrazen

na obrazku 24.
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Homo sapiens TNF superfamily member 15 (TNFSF15), RefSeaGene on
chromosome 9 Sequence ID: NG_011488.2 Length: 28494 Number of Matches:
1

Range 1: 6792 to 7155

Score Expect Identities Gaps Strand Frame

667 hits(361) 0.00) 363/364(99%) 0/364(0%) Plus/Plus

Query 1 GECGRACETGAGATEENEA CATGCACTGTCACTAGACGGGAAGC TCGGTGAAGGAAGGE 60

: CECPUCEEEEEECCEE R R e e e e et e e e e et
Shigt 6792 GCCAGAAGGTGAGATGGAGACATGCACTGTCACTAGACGGGAAGCTCGGTGAAGGAAGGC 6851

Query 61 ACGGGETCTTTTTTACTCACTGCTACTGCCCCTACCTGAATCTATCACTGTGCCTATCCA 120

) FECDVLLEREERTERR e e e e e et
Shigt 6852 ACGGGGTCTTTTTTACTCACTGCTACTGCCCCTACCTGAATCTATCACTGTGCCTATCCA 6911

Query 121  ATTGCAGATGCTCAAGAAATGAATAAGGCTGACACCATCCATTCCATTATCATTAAACTC 180

) CEEPURREREERTP R PR e e e e e e e 1
Shict 6912 ATTGCAGATGCTCAAGAAATGAATAAGGCTGACACCATCCATTCCATTATCATTAAATTC 6971

Query 181 ATCTTCCTGGAGAGCAGATGTGTGGGGATGATTGCAGCTCTGGTTTGCCCAGGCTCTGTA 240

) EECDLULEREEEERCEREE R e e e e e et
Shict 6972 ATCTTCCTGGAGAGCAGATGTGTGGGGATGATTGCAGCTCTGGTTTGCCCAGGCTCTGTA 7031

Query 241  ACTTCTTAGTGTGTCAGAAGAAAAGGAGAGGGAAATGGGGETGAGGCTGEGCTCATGTAG 300

’ FECDVLLEREEERRCER R PR R e R e e L et
Shict 7032 ACTTCTTAGTGTGTCAGAAGAAAAGGAGAGGGAAATGGGGGTGAGGCTGGGCTCATGTAG 7091

Query 381 CAATCAGGGTCCTGAAAAGAAACAGCTGGCTCACTCAAGAAAGTGCATTTGTAGAAGAAT 360

F EEEDULLEEEEETPEER e e e e e e e e e e e e et
shigt 7092 CAATCAGGGTCCTGAAAAGAAACAGCTGGCTCACTCAAGAAAGTGCATTTGTAGAAGAAT 7151

Query 361 ATTT 364

11
shigt 7152 ATTT 7155

Obr. 24: Piiklad porovnani sekvence vzorku s databazi NCBI BLAST. Radek oznageny Query
odpovida sekvenci analyzovaného vzorku, fadek oznaceny Sbjct odpovida referencni sekvenci. Zelené
je znazornéna sekvence primeru a cervené tucné je oznacen SNP rs4263839. V tomto pripad¢ jde

o mutovan¢ho homozygota GG (bylo sekvenovano komplementarni vlakno).
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4.5.2 real-time PCR
4.5.2.1 PCR

Pro vySetfovani SNP rs4263839 spojovaného s vyskytem IBS byla zvolena metoda
real-time PCR s analyzou ktivek tani. K této analyze byla pouzita souprava LightSNiP assay
(vyrobce TIB MolBiol). Pfed pouzitim kitu bylo postupovano dle doporu¢neni vyrobce, smées
primert a sond byla rozpusténa ve 100 ul deionizované H2O. Po zvortexovani a stoceni byl
pfipraven roztok s reagenty pro 96 reakci. PCR reakéni mix byl nasledné namichan opét

dle nasledujici tabulky dle doporuceni vyrobce.

Tab. XV: Slozeni reakéniho mixu pro jednu reakci.

Reagenty Objem (ul)
deionizovana H>O 14,4 -104
Reagent Mix 1
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe 5
(Roche Diagnostics)

MgCl; (25mM) 1,6
DNA (~ 50ng) 1-5
Celkem 20

Reakce probihala v pfistroji LightCycler 2.0 od firmy Roche Diagnostics. Teplotni
profil PCR reakce byl nastaven dle doporuceni vyrobce a je uveden v tabulce XVI. V kazdém

behu byly analyzovany pozitivni a negativni kontroly.

Tab XVI: Teplotni profil a reakcni podminky 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 I5s 20s 20s Os 30s
Teplotni skok
20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 200 0.2 20.0

(°C/s)

Jedno- Konti-
AKvizi¢ni mod - - - - - -

duchy nualni
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4.5.2.2 Analyza dat

Detekce a nasledna analyza probihala ve fluorescen¢nim kanalu FAM (530 nm).
Vysledkem je kiivka tani, ktera je specificka pro urcity PCR produkt. Analyza kiivek tani
zalezi predevsim na teploté tani (Twm, Melting temperature), pfi které je dsSDNA denaturovana
na ssDNA. Hodnota Twm zavisi na délce, sekvenci a obsahu GC a AT part.. GC pary disociuji
pomaleji nez AT pary kvuli vy$§imu poc¢tu vodikovych mastka. Po amplifikaci, v prabéhu tani
DNA, je kontinualné meétrena fluorescence a pfi postupném zvysovani teploty dochazi
k postupnému uvoliiovani sond a tim 1 k poklesu intenzity fluorescence. Kfivka ma nejstrmé;si
pokles v bodu Tm. Na nasledujicim obrazku (Obr. 25) je znazornén piiklad analyzy kiivek tani

pfi vySetfeni SNP rs4263839.

Melting Curves Melting Peaks

40 45 50 55 80 65 70 75 80 85 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
Temperature (°C) Temperature (°C)

Obr. 25: Priklad analyzy kfivek tani pii vysetfeni real-time PCR SNP rs4263839 v genu TNF SF15
na piistroji LightCycler 2.0 ve fluorescenénim kanalu FAM (530 nm). Cervena kiivka oznaluje
homozygotni genotyp AA, modra kiivka homozygota GG, zelena kfivka heterozygota GA a fialova
kfivka je negativni kontrola (NK). Teploty tani pro tuto reakci byly: TM1 = 53.35 °C,
TM2 = 58.27 °C. (Teploty tani se mohou pro kazdy b¢h nepatrné lisit, ale rozdil teplot tani ATM je

relativné konstantni.)
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5 VYSLEDKY

Experimentalni cast této prace byla uskuteCnéna v laboratoii GENLABS s.r.o.
v Ceskych Budgjovicich. Ziskana data byla vyhodnocovana programem MS Excel 2019.
Frekvence alel byla porovnavana s databazi Narodniho centra pro biotechnologické informace

(NCBD).

5.1 Vyhodnoceni predispozice pro laktézovou intoleranci

Soubor pro vyhodnoceni genetické predispozice pro laktozovou intoleranci byl tvofen
vyslednymi genotypy ziskanymi od klienti genetické laboratore GENLABS s.r.o0., ktefi byli
na zaklade zadanky a informovaného souhlasu ke genetickému vySetfeni testovani na dva SNP
(C/T-13910 a G/A-22018) v genu MCM6 spojovanymi s laktdzovou perzistenci. Béhem roku
2014-2021 bylo vyseteno celkem 1989 jedincu.

Tabulka XVII ukazuje pocet vySetfeni na laktézovou intoleranci provedenych

v jednotlivych letech v rozmezi let 2014-2021.

Tab. XVII: Pocet vySettfeni na laktozovou intoleranci v rozmezi let 2014-2021.

Rok N %
2014 4 0,20
2015 21 1,06
2016 65 3,27
2017 153 7,69
2018 41 2,06
2019 24 1,21
2020 648 32,58
2021 1033 51,94

Z tabulky XVII je patrné, ze v poslednich dvou letech nékolikanasobné stoupl pocet
vySetfeni na laktozovou intoleranci. V predchozich letech byla poptavka po genetickém

testovani nizsi.

Tab. XVIII znazornuje rozlozeni vékovych kategorii u vSech vySetfenych klientt
na laktézovou intoleranci po dekadach.
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Tab. XVIII: Pocty vySetfenych jedinct na LI v jednotlivych vékovych skupinach.

Vékové rozmezi N %

0-10 228 11,46
11-20 134 6,74
21-30 221 11,11
31-40 442 22,22
41 -50 493 24,79
51-60 280 14,08

60+ 191 9,60

Nejvice klientd (47,01 %) se nechalo otestovat v produktivnim az stiednim véku,
coz odpovida vékovym skupinam 31-40 a 41-50 let. Pro hodnoceni lakt6zové intolerance je
dale dualezita veékova skupina, kdy jsou pozorovany prvni klinické pfiznaky. Zde je dle

Tab. XVIII zastoupeni 11,46 %. Pro lepSi orientaci ve vékovych skupinach byl vytvofen

graf na obrazku 26.
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Obr. 26: Grafické znazomnéni poctu jedincu v jednotlivych vékovych skupinach.

V nasledujici tabulce (Tab. XIX) je uvedeno zastoupeni otestovanych zen a muzu

na laktézovou intoleranci.
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Tab. XIX: Pocet vySetfenych jedinca dle pohlavi s primérnym vékem pro kazdou skupinu.

Pohlavi N % O vék
Zena 1438 72,30 39,41
Muz 551 27,70 31,74

Z tabulky XIX je patrné, ze vétsSi zajem o testovani maji zeny nez muzi. Jejich

pramérny vek koreluje s vySe uvedenymi udaji o vékovych kategoriich vySetfenych klientd.

V tabulce XX jsou uvedeny vysledky vysetfeni pro SNP C/T-13910 v genu MCM6

spojovan¢ho s laktozovou intoleranci.

Tab. XX: Vysledky wvySetfeni polymorfismu C/T-13910 spojovaného s laktdozovou

intoleranci.
Genotyp N % Vysledek
CC 599 30,12 Laktézova intolerance
CT 1003 50,43 Castena laktozova intolerance
TT 387 19,46 Laktozova tolerance

Témeér polovina testovanych jedinch se vyznaCovala heterozygotnim genotypem CT,
ktery se vyznaCuje CasteCnou laktdézovou intoleranci. U 30,12 % klienti by zachycen
wild-type genotyp CC, ktery zptsobuje uplny pokles aktivity enzymu laktazy v tenkém stieveé
v dospélosti a prispiva tak k rozvoji laktézové intolerance. Necelych 20 % jedinci bylo
nositeli mutovaného homozygotniho genotypu TT, ktery je spojovan s celozivotni laktazovou

perzistenci.

Dle databaze NCBI (NCBI: rs182549 [online]) ma alela C frekvenci vyskytu
v evropské populaci C=0,445945, alela T ma frekvenci vyskytu T=0,554055. Frekvence alel
ze ziskanych vysledka je pro alelu C=0,553293, a pro alelu T je Cetnost alely T=0,446707.

Tabulka XXI se vénuje vysledkim vySetieni druhého SNP spojovaného s laktézovou
intoleranci, a to G/A-22018.
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Tab. XXI: Vysledky vySetfeni polymorfismu G/A-22018 spojovaného s laktdozovou

intoleranci.
Genotyp N % Vysledek
GG 574 28,86 Lakt6zova intolerance
GA 1003 50,43 Castedna laktozova intolerance
AA 412 20,71 Laktozova tolerance

Vysledky v Cetnosti jednotlivych genotypi u SNP G/A-22018 vykazuji jen drobné
odchylky od SNP C/T-13910. Pfiblizné polovina jedinci byla nositelem heterozygotniho
genotypu, ktery zpisobuje mirny pokles aktivity enzymu LCT. Nositela wild-type genotypu
GG, ktery ma za nasledek laktdzovou non-perzistenci, bylo genetickym testovanim zjisténo
574 jedinct, coz odpovida 28,86 %. Nejmensi Cetnosti (20,71 %) se vyznacovali jedinci

s laktaza perzistentnim genotypem AA.

Dle databaze NCBI (NCBI: rs4988235 [online]) ma alela G frekvenci vyskytu
v evropské populaci G=0,456934, alela A ma frekvenci vyskytu A=0,543066. Ze ziskanych
vysledku je pro alelu G Cetnost G=0,540724, a pro alelu A je Cetnost alely A=0,459276.

V nasledujici tabulce XXII jsou uvedeny vysledky genetické analyzy pro oba testované

SNP C/T-13910 a G/A-22018 spolec¢ng.

Tab. XXII: Vysledky genetického testu pro predispozici k laktézové intoleranci — SNP
C/T-13910 a G/A-22018.

G/A-22018
GG GA AA
C/T-13910

CC 573 (28,81 %) 23 (1,16 %) 3(0,15 %)
CT 1 (0,05 %) 977 (49,12 %) 25 (1,26 %)
TT 0 (0,00 %) 3 (0,15 %) 384 (19,31 %)

Ve vétsiné pripadta vysledky obou SNP spolu koreluji, tzn. pokud je u jednoho SNP
zjistén wild-type homozygot, u druhého SNP byl zjistén také (CC/GG). V nékterych ptipadech
(N=55), byly stanoveny tzv. kombinované genotypy (napt. CC/GA, CT/AA). Pro lepsi
vizualizaci vysledka byl vytvoren graf na Obr. 27.
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Zastoupeni jednotlivych kombinaci genotypi u SNP
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Obr. 27: Grafické znazornéni zastoupeni jednotlivych kombinaci genotypu zjisténych za zaklad¢

genetického testovani SNP C/T-13910 a G/A-22018 v genu MCM6 spojovanych s laktozovou

intoleranci.

Na obrazku 28 je vyobrazen genderovy rozdil v zastoupeni jednotlivych frekvenci

genotypu. Z grafu je vidét, ze nebyl pozorovan zadny genderovy rozdil.
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Obr. 28: Grafické znazoméni vysledku vySetfeni Zen a muzi na SNP C/T-13910 a G/A-22018

spojenych s laktézovou intoleranci.
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5.2 Vyhodnoceni mozné asociace laktozové intolerance a I1BS

Dil¢i casti experimentalni Casti této prace bylo na zakladé genetického testovani
vyhodnotit moznou souvislost laktézové intolerance se syndromem drazdivého tracniku.
Kromé detekce rizikovych SNP spojenych s rozvojem lakt6zové intolerance, bylo v ramci
projektu SGA navrzeno vySetfeni genové predispozice v genu TNF SF15 (rs4263839)
pro rozvoj syndromu drazdivého traéniku. Po ukonceni projektu SGA se toto vySetfeni
zatadilo do rutinni nabidky genetickych testd laboratore GENLABS s.r.o. Metodou
sekvenovani a real-time PCR bylo vySetfeno v letech 2020-2021 jiz 311 jedinct na zaklade

zadanky a informovaného souhlasu ke genetickému vySetieni.

V tabulce XXIII je vyobrazen pocet provedenych testil na vysetfeni SNP rs4263839
(A>G) spojovaného s rozvojem IBS v letech 2020 a 2021.

Tab. XXIII: Celkovy pocet vySetieni SNP rs4263839 (A>G) v letech 2020 a 2021

Rok N %
2020 61 19,61
2021 250 80,39

Z tabulky lze vidét relativni zajem o nové vySetfeni. Z 311 pozadavki na vySetieni
bylo provedeno, na zakladé zadanky o genetické vySetfeni, ve 292 piipadech soucasné

vySetieni SNP rs4263839 (A>QG) i laktozové intolerance (SNP C/T-13910 a G/A-22018).

Tab. XXIV znazorfiuje rozlozeni klienti vySetfenych na SNP rs4263839 (A>G)
spojenym s rozvojem IBS do vékovych skupin do dekadach.

Tab. XXIV: Pocet vySetienych jedinc na SNP spojeny s IBS ve vékovych skupinach.

Vékové rozmezi N %

0-10 74 23,79
11-20 35 11,25
21-30 23 7,40
31-40 53 17,04
41-50 76 24,44
51-60 36 11,58

60+ 14 4,50
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Z Tab. XXIV lze pozorovat nejvyssi zajem o testovani ve veékové skupine 41-50 let

a ve skupin€ 0-10 let. Na obrazku 29 je graficky znazornéno rozdéleni vysSetfenych klientt

do veékovych skupin.

Vékové skupiny - IBS

O
A

11-20 21-30 31-40 41-50 51-60
VEKOVE SKUPINY

POCET (N)

Obr. 29: Grafické znazomnéni poctu jedincu v jednotlivych vékovych skupinach.

Tabulka XXV. se zabyva genderovym zastoupenim jedinci vySetfovanych

na predispozici pro onemocnéni drazdivého tracniku a jejich primérnym veékem.

Tab. XXV: Pocet vySetienych jedinca dle pohlavi s primérnym vékem pro kazdou skupinu.

Pohlavi N % O vék
Zena 204 65,59 34,98
Muz 107 34,41 24,18

Z tabulky XXV lze vycist, Ze zeny se testuji Casteji nez muzi a tvoii témeét dvé tietiny
z vySetienych jedinca.

Vysledky analyzovaného SNP rs4263839 (A>G) jsou znazornény v tabulce XXVIL.

Tab. XXVI: Vysledky vySeteni polymorfismu SNP rs4263839 spojovaného s rozvojem IBS.

Genotyp N % Vysledek
AA 31 9,97 Zadné riziko spojené s IBS
AG 147 47,27 Mozné riziko spojené s IBS
GG 133 42,77 Potvrzené riziko spojené s IBS
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Z vysledku je patmé, Ze témér 90 % vysetienych jedinct bylo nositeli rizikové alely
G. Jen 9,97 % z vySetienych klientt vykazovala genotyp AA, ktery dle recentnich studii neni

spojovan se zvySenym rizikem rozvoje syndromu drazdivého tracniku.

Dle databaze NCBI ma alela G frekvenci vyskytu v evropské populaci G=0,681836,
alela A ma frekvenci vyskytu A=0,318164. Frekvence alely G je ze ziskanych dat G=0,66399
a frekvence alely A=0,33601. Z vysledka je patrné, Ze frekvence alel pfiblizné odpovidaji
frekvenci vyskytu dle databaze NCBI pro evropskou populaci.

Na obrazku 30 je vyobrazen genderovy rozdil v zastoupeni jednotlivych frekvenci

genotypu. Z grafu lze pozorovat jen minimalni genderovy rozdil.

Vysledky dle pohlavi
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Obr. 30: Vysledky vySetfeni Zen a muzi na SNP rs4263839 (A>Q) spojeny s rozvojem syndromu

drazdivého traéniku.

Na laktoézovou intoleranci i na IBS SNP rs4263839 spojovaného s rozvojem syndromu
drazdivého tracniku bylo vysSetfeno celkem 292 jedinci. V tabulce XXVII jsou uvedeny
vysledky 20 dobrovolniki ve véku 1-14 let, ktefi byli vySetfeni v ramci projektu SGA.

56



Tab. XXVII: Soubézny vyskyt kombinaci jednotlivych genotypt asociovanych s laktozovou

intoleranci a syndromem drazdivého tracniku u analyzovanych 20 jedinci se znamou

diagnozou.
Syndrom drazdivého

Laktézova intolerance tratniku N %
CC/IGG AA 1 5
CC/IGG AG 7 35
CC/GG GG 2 10
CT/GA AA 0 0
CT/GA AG 0 0
CT/GA GG 5 25
TT/AA AA 0 0
TT/AA AG 4 20
TT/AA GG 1 5

Z vysledki je patrné, ze 50 % vySetfovanych dobrovolniki by mohlo mit
gastrointestinalni problémy zejména kvuli laktazové non-perzistenci, protoze jsou nositeli
genotypu CC/GG pro laktéozovou intoleranci. U druhé poloviny by se mohla na rozvoji
nespecifickych zanéti a ostatnich pfiznacich podilet i mutovana alela G v polymorfismu
rs4263839 asociovana se syndromem drazdivého tracniku. Je zajimavé, Ze nositelé
heterozygotniho genotypu CT/GA v laktézové intoleranci byli ve vSech ptipadech i1 nositeli
plné mutovaného homozygotniho genotypu GG v SNP rs4263839. U nositelG genotypu
TT/AA v genu MCM6 pro laktézovou intoleranci, byla zachycena vzdy genotypova varianta
v SNP rs4263839 s alesponi jednou mutovanou alelou G. V této skupiné byl nejcastejsi

haplotyp pro sledované polymorfismy: CC-GG-AG.

V tabulce XXVIII jsou uvedeny vysledky zbylych jedinct vySetienych soucasné jak
na laktozovou intoleranci, tak i na SNP rs4263839 (A>G).
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Tab. XXVIII: Soubézny vyskyt kombinaci jednotlivych genotypt asociovanych s laktozovou
intoleranci a syndromem drazdivého tracniku u nediagnostikovanych jedincu.

Syndrom drazdivého

Laktoézova intolerance tratniku N %
CC/GG AA 5 1,84
CC/GG AG 31 11,40
CC/GG GG 27 9,93
CT/GA AA 15 5,51
CT/GA AG 53 19,49
CT/GA GG 53 19,49
TT/AA AA 7 2,57
TT/AA AG 38 13,97
TT/AA GG 37 13,60
CC/GA AG 1 0,37
CT/AA AG 4 1,47
CT/AA AA 1 0,37

Z tabulky XXVIII Ize vycist, Ze existuje pravidelna distribuce genotypt pro SNP
rs4263839 (A>G) u nejcastéji zastoupenych genotypi LI a to zhruba v poméru 1:5:5
(AA:AG:GQG), coz koresponduje s celkovymi vysledky uvedenymi v tabulce XXVI (viz.
vySe). Nejvyssi vyskyt rizikové IBS alely G byl detekovan u LI genotypu CT/GA, zatimco
nejniz§i vyskyt byl zaznamenan u plné laktéza intolerantnich jedinci (CC/GG).
U kombinovanych genotypt pro laktézovou intoleranci byl pocet jedinct nizky, proto z té€chto

vysledki nelze vyvozovat zaveéry.

Pro lepsi vizualizaci vysledk byl zhotoven graf na obrazku 31. Zde jsou zahrnuty obé
sledované skupiny (s/bez diagndzy): modie jsou oznaleny vysledky diagnostikovanych
pacienti uvedné v Tab. XXVII ziskané v ramci projektu SGA a oranzové jsou oznaceny
vysledky nediagnostikovanych jedinct, vySetfenych soucasné na laktézovou intoleranci
ina SNP rs4263839, uvedenych v Tab. XXVIII (data z projektu SGA v nich nejsou zahrnuty,
aby nedoslo ke zkresleni dat). V této skupiné€ prevazuje haplotyp: CT-GA-AG a CT-GA-GG.
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Spolecny vyskyt genotypu: LI-IBS
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Obr. 31: Grafické znazoméni spoleéného vyskytu genotypi pro laktézovou intoleranci (SNP
C/T-13910 a G/A-22018 a pro rozvoj syndromu drazdivého trac¢niku (rs4263839 A>G) u dvou
testovanych skupin. Prvni skupinu tvorfi diagnostikovani dobrovolnici vySetfeni v ramci projektu SGA,

druha skupina je tvofena nediagnostikovanymi klienty laboratore GENLABS s.r.0.
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6 DISKUSE

Védecké poznatky o intoleranci laktozy v poslednich desetiletich vyrazné pokrocily,
zejména pokud jde o prikazné genetické markery a diagnostiku tohoto stavu. Pro rizné rasy
byly sekvenovany rtizné genové polymorfismy spojené s touto gastrointestinalni poruchou.
Vzhledem k tomu, Ze asi u 65 % celosvétové populace dochézi pfirozené€ ke snizeni aktivity
laktazy béhem zivota, vyvinul potravinaisky pramysl mnoho alternativnich produktd
k mlé¢nym vyrobkiim, jako jsou rostlinné napoje nazyvané nespravné mléky, a naopak mlécné
vyrobky bez laktézy, ziskané enzymatickou hydrolyzou laktézy pomoci laktazy ziskané
z raznych kmend mikroorganismd. Mnoho intolerantnich jedinca snese asi 5-10 g laktozy
konzumované rozlozené¢ béhem celého dne. Nejdalezit€jsi strategii 1écby je odstranéni,
¢i minimalizace klinickych pfiznakl, proto aby se pozitivné podpofil zivotni komfort
1 psychicky stav jedince. AvSak kazdy jedinec musi byt spravné poucen
o vyhodach/nevyhodach bezlaktozové diety, protoze pii celkovém vysazeni mléka a mlécnych
produktt, mize dochazet k disbalanci ostatnich dulezitych latek. Pti podezieni na laktozovou
intoleranci je vhodné nechat se vySetfit u praktického Iékare, i gastroenterologa, aby potvrdil

diagnézu vhodnym testem a doporucil odpovidajici dietni opatieni.

Experimentalni ¢ast diplomové prace obnasela zvladnuti laboratornich metod jako je
izolace DNA, optimalizace PCR reakce, gelova elektroforéza, analyza danych oblasti gent
metodou PCR-RFLP, real-time PCR a pfiprava vzorkt pro sekvenacni analyzu. VSechny tyto
analytické pristupy vedly k urCeni genovych polymorfismi zodpovédnych za laktézovou

intoleranci, konkrétné se jednalo o SNP C/T-13910 a G/A-22018 v genu MCM6.

Vétsina stanoveni téchto dvou SNP je v laboratofi GENLABS s.r.o. byla ziskana
pomoci metody PCR-RFLP. Je to metoda, ktera se da pouzit na vétsi pocet vzorku a je
jednoducha na ptipravu. Nevyhodou této metody je jeji Casova narocnost a vyjimecné nizsi
citlivost vzhledem k méné ocekavanym situacim, jako napfiklad u kombinovanych genotypu,
¢i skrytych mutaci v okoli analyzovaného polymorfismu. Finalni odecitani vysledka je
ovlivnéno zejména dostateCnou vstupni koncentraci a kvalitou DNA pro PCR a zku§enostmi

odecitajiciho analytika.

V ramci projektu SGA bylo mozné vyzkouSet pro stanoveni LI také metodu real-time
PCR s vyuzitim fluorescenéné znacenych sond (alelicka diskriminace). U této metody bylo

velikou vyhodou jeji ready-to-use provedeni spomémé rychlou detekci SNP
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v LightCycleru 2.0. Odecitani bylo pfesné a snadné 1 pro méné zkuseného analytika a kiivky
vychazely perfektné i u nizSich koncentraci DNA. Nevyhodou metody byla urcité vyssi
pofizovaci cena kitu a moznost analyzy omezeného poCtu vzorkii v jednom béhu
(max. 32 vzorka). Tato metoda sice dokazala potvrdit existenci kombinovanych genotypu, ale
stejn¢ jako PCR RFLP detekuje pouze misto analyzovaného SNP, takze pro detekci dalSich

moznych mutaci musela byt pouzita metoda sekvenace.

Sekvenacni analyza byla provedena v externi firme formou sluzby, protoze geneticka
laborator GENLABS nema vlastni sekvenator. Sekvenace byla pouzita v pripadé ovéreni
kombinovanych genotypli mimo projekt SGA a pro potieby zjisténi, zda se v okoli SNP
spojenych s laktozovou intoleranci nenachazi jes§té jina bodova mutace. Priprava vzorku
k sekvenaci je nenaroCna. Pro naslednou analyzu bylo potifeba se zorientovat v programu
Chromas a po upravé byla vysledna sekvence vlozena do databaze NCBI, kde byla porovnana
s referen¢nimi sekvencemi. Tento pfistup je vhodny pro pfipadné urCeni jiné bodové mutace
v analyzované Casti genu. Vyhodou je tedy naprosta presnost s moznosti porovnani sekvenci
testovanych vzorku s referencnimi sekvencemi ulozenymi v genové bance. Nevyhodou je
vysSi cena analyzy, externi feSeni (vysledky jsou dostupné do 2 pracovnich dni), celkova

naro¢nost na kvalitu DNA a Cistotu PCR produktti uréenych k sekvenaci.

Pfi porovnani tfi vySe uvedenych analytickych pfistupd, se jako nejvhodnéjsi metoda
pro analyzu SNP spojenych s laktozovou intoleranci, pro rutinni vyuziti a mensi laboratore
s pfiméfenym poctem vzorku, jevi metoda PCR-RFLP. Pro pfipadnou konfirmaci nejasnych
vysledku muze byt pouzita metoda sekvenovani, ktera muze zachytit i dal§i mutace

ve sledovanych oblastech genu.

Soubor dat pro statistické zpracovani sestaval ze 1989 vzorkl ziskanych od klientd
genetické laboratore GENLABS s.r.0. Jedna se o neselektovany soubor jedinct z hlediska
diagnozy. Naprosta vétsina testovanych klientt fesila gastrointestinalni nebo dermatologické
obtize, jejichz vyskyt spojovala s konzumaci laktézy. Ti byli testovani v letech 2014 az 2021
na dva polymorfismy (C/T-13910 a G/A-22018), které jsou v b&lo§ské populaci spojovany
s predispozici laktozové intolerance. VSichni testovani jedinci méli fadné vyplnénou zadanku
k laboratornimu vySetfeni, a dali souhlas s genetickym laboratornim vySetfenim. U téchto
jedinca byly zaznamenany pouze zakladni udaje jako je pohlavi, veék, a vysledek genetické

analyzy.
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Na zaklad¢ ziskanych dat je mozné fici, ze zajem o vySetfeni LI ma v poslednich letech
vzestupny trend. V roce 2020 bylo vySetieno celkem 648 klientt a do listopadu roku 2021 jich
bylo 1033. To mize byt dano vys§im povédomim o moznostech genetického testovani.
Nejvice klientd (47,01 %) se nechava otestovat ve vékovych katergoriich 31-40 a 41-50 let.
Tento fakt zfejme souvisi s postupnym snizovanim aktivity enzymu laktazy s vékem. Protoze
u vétSiny dospélych uz neni mléko hlavni slozkou potravy, pozoruji pfiznaky LI az pozdéji,
kdy aktivita laktazy klesne pod kritickou mez. Teprve pak dochéazi k manifestaci klinickych
pfiznakd. V odborné literatufe se uvadi, ze k postupnému snizovani aktivity laktazy
v kavkazské populaci dochazi az po 20 roku véku (Ugidos-Rodriguez et al., 2018) a vétsina
jedinch s primarni hypolaktazii snese az 10-12 g laktézy bez vyrazngjSich priznaki

(Deng et al., 2015).

Na laktézovou intoleranci se v letech 2014-2021 nechalo otestovat vyrazné vice Zen
(72,3 %) nez muzua (27,7 %). Pohlavi nema na vyskyt laktozové intolerance vliv (Vesa et al.,
2000), coz muzeme na zakladé vlastnich dat a vysledkt (Obr. 28) potvrdit. Zde se Cetnosti
genotypu lisily jen minimalné a nebyl pozorovan zadny genderovy rozdil. Vyssi procento
testovanych zen muze byt zpisobeno jejich vyraznéjsim sklonem k manifestaci symptomu

laktozové intolerance (Curda 2006).

Z vysledki genetického testovani SNP C/T-13910 vyplyva, ze téméf polovina
testovanych jedincti (50,43 %) se vyznaCovala heterozygotnim genotypem CT, ktery
se vyznacuje jen Castecnou laktozovou intoleranci. Pfitomnost heterozygotniho genotypu CT
je charakterizovana pfitomnosti stfednich urovni exprese laktazy, které jsou ale obvykle
dostatecné pro traveni laktozy (Fassio et al., 2018). Ve vétSin€ publikaci je heterozygotni
genotyp zatazovan do skupiny jako laktaza perzistentni. Dzialanski et al. (2016), ale pfiSel
se studii, ve které porovnaval vysledky genotypového testovani s vysledky dechového
vodikového testu. Na zaklade této studie existuji tfi rizné tirovné aktivity laktazy a u jedincu
s heterozygotnim genotypem CT se muze projevovat prechodny fyziologicky fenotyp, ktery
nese priznaky laktazové non-perzistence. U 30 % klientl by zachycen wild-type genotyp CC,
ktery zpusobuje uplny pokles aktivity enzymu laktazy v tenkém stievé v dospélosti
a prispiva tak k rozvoji laktozové intolerance. Heterozygotnich genotypovych variant bylo
zachyceno priblizné 50 %. Tento genotyp charakterizuje CasteCnou laktdézovou intoleranci.
Necelych 20 % jedinci bylo nositeli mutovaného homozygotniho genotypu TT, ktery
je spojovan s celozivotni laktazovou perzistenci. Pti srovnani frekvenci alel s databazi NCBI

bylo dosazeno néasledujiciho vysledku: Dle referencni databaze maji alely C a T frekvenci
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vyskytu v evropské populaci C=0,445945 a alela T=0,554055. Frekvence alel ze ziskanych
vysledkl jsou C=0,553293 a T=0,446707. Frekvence v databazi NCBI byly pocitany
pro evropskou populaci, takze nezohlediiuji variabilni rozprostieni vyskytu genotypt
v Evropé. To muze ovliviiovat referen¢ni hodnoty. Na severu Evropy je totiz vyskyt laktazové
perzistence vyrazn€ vyssi nez na jihu Evropy. Proto je mozné, Ze byla frekvence alel C a T
opacna oproti frekvencim referencnim. Druhym faktorem ovliviiujicim tento rozdil by mohl
byt fakt, ze nami analyzovany soubor tvofi jedinci, ktefi se nechali otestovat kvuli blize
nespecifikovanym gastrointestinalnim obtizim. To by mohlo vysvétlovat vyssi frekvenci alely
C, ktera zpusobuje pokles exprese mRNA, ktery je zodpoveédny za Castecny ¢i uplny pokles

aktivity laktazy v tenkém streve.

U vysledkt genetického testovani SNP G/A-22018 1ze sledovat jen drobné odchylky
od SNP C/T-13910, coz dokazuje, ze oba polymorfismy podléhaji genové vazbé. Vyskytuji
se ve vzdalenosti priblizné 8,1 kb od sebe a jejich rekombinace je tedy velmi vzacna. Priblizné
polovina jedinci byla nositelem heterozygotniho genotypu GA, ktery zpuisobuje pokles
aktivity enzymu LCT. Jelikoz je jen mala odchylka od vysledkt heterozygotniho genotypu
13910CT, tak lze pfedpokladat, ze 1 genotyp 22018GA by se mohl projevit prechodné jako
laktaza non-perzistentni. Nositela wild-type genotypu GG, ktery ma za nasledek laktazovou
non-perzistenci, bylo genetickym testovanim zjisténo 28,86 % ptipadi. Nejmensi Cetnosti
(20,71 %) se vyznacCovali jedinci laktaza perzistentniho genotypu AA. Pfi porovnavani
frekvenci vyskytu alel s referen¢ni databazi bylo dosazeno piiblizné stejného vysledku jako
u C/T-13910. Dftive byl polymorfismu G/A-22018 pfipisovan mensi vyznam, pokud jde
o fizeni exprese LCT genu, ktery koduje laktazu (Kuchay er al., 2013). U nékterych populaci
se ale ukazalo, ze je tento SNP dobrym indikatorem lakt6zové intolerance, u nékterych

populaci 1 lepS§im nez SNP C/T-13910 (Mattar et al., 2010; Xu et al., 2010).

Pii porovnani ziskanych vysledkd s publikacemi zjistujicimi prevalenci LI v Ceské
republice, ¢i sousednich statech, nebyly nalezeny vyrazné rozdily v popula¢nich frekvencich
jednotlivych genotypt. Swallow (2003) publikoval, ze by se v ¢eské populaci mélo vyskytovat
priblizné 65 % laktaza perzistentnich jedinci. Hubacek er al. (2017) se zabyval frekvenci
genotyptu SNP C/T-13910 piimo v Ceské/slovenské populaci a u vyznamné Ceské mensiny
(Romd/Cikant). V této studii je uvedeno, ze v Ceské/slovenské populaci bylo zachyceno
23,6 % jedincu s laktaza non-perzistentnim genotypem CC. Heterozygotni genotyp byl zjistén
u 50,7 % jedincu a laktaza perzistentni genotyp TT mélo 25,7 % probandu. Jejich soubor

tvorilo 288 jedinct. Z vysledka ziskanych v ramci této diplomové prace bylo 573 jedincu
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(28,81 %) nositeli genotypu CC/GG, ktery charakterizuje primarni laktézovou intoleranci.
977 jedinci (49,12 %) jsou nositeli heterozygotniho genotypu CT/GA a 384 jedincu
(19,31 %) jsou nositeli plné¢ mutovaného genotypu TT/AA, u kterého dochazi k celozivotni
perzistenci enzymu laktazy. Pokud by se heterozygotni genotyp povazoval za laktaza
perzistentniho jako v ostatnich studiich zabyvajicich se prevalenci laktdézové intolerance,
tak je prevalence v Ceské populaci dle této prace 69,4 %, coz by odpovidalo ostatnim
publikovanym vyzkumuam. Na zakladé recentnich studii by se v§ak méli rozliSovat vSechny tfi
genotypy, protoze u vSech tii byl popsan jejich specificky fenotyp dle riznych hladin aktivity
laktazy (Dzialanski et al., 2016). O jedincich s heterozygotnim genotypem se pak tedy da fict,
ze maji vyssi predispozici k rozvoji laktazové non-perzistence v dospélosti, a tvoii tak
samostatnou skupinu. To by znamenalo, Ze Gplnou laktazovou perzistenci (genotyp TT/AA)

ma pouze priblizné jen 20 % jedincy, a ne starSimi studiemi deklarovanych 70 %.

Vramci této diplomové prace byly nalezeny i netradi¢ni kombinace genotypu.
Konkrétné se jedna o genotypy CC/GA (N=23), CC/AA (N=3), CT/GG (N=1), CT/AA
(N=25) a TT/GA (N=3). Existuje jen malo studii, které se zabyvaji t€émito kombinacemi
genotypt pro SNP C/T-13910 a G/A-22018. Napftiklad ve studii Santonocito et al. (2015) byl
zachycen a popsan genotyp CC/GA. Pti vyhodnocovani byl tento genotyp zafazen jako laktoza
intolerantni 1 presto, ze u jednoho probanda tohoto genotypu byla provedena vodikova
dechova zkouska s negativnim vysledkem. Ve studii publikované Tomczonek-Morus$ et al.
(2019), byly zachyceny genotypy CC/AA (N=10), CC/GA (N=4) a CT/AA (N=1). U vSech
jedincd byla provedena vodikova dechova zkouska s nasledujicimi  vysledky:
CC/AA: HBT+2,HBT- 8; CC/GA: HBT+1, HBT- 3; CT/AA: HBT+ 1. Genotypy z této studie
byly vyhodnoceny s piihlédnutim k vysledkiim vodikového dechového testu, ale i tak tam méli
zasadni roli jejich genové varianty a nizky veék probandu, u kterych se primarni laktozova
intolerance jesté nemusela rozvinout. To znamena, ze genotypy CC/AA a CC/GA byly
dle vodikového dechového testu vyhodnoceny fenotypem jako laktdza perzistentni,
ale s genetickou predispozici k hypolaktazii v dospélosti, a genotyp CT/AA byl vyhodnocen
jako laktaza non-perzistentni fenotyp, ktery autor ptisuzoval sekundarni laktézové intoleranci.
Dle studie Bulhdes ef al. (2007) byl genotyp CT/AA vyhodnocen jako souvisejici s perzistenci
enzymu laktazy. Jedina kombinace genotypt TT/GG se v obou testovanych skupinach jedinca
neobjevila ani jednou. Bez dotaznikového Setfeni, ¢i provedeni néjakého dal§iho testu
na laktézovou intoleranci neni mozné jednoznacné fict, jaky maji tyto zjisténé genotypové

varianty fenotyp.
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Dil¢i Casti této prace bylo na zakladé genetického testovani vyhodnotit moznou
souvislost lakt6zové intolerance se syndromem drazdivého traéniku. Kromé detekce
rizikovych SNP spojenych s rozvojem laktozové intolerance, bylo v ramci projektu SGA
navrzeno vysetfeni genové predispozice v genu TNF SF15 (rs4263839) pro rozvoj syndromu
drazdivého tracniku. V ramci SGA projektu byly nasbirany a vySetfeny vzorky
od 20 dobrovolniku ve veéku 1-14 let, kteti vykazuji dlouhodobé gastrointestinalni obtize
a problémy s travenim laktézy. VétSina (17) dobrovolnik(i byla vybrana ve spolupraci
s détskou gastroenterologii Nemocnice Pisek, a.s. Pro doplnéni zkoumané skupiny détskych
pacienti byly vybrani dal§i 3 détsti dobrovolnici, ktefi byli klienty genetické laboratore
GENLABS a byly u nich popsany dlouhodobé gastrointestinalni potize. Kazdy tcastnik a jeho
zakonny zastupce byl seznamen s ucCasti v projektu a podepsal souhlas s genetickym
laboratornim vySetfenim. Po ukonceni projektu SGA se toto vySetfeni zafadilo do rutinni
nabidky laboratore GENLABS s.r.o. Metodou sekvenovani a real-time PCR tak bylo
vySetfeno v letech 2020-2021 jiz 311 blize nediagnostikovanych jedinci pozadujici toto

vySetieni v rezimu samoplatce.

Vzhledem k mnozstvi vySetfenych vzorki jde vidét stoupajici zajem o toto genetické
vySetieni. Za rok 2020, kdy se v srpnu odstartovalo testovani, bylo vySetfeno do konce roku
61 vzorka a od ledna do listopadu roku 2021 bylo vySetieno 250 vzorki na SNP rs4263839
(A>G) spojovanym s rizikem rozvoje syndromu drazdivého tracniku. Tento polymorfismus
byl vyhodnocen dvéma metaanalyzami (Zhu et al., 2019; Czogalla et al., 2015) jako vyznamny
pfi manifestaci syndromu drazdivého tracniku. Zakladem asociace polymorfismu rs4263839
s IBS je hypoteticky mechanismus, ktery je uveden v kapitole 2.9.2 Syndrom drdzdivého
tracniku. 7 dat lze vycist, Ze se zeny nechavaji testovat Castéji neZ muzi a tvori témer
dvé tietiny z vySetfenych jedinct. I pfesto nebyl pozorovan genderovy rozdil v zastoupeni

jednotlivych Cetnosti vyslednych genotypu.

Z vysledkt genetického vysetfeni je patrné, ze témér 90 % vySetienych jedinca bylo
nositeli alespori jedné rizikové alely G. Jen 9,97 % z vySetfenych klientti vykazovala genotyp
AA, ktery dle recentnich studii neni spojovan se zvySenym rizikem rozvoje syndromu
drazdivého tracniku. Dle referencni databaze NCBI ma alela G frekvenci vyskytu v evropské
populaci G=0,681836, alela A ma frekvenci vyskytu A=0,318164. Frekvence alel
ze ziskanych dat jsou G=0,66399 a A=0,33601. Z vysledku je patrné, Ze zjisténé frekvence
alel pfiblizné odpovidaji frekvenci vyskytu v evropské populaci.
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Spolecné, jak na laktézovou intoleranci, tak 1 na IBS SNP rs4263839 (A>G)
spojovaného s rozvojem syndromu drazdivého tracniku, bylo vySetieno 292 jedinct vCetné

ucastniku projektu SGA.

Utastnici studie byli vybrani ve spolupraci détské gastroenterologické poradny
Nemocnice Pisek, a.s. Kritéria pro zafazeni do studie byly nasledujici: dlouhodobé
gastrointestinalni potize zejména po poziti mléka a mléCnych produktd, nespecifické
abdominalni bolesti a prijem. Povedlo se vybrat 17 détskych pacienti, u kterych jejich

zakonni zastupci projevili zjem o aktivni ucast ve studii.

Z vysledki je patrné, ze 50 % vySetfovanych dobrovolniki by mohlo mit
gastrointestinalni problémy zejména kvili laktozové intoleranci, jelikoz jsou nositeli genotypu
CC/GG, ktery charakterizuje laktdzovou non-perzistenci. U druhé poloviny vySetfenych
jedinca by se mohla na rozvoji nespecifickych zanéti a ostatnich piiznacich podilet i mutovana
alela G v polymorfismu rs4263839 (A>G) asociovana s rozvojem syndromu drazdivého
traCniku. Je zajimavé, ze nositelé heterozygotniho genotypu CT/GA v laktozové intoleranci
jsou ve vsSech pfipadech i nositeli plné mutovaného homozygotniho genotypu GG v SNP
rs4263839. U téchto 25 % probandu by mohla mit vétsi vliv na manifestaci pfiznakt mutovana
alela G v SNP 154263839 (A>G) spojovana s rozvojem syndromu drazdivého tracniku.
To samé by mohlo platit i pro genotyp TT/AA odpovidajici laktézové intoleranci. Jelikoz
se tento genotyp vyznacuje zachovanim cCinnosti laktazy i v dospélosti, musi se zde
prezentovat 1 jiny faktor, ktery je schopny vyvolat podobné piiznaky. U nositel genotypu
TT/AA v genu MCM6 pro laktdézovou intoleranci byly zachyceny genotypové varianty AG
(80 %) a GG (20 %) v SNP rs4263839 (A>G).

Z vysledka genetického vysetfeni ostatnich klient 1ze vycist, Zze existuje pravidelna
distribuce genotypti pro SNP rs4263839 (A>QG) a genotypu pro jednotlivé SNP spojenymi
s laktozovou non-perzistenci, a to zhruba v poméru 1:5:5 (AA:AG:GG). Nejvyssi vyskyt
rizikové alely G byl u genotypu CT/GA laktézové intolerance, zatimco nejnizsi vyskyt byl
zaznamenan u plné laktoza intolerantnich jedinct. Nejcast€ji zachycenymi haplotypy byly:
CT-GA-AG (N=53) a CT-GA-GG (N=53). Naopak nejmén¢ byly zachyceny haplotypy:
CC-GG-AA (N=5) aTT-AA-AA (N=7). Vzhledem k tomu, ze vétSina vySetfovanych jedinca
fesila n&jaké blize neurcené gastrointestinalni obtize, jsou tedy vysledky genetického vySetieni

odpovidajici. Z toho divodu by mohl byt zachycen jen nizky podil jedinci se zcela
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nerizikovym haplotypem TT-AA-AA. U kombinovanych genotypt pro laktdozovou intoleranci

byl pocet jedinct velmi nizky, proto nelze u téchto genotypt vyvozovat zavéry.

Na otazku, zda IBS hraje roli v patogenezi laktozové intolerance se snazil odpoveédét
Alpers (2006). Uvedl, ze 45 % pacientd s IBS ma intoleranci laktozy, ale pouze 30 % spojovalo
své priznaky s konzumaci mléka a mlécnych vyrobkd. Pfi vylouceni mléka a mlécnych
produktt ze stravy se symptomy zlepSily pouze u 52 % pacientt (Alpers, 2006; Varju et al.,
2019). Je zajimavé, ze néktefi pacienti s IBS bez maldigesce laktozy popisuji pfiznaky
intolerance laktozy. Krome toho studie ukazaly, Ze u IBS pacientd muze i bezlaktozové mléko
zpusobovat stejné ptriznaky jako laktoza u lidi s diagnostikovanou intoleranci laktozy. To muze
znamenat, ze zakladni diagnézou by mohlo byt IBS (Bernardes-Silva et al., 2007,
Vesa et al., 1998; Suarez a Levitt, 1996).

Na zékladé doporuceni odborné spolecnosti, a i recentnich studii v oblasti mozné
terapie je potfeba vychazet z dominantniho symptomu. Syndrom drazdivého tra¢niku nema
presnou etiologii ani patogenezi. Diagnostika se v soucasné dobé provadi jen dle klinického
obrazu a fyzikalnim vySetfenim s naslednym podrobnym rozborem dietnich navykl. Poté
je doporucovano zacit s jednoduchou vylucovaci dietou nekolika béznych, ale rizikovych
polozek stravy, jako je pSenice, mléko, nadmémé mnozstvi kofeinu (Lukas, 2007;
Spiller, 2021). Pokud tato strategie nezabira doporucuje se zkusit dietu, kterd omezi piijem
obtizne¢ stravitelnych sacharidy, tzv. FODMARP dieta. Dle recentni studie Krieger-Gribel ez al.

(2020) ma tato dieta velice dobré vysledky v eliminaci nepfijemnych symptomu.

Po ukonceni projektu SGA byla u jedinct, ktefi byli nositeli laktaza non-perzistentniho
genotypu CC/GG zahgjena striktni bezlaktézova dieta. Jiz pfed potvrzenim laktézové
intolerance bylo doporucovano konzumace nizkolaktézovych ¢i bezlaktdézovych produkta.
Vzhledem k tomu, ze naprosta vétSina z nich byly uz vétsi déti, které jiz nebyly kojeny,
o to jednodussi byla nahrada laktozovych produkti za bezlaktézové. Rodice byly pouceni
o rizicich bezlakt6ézové diety a méli by dodrzovat zasady pestré stravy pro kompenzaci latek,
které nejsou pfijaty spolecné s mlékem. Mladsi déti zlstaly jesté v péci gastroenterologa,
ale star$i uz byly pro stabilni Gstup GIT problémi propustény do péce obvodniho Iékare.
U heterozygotnich jedinci pro laktézovou intoleranci uz bylo bliz§i urCeni primarniho
problému slozitéjsi a na bezlaktézovou dietu zareagovalo jen jedno dité ze Ctyf. Ostatni mély
1 nadale problém s nékterymi slozkami stravy, proto jim byla doporucena dieta s nizkym

obsahem FODMAP potravin, jako jsou naptiklad nékteré druhy ovoce (napf. jablka, meruriky,
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tfesSn€, mango, meloun), zeleniny (napf. fazole, Cesnek, zeli, kvétak, cibule), houby, pseni¢né
a zitné produkty, produkty svysokym obsahem fruktozy a sladidla (sorbitol, manitol).
Pii dodrzovani této diety doslo ke zlepSeni klinickych projevi. Jelikoz tito jedinci byly
zaroven nositeli 1 plné mutovaného genotypu GG pro SNP rs4263839 (A>G), byla jim poté
diagnoza zménéna na syndrom drazdivého tracniku s prijmem. Stejny osud méli i dva laktdza
tolerantni jedinci TT/AA, jeden znich byl zaroven nositelem genotypu GG pro SNP
1s4263839 a druhy mél genotyp AG. U dalSich dvou déti s genotypem TT/AA-AG byla pii
eliminaCni dieté zjiSténa precitlivélost na lepek a nasledné po dalSim testovani jim byla
potvrzena celiakie. Posledni piipad ze skupiny TT/AA-AG mél i pres laktaza perzistentni
genotyp stale problémy s mlékem, a pfi kojeni se objevovaly, kromé prijmu a zvraceni,
1 jemné vyrazky, které byly nejdfive pfisuzovany precitlivélosti na praci prasek. Pozdéji byla
tomuto kojenci zjisténa alergie na mlécnou bilkovinu. I tato situace je dnes ale dobfe fesitelna,
existuje totiz hypoalergenni mléko vhodné pro malé déti s prokazanou alergii na mlécnou

bilkovinu.

I pfes omezenou skupinu jedincu s klinickou diagnozou lze fici, ze by SNP rs4263839
(A>G) v genu TNF SF15 mohl v nékterych piipadech slouzit jako prukazny geneticky faktor

pro predikci citlivosti k rozvoji syndromu drazdivého tra¢niku.

Zavérem lze fici, ze jako u vSech znamych chorob a poruch je 1 pro gastrointestinalni
potize, jako je laktozova intolerance ¢i syndrom drazdivého tracniku, velice dilezité najit tu
spravnou pricinu klinickych obtizi. I kdyz jde na prvni pohled o banalni problémy, ne vzdy by
se mohla samolécba, ¢i néjaka nespecificka dieta vyplatit. Muze se stat, ze by se néktefi lidé
zbytecn€ moc omezovali v konzumaci urcitych druhti potravin a pak si nevédomé zpusobili
jesté horsi obtize ¢i onemocnéni. Jedna se o velmi citlivé téma, kdy mize byt nepfijemné
ptiznat v dospélosti obtize tohoto druhu praktickému lékari, ¢i specialistovi. V kazdém
ptipadé je vzdy lepsi variantou vcas zjistit, co se v organismu déje, a zah4jit vhodna opatreni
¢i 1écbu, nez nechat vSe svému osudu a vyhybat se 1ékafiim. Soucasné trendy upozorfiuji
na vyznam zdravého zivotniho stylu a fesi také zdravé stravovaci navyky. Proto i povédomi
o potravinovych intolerancich posledni dobou spise roste jak mezi 1ékafi, tak i v laickém
prostiedi. Genetické testy umoziiuji zpresnéni diagnostiky bez potieby invazivnich zakroka
a pomahaji v€asné ulevé od nepiijemnych gastrointestinalnich symptomua diky dodrzovani

specifickych dietnich opatfeni.
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7 ZAVER

Vramci teoretické casti diplomové prace byly shrnuty recentni poznatky
o problematice laktozové intolerance. Je zde popsana hlavné jeji zakladni charakteristika,
formy, genetické aspekty a jeji diagnostické a 1éCebné postupy. V soucasné dobé je velice
dulezita, pfi podezieni na tuto gastrointestinalni poruchu, presna diagnostika a vcasné
nastaveni spravnych dietnich opatieni. Pfi nekompenzované laktozové intoleranci muze
dochazet k zasadnim deficitim zejména vapniku a vitaminu D, ktery ma za nasledek nejen

riziko zvySené lamavosti kosti, ¢i osteopordzy, ale i jiné zavaznéjsi zdravotni problémy.

Hlavnim cilem experimentalni ¢asti bylo praktické zvladnuti laboratornich metod
vedoucich k zjisténi genovych variant asociovanych srozvojem laktozové intolerance
a vramci SGA projektu také srozvojem syndromu drazdivého tracniku. Jednalo
se o analytické metody PCR-RFLP, sekvenaci a real-time PCR. Realizace praktické ¢asti prace
probihala v laboratofi GENLABS sr.o. v Ceskych Budgovicich. Zjisfovanymi
jednonukleotidovymi polymorfismy byly pro laktézovou intoleranci SNP C/T-13910
a G/A-22018 v genu MCM6 a pro syndrom drazdivého traéniku SNP rs4263839 (A>G) v genu
TNF SFI15. Nasledovalo vyhodnoceni a retrospektivni zpracovani vysledkd vySetfeni
provedenych v letech 2014 az 2021. Tyto vysledky nam poskytli nahled do soucasné

prevalence jednotlivych genotypt v diagnosticky neselektované Ceské populaci.

Dil¢im cilem experimentalni Casti této prace bylo vyhodnoceni mozné genetické
asociace mezi laktézovou intoleranci a syndromem drazdivého tra¢niku. Tento dil¢i cil
vychazel z projektu financovaného Studentskou grantovou agenturou (SGA). Vystupem
tohoto cile bylo zjisténi, zda se u nekteré z jednotlivych genotypovych variant pro laktézovou
intoleranci mize nachazet vyssi genetické riziko rozvoje syndromu drazdivého tracniku.
Pres omezeny pocet ucCastnikt studie s klinickou diagnozou lze fici, ze by SNP rs4263839
(A>G) v genu TNF SF15 mohl slouzit jako vrozeny geneticky faktor predisponujici jedince

k rozvoji syndromu drazdivého tracniku.
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PREDISPOZICE PRO CIVILIZACNI CHOROBY
Ateroskleroza
Alzheimerova choroba

Informovany souhlas pacienta:
Samoplatce: ANO

POTRAVINOVE INTOLERANCE
Lakt6zova intolerance
Céliakie/stanoveni vybranych alel HLA systému
asociovanych s rozvojem celiakalni sprue

SPECIALIZOVANA VYSETRENI
Dédiéné predispozice pro melanom
[ Bechtérevova nemoc/ stanoveni pfitomnosti antigenu

Kardiovaskuldmi onemocnéni HLA B27
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Priloha 2: Informovany souhlas s genetickym vySetifenim
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70 ice 2 f
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Odbomost 816

Souhlas s genetickym laboratornim vySetfenim

B. PROHLASENI VYSETROVANE OSOBY
B. 1. Za vyie uvedenym tifelem souhlasim s odbérem dale uvedeného vzorku z mého téla a s provedenim

téchto vySetfeni:
Cytogeneticksa vySetfeni:
Karyotyp (analyza chromosomi)
I o i v s o S T T S e B O A SR e s e RS
Molekuldrné geneticka vySetfeni:
Vydetfeni pro chorobu:. ... e
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Ze vzorku:
Zilni krev sliny tkan: kaze, sval
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B. 2. Souhlas vySetfované osoby/zikonného zistupce:
Potvrzuji, Ze mi bylo poskytnuto poradenstvi ke genetickému laboratomimu vySetfeni za i¢elem jak uvedeno
shora a Ze jsem poskytnuté informaci porozumél/a. Lékafem mi bylo sdéleno a vysvétleno nasledujici:
e Ukel, povaha, pfedpoklidany ptinos genetického laboratorniho vysetfeni
e MozZny dopad vysledki genetického vySetfeni na mé zdravi, na zdravi mych potomki (budoucich
generaci) a zdravi geneticky pfibuznych osob
¢ Rizika neolekavanych nalezi, coZ jsou nilezy, které nejsou adelem genetického laboratorniho
vy3etfeni, pfesto je analyza genetické informace zjisti. Neotekavané nalezy 1ze rozdélit na skupinu
nalezii, které mohou mit pro pacienta a osoby s nim geneticky pfibuzné zavazny dopad (napf. zvy3end
nachylnost k nadorovym onemocnénim nebo nepotvrzeni otcovstvi). Druhou skupinou jsou nalezy,
které se odliduji nilezi b&Znych, ale jejich konkrétni dopad na soucasny a/nebo budouci zdravotni stav
pacienta a geneticky pfibuzné osoby nelze na zakladé soucasnych znalosti stanovit.

GENLABS s.r.0., Geneticka laboratof GENLABS; Lipova 17899, 370 05 Ceské Budéjovice 2,
I1C: 018 53 805, spol. vedena u Méstského soudu v Praze. odd. C. vl 212629

88



GENLABS ,
S SOUHLAS S GENETICKYM LABORATORNIM VYSETRENIM

Lipové 17899
,&' 37005 Ceské Budgjovice 2 ‘;S;m 2
GENLABS pooooteteor? |t

2 I: Mgr. Dagmar Ricgert Bystiickd, Ph.D.
Odbomost 816

Mél/a jsem moZnost vie si Fadné, v klidu a v dostatetné poskytnutém case zvazit, mél/a jsem moZnost se lékafe
zeptat na vie, co jsem povaZoval/a za pro mne podstatné a potfebné v&dét a probrat s nim v3e, temu jsem
nerozumél/a. Na ty to mé dotazy jsem dostal/a jasnou a srozumitelnou odpoved'.

B. 3. RozhodVa jsem, Ze se vzorkem bude po ukond&eni testovini naloZeno takto:

Souhlas se skladovinim

O Pokud to bude moZné a/nebo Gcelné, bude milj vzorek skladovén pro dali vy3etfeni provedena k mému
prospéchu a prospéchu mych pfibuznych. Pfed genetickym vy3etfenim, které by se provadélo za jinymi utely
neZ uvedeno v &asti 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 zahlavi nebo v laboratofi
spolupracujiciho poskytovatele a to nejvy3e po dobu 50 let.

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

¢ Souhlasim/nesouhlasim* s anonymnim vyuZitim skladovaného biologického materidlu v lékafském
vyzkumu d&diénych onemocnéni.

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

Nesouhlas se skladovanim

O Mij vzorek bude po provedeni genetického laboratorniho vy3etfeni zlikvidovin max. po 15 mésicich od data
doruceni do laboratofe s tim rizikem, Ze nebude )iz moZné v budoucnosti vysledek vy3etfeni v plipadé potfeby
znovu ovefit a Ze zhikvidovani vzorku miiZe vést ke zhorSeni dostupnosti diagnostiky u rodinnych pisludniki.
Dile jsem si védom, Ze pro dalsi genetické testoviani bude nutny novy odbér materialu.

B. 4. Dile si preji nasledujici:

e Abych s vysledky genetického laboratomiho vySetfeni : byl(a) / nebyl(a) seznimen(a)*
Abych s vysledky neotekavanych nalezi byl(a)/nebyl(a) seznimen(a) *
*  Aby o vysledcich vySetFeni a/nebo neolekivanych nilezech® byly informovany nasledujici osoby:

e  Souhlasim/ nesouhlasim* s vyuZitim vysledkii genetického laboratomiho vySetfeni a relevantnich
informaci o mém zdravotnim stavu, véetné fotodokumentace, k védeckym a vyukovym aceliim za
podminky, Ze tyto idaje budou prezentovany a publikoviny pouze v anonymni formé.

Na zikladé tohoto pouceni prohladuji, Ze souhlasim s odbérem pFisludného vzorku z mého télaa s
provedenim vy3e popsaného genetického laboratorniho vySetfeni s podminkami uvedenymi vy3e.
Jsem si védom/a, Ze sviij souhlas mohu kdykoliv pisemné odvolat.

Podpis vySetFované osoby (ziakonného zastupee). ...

GENLABS s.r.o., Geneticka laboratof GENLABS; Lipova 17899, 370 05 Ceské Bud&ovice 2,
1C: 018 53 805, spol. vedena u Méstského soudu v Praze, odd. C, vl. 212629
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