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1. Uvod

Potravinové intolerance jsou definovany jako abnormalni metabolické reakce
vyvolané potravinami. Mezi nejznaméjsi patii napf. citlivost na lepek nebo enzymatické
defekty typu laktézové intolerance. Ve vSech piipadech intoleranci se jedna
o neimunologickou reakeci, ktera je spusténa slozkou potravy v bézné davce. Casto se projevuji
zazivacimi problémy, jako je nadymani, bolest bficha, prijem nebo zicpa. V nékterych
ptipadech mohou byt symptomy také spojeny s jinymi ¢astmi organismu, jako je kiize nebo

dychaci cesty (Lomer, 2015).

I pfestoze jsou potravinové intolerance celosvétove rozsifenym problémem a postihuji
okolo 20 % populace, jejich diagnostika zlstava stale obtizna a Casto nejsou rozpoznany
zejména z divodu nespecifity ptiznakd (Tuck et al., 2019). Nachylnost k potravinovym
intolerancim je kromé prostiedi a genetické slozky ovlivnéna genderem; Zeny jsou postiZzeny
intoleranci Cast&ji nez muzi, ackoli tento rozdil neni uspokojivé vysvétlen (Hrubisko et al.,

2021).

wewv

Mezi jedny z nejCastéjSich potravinovych intoleranci patii intolerance laktozy,
histaminu, glutenu a citlivost na FODMAP sacharidy (fermentované oligo-, di —
a monosacharidy a polyoly). Laktozova intolerance je zplsobena nedostatkem enzymu
laktazy, ktery travi laktézu obsazenou v mlécnych vyrobcich. Histaminova intolerance je
zpisobena nedostatkem enzymu diaminooxidazy (DAO), zodpovédného za odbouravani
histaminu. Celiakie je autoimunitni onemocnéni, které se projevuje neschopnosti tenkého
stieva travit gluten. Syndrom drazdivého tra¢niku (IBS) je béZznd funkéni porucha strev, ktera
souvisi se zhorSenou absorpci FODMAP sacharidi. Klinické projevy obvykle zavisi na davce

potraviny vyvolavajici intoleranci (Tuck et al., 2019).

Tato diplomova prace je zaméfena predevSim na genetické predispozice asociované
s potravinovymi intolerancemi. Spravna diagnostika je stile velice sloZzitd, nejasnd a Casto
podceniovana. Genetické testovani by proto mohlo pfispét k presnéjsi diagnostice a rozliSeni
jednotlivych intoleranci, které mohou byt ¢asto zaménovany. Hlavnim cilem byla detekce
konkrétnich genotypli souvisejicich s laktézovou intoleranci, histaminovou intoleranci,
celiakii a syndromem drazdivého tracniku u jedincti trpicich zejména zaZivacimi, ale 1 jinymi
zdravotnimi problémy, urceni jednotlivych genotypovych frekvenci v Ceské populaci

a rozpoznani mozné asociace mezi vyse uvedenymi intolerancemi.



1.1 Laktozova intolerance

Laktézova intolerance (LI) neboli laktézova malabsorpce patii mezi jednu
Z nejcastéjsich gastrointestindlnich poruch, kterd postihuje az 70 % celosvétové populace
(Lomer et al., 2008). Je charakterizovana symptomy pii konzumaci potravin obsahujici
laktozu. Laktéza je disacharid, ktery je za normalnich podminek rozstépen na glukozu
a galaktézu pomoci enzymu laktaza. LI nezavisi pouze na expresi laktazy, ale také na davce
konzumované laktézy, slozeni stfevni mikroflory ¢i citlivosti gastrointestinalniho traktu. U
vétsSiny dospélych Ize ptiznaky pripsat jednonukleotidovym polymorfismiim (SNP) v genové

oblasti enzymu B-galaktosidazy.

1.1.1 Laktéza

Laktéza (mlécny cukr) je disacharid, ktery je slozen ze dvou monosacharidi —
D — glukézy a D — galaktozy spojenymi B-1-4 glykosidickou vazbou (Fassio et al., 2018).
Vyskytuje se ve dvou izomernich formach — a-laktéza a B-laktdza, které se od sebe 1i8i svymi
chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi (pH, krystalizace, teplota a rozpustnost) (Dominici et
al., 2022a).

MIécny cukr slouzi pfedevsim jako hlavni zdroj energie mléka vétSiny savceti, vyjimku
tvoti napfiklad lachtani ¢i mrozi. Poskytuje 4 kcal/g a ma nizky glykemicky index (Schaafsma,
2008). Proces syntézy laktozy je fizen hormonem prolaktinem, ktery se zvySuje po porodu
a snizuje s odstavenim (Briissow, 2013). Lidské matefské mléko obsahuje okolo 70 g/l
laktézy, kterd poskytuje 30-40 % kalorii novorozenciim. Diky své nizké cené a Siroké
dostupnosti je laktéoza hodné vyuzivana jako pfisada v potravinaiském a farmaceutickém

prumyslu. Vedle toho hraje také roli pfi vstiebavani vapniku (Deng et al., 2015).

Lakt6za ma také zasadni vliv jako sladidlo v sladkostech a v pe¢ivu. V potravinatstvi
se pouziva se potahovani bonbonl az ke zvyraznéni chuti. Sladivost laktozy je rovna jedné
Sestin¢ sladivosti sachardzy, a proto ji 1ze do potravin pfidavat znacné mnozstvi, ¢imz se
zvySuje hmotnost, aniz by se zménila sladkost (Nickerson, 1976). Diky hydroskopi¢nosti se
pouziva 1 pii peCeni a zvySuje kiehkost pecenych vyrobkl, ¢imz zlepSuje jejich texturu

a zaroven prodluzuje trvanlivost peciva (Facioni et al., 2020).

Lakt6za muze byt také pouzita jako fermentacni substrat pro mikroorganismy, ¢ehoz

se vyuziva napiiklad v uzeninach nebo kefiru. Ve farmaceutickych piipravcich je diky své



chemické setrvacnosti, stabilité a netoxicité hojné pouzivana jako pomocna latka, z tohoto
davodu se vyskytuje ve 20 % 1ékt na predpis. Obsah lakt6ézy se pohybuje okolo 100 az 200
mg na tabletu/kapsli (Dominici et al., 2022b).

1.1.2 Laktaza (laktaza-florizin hydrolaza)

Enzym, ktery umoziuje hydrolyzovat laktozu na monosacharidy, se nazyva laktaza-
florizin hydrolaza (LPH). Radi se do skupiny stievnich disacharidaz, které se vyskytuji na
kartackovém lemu tenkého stieva (Montgomery et al.,, 2007). Sklada se ze dvou
enzymatickych mist: P-galaktosidazového mista a glykosylceramidazového mista. f-
galaktosidazové misto hydrolyzuje laktézu na galaktozu a glukozu, zatimco
glykosylceramidazové misto $tépi florizin na n€kolik dietnich glykolipidi (Ugidos-Rodriguez
et al., 2018; Forsgard, 2019).

Jiz v 8. tydnu téhotenstvi lze zaznamenat aktivitu laktazy ve stfevé plodu, kterd se
zvySuje do 34. tydne a vrcholu dosahuje pii narozeni (Deng et al., 2015). B&hem kojeni je
laktaza klicova pro hydrolyzu laktézy v mléce savct a hraje zdsadni roli ve vyzivé mladat.
Po odstaveni za¢ina jeji exprese klesat, a nakonec se schopnost travit laktozu ztraci (Szilagyi
& Ishayek, 2018). Tento stav je znam pod pojmem hypolaktazie dospélého typu. VEk nastupu
LI je zna¢né individudlni a li8i se 1 mezi populacemi, pfi¢emz u nekterych déti jsou popisovany

nizké hladiny laktazy jiz ve veéku 2 let (Wang et al., 1998.).

Vyjimkou jsou jedinci, u kterych se vyskytuji genetické mutace umoznujici celozivotni
perzistenci laktazy tzv. normolaktazi. Normolaktazie se vyskytuje u 30 % svétové populace,
ackoli jeji zastoupeni v regionech mize byt velmi rozdilné. Potomci populaci, ve kterych je
béZné pastevectvi a domestikace dobytka, vykazuji vy$si schopnost travit mlééné vyrobky
po cely Zivot. Perzistence laktazy je vysoka zejména v severoevropskych populacich, naopak

velmi nizka je v Asii a vétsiné Afriky (Itan et al., 2010).

Vedle endogenni aktivity laktazy v tenkém stfevé vykazuji stejnou aktivitu také
nekteré mikroby tlustého stfeva. Mezi tyto mikroorganismy se fadi napiiklad bakterie

mlééného kvaseni Lactobacillus a Bifidobacterium (Forsgard, 2019).



1.1.3 Typy laktoézové intolerance

Nedostatek laktdzy lze rozd¢lit do Ctyf kategorii. Prvnim piipadem je vrozeny
nedostatek laktdzy, kdy je tato maldigesce laktozy zpusobena vzacnymi recesivnimi
genetickymi mutacemi. Novorozenci nejsou schopni travit laktozu, coz ma za nasledek vyskyt
klinickych ptiznaki jako acidoza, té¢zké prijjmy ¢i hyperkalcémie. Tento piipad intolerance je
velmi vzacny a odhali se Casn¢ se zacatkem kojeni. Terapii je eliminace mléka ze stravy

(Saarela et al., 1995; Torniainen et al., 2009).

Dalsi formou laktézové intolerance je vyvojovy deficit laktazy, ktery nastava
u nedonosenych novorozenci. V tomto piipadé¢ maji pred¢asné narozeni novorozenci
nedostatecnou stfevni laktdzu, coz se muze ale objevit i u donosenych jedinct. Bylo zjisténo,

ze laktaza je dostupna do péti dnt po narozeni (Francavilla et al., 2012).

Nejbeznéjsi nedostatkem laktazy je primarni deficit laktazy u dospélych. Tento typ je
spojen s nékolika polymorfismy v oblasti promotoru genu laktazy a jeho mechanismus je

rozepsan nize (viz 1.1.6).

Ctvrtym piipadem je sekundarni nedostatek laktazy zptisobeny atrofii stievnich klk,
spojené se sniZzenim stfevni laktazy a unikem laktozy do dolni ¢asti stieva. Mezi onemocnéni
poskozujici sliznici tenkého stfeva fadime napfiiklad celiakii, lymfomovou infekci, infekci
rotaviry u déti ¢i infekci jednobunéénymi parazity (napt. Giardia). Zavaznost ptiznaku se 1isi
Vv zavislosti na postiZeni stfeva. Pokud se nevyskytuje geneticka predispozice, mize se traveni

laktozy po zotaveni zlepsit (Szilagyi & Ishayek, 2018).

1.14 Fyziologie traveni laktozy

Nedostatek laktazy zptisobi pfitomnost neabsorbované laktdzy ve stfevnim traktu, coz
vede Kk priznakiim intolerance lakt6ézy. Vyvolana osmoticka zatéz zvySuje obsah vody
ve stieve. Laktdza je tak snadno fermentovand mikrobiomem tlustého stfeva, a tim dochézi
k produkci mastnych kyselin s kratkym fetézcem a plyna jako je Hz, CO2 a methan
(Misselwitz et al., 2019). Princip traveni laktozy probihajici v tenkém stievé je uveden

na obrazku 1.

Ptiznaky intolerance se nevyskytuji, dokud neni aktivita laktazy niz§i nez 50 %
(Swallow, 2003). Vliv na tolerovani mlé¢ného cukru mize mit také pravidelny piijem laktozy.

Tato tolerance by mohla byt indukovana adaptaci stfevniho mikrobiomu. Avsak i u lidi s non-



perzistenci laktazy miize byt malé mnozstvi laktézy (méné nez 12 g) tolerovano, zvlasté kdyz

je kombinovana s jinymi potravinami ¢i je rozloZzena béhem dne (Deng et al., 2015).
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Obr. 1: Normalni traveni laktozy vs. intolerance laktozy (Porzi et al., 2021).

1.1.5 Prtiznaky laktézové intolerance

Nedostatek enzymu laktazy vede Kk malabsorpci laktdzy, pficemz nedochazi
k rozstépeni tohoto disacharidu na glukézu a galaktoézu, coz vede Kk fermentaci laktozy
sttevnim mikrobiomem. Tento proces vede krozvoji nepfijemnych klinickych
gastrointestinalnich nebo extraintestindlnich pfiznakii (napf. Unava, bolest hlavy apod.).
Nejcastejsimi potizemi pritomnymi téméef u vSech jedinct trpicimi laktézovou intoleranci je
nadymani, bolesti bficha a nauzea (Lomer et al., 2008).

Ptiznaky se objevuji nékolik hodin po konzumaci lakt6zy. Vzhledem k Siroké nabidce
nemléénych potravin obsahujici laktézu jako ptidavnou latku neni vzdy jednoduché spojit
ptiznaky LI s pozitim laktozy. Problémem je také individualni citlivost jedince (Fassio et al.,

2018).

Intolerance malych az stfednich davek laktézy muze byt spojena s piitomnosti
syndromu drazdivého tracniku (IBS). V takovém piipadé jsou pacienti Casto citlivi kromée
laktozy 1k jinym obtizné vstiebatelnym cukriim oznacovanym jako ,,FODMAPs* (Misselwitz

etal., 2019).



1.1.6 Genetika laktézové intolerance

Bylo zjisténo, ze laktdozova perzistence je fizena geneticky. Lidsky laktazovy gen
o velikosti 49 kb se nachazi na 2. chromozomu v oblasti 2g21. LCT gen obsahuje 17 exont,

.....

LCT mRNA 1927 aminokyselin tvofici kompletni transla¢ni produkt (Boll et al., 1991).

Exprese laktazy v kavkazské populaci je striktné spojena s jednonukleotidovym
polymorfismem C/T-13910 (rs4988235). Tento polymorfismus se objevuje ve variantach CC,
CT nebo TT. Genotyp CC byl prokazan jako prediktor poklesu stfevni laktazy, a proto je
asociovan s hypolaktazii. Naopak genotyp TT je spojen s celozivotni perzistenci aktivity
laktazy. Heterozygotni varianta CT je charakterizovana pfitomnosti stfednich urovni exprese
laktazy, které jsou obvykle dostate¢né pro traveni laktozy. VétSina laktazové mRNA pfitomné
u heterozygotni varianty s ptetrvavajici laktdzovou aktivitou pochazi pouze z jedné alely T

(Fassio et al., 2018; Itan et al., 2010).

Jedind zména T alely na pozici 13910 v intronu 13 genu MCM6 umoziuje syntézu
laktazy. Transkripéni kontrola LCT genu zabranuje jeho down-regulaci. Naopak alela C

v pozici 13910 je metylovana a transkripce enzymu inhibovana (Szilagyi & Ishayek, 2018).

Dal§im vyznamnym polymorfismem souvisejicim S expresi laktazy je G/A-22018
(rs182549), ten je asociovan s vice nez 95 % neaktivitou laktazy napt. ve finské populaci.
V jinych populacich je perzistence laktazy asociovana s né€kolika dalsimi polymorfismy,
v Saudské Arabii s polymorfismem G-13915 a u africkych kmenu s polymorfismy G-14010,
G-13915 a G- 13907. Tento fakt naznacuje nezavisly vyvoj perzistence laktazy v riiznych
oblastech svéta (Deng et al., 2015; Fassio et al., 2018). Na obrazku 2 jsou vyznaceny dilezité

jednonukleotidové polymorfismy v genu MCMG.
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Obr. 2: Jednonukleotidové polymorfismy asociované s laktézovou intoleranci (Tishkoff et

al., 2007).

1.1.7 Intolerance laktézy a sti‘evni mikrobiom

Dalsi vyznamny faktor ovliviwyjici pribéh LI je stievni mikrobiom, ktery ovliviuje
zavaznost klinickych pfiznakt. Lidsky stfevni mikrobiom a jeho geny jsou schopné
fermentovat nestravenou laktézu. Mezi jednotlivei se tato fermentacni schopnost 1i8i
v zavislosti na individualnim slozeni mikrobiomu tlustého stfeva (Lomer et al., 2008).
Zlepseni ¢i zhorSeni ptiznaka LI zavisi praveé na mnozstvi urcitych kmend bakterii. Bakterie
schopné ucinn¢ fermentovat laktézu, snizuji laktézovy osmoticky Sok vedouci k prijmtim, coz
muze vést ke zvySenému mnoZstvi plynt. Pfi pfevladani metanogennich archebakterii se oxid
uhli¢ity méni hlavné na metan. Stfevni mikrofléra mize byt suplementovana a byl nalezen
pozitivni vztah mezi probiotiky obsahujici konkrétni kmeny bakterii a intoleranci laktozy.
Rozdily ve sloZzeni mikrobiomu mohou vysvétlit rtizné pribéhy LI u stejnych fenotypt

(Anguita-Ruiz et al., 2020).

Interakce mezi lidskymi geny a mikrobiomem jiz byla v odborné literatufe popséana. Je
znama asociace mezi jednonukleotidovym polymorfismem C/T-13910 (rs4988235)
a mnozstvim bakterie Bifidobacterium. Toto zjisténi mtze mit praktické uplatnéni pro 1é¢bu
LI, protoZe mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA) produkované mikrobialni fermentaci
laktézy se ucastni imunitni regulace, glukézové a lipidové homeostazy, diferenciace
kolonocytll pro homeostazu a ovliviiuji také modulaci stieva a mozku (Misselwitz et al.,

2019).



1.1.8 Diagnostika

Diagnoéza LI je ¢astecné zavisla na vyskytu gastrointestinalnich symptomil po poziti
laktozy, z nichz nelze vSechny objektivné posoudit z diivodu piekryvu s jinymi intolerancemi
¢1 onemocnénimi. Existuje vSak nékolik klinickych diagnostickych metod umoziujicich urcit

schopnost jedince absorbovat laktozu z potravy.

Pro diagnostiku lakt6zové intolerance in vitro je vyuzivana biopsie jejuna. Tento test
lze pouzit také k vylouCeni jinych gastrointestindlnich onemocnéni. Aktivita laktazy je
nepravidelna a pro optimalni pfesnost testu je potieba vice nez jedna biopsie. Tato metoda se
témét vyhradné pouziva pro klinicky vyzkum z diivodu vysoké ceny, invazivity ¢i nutnosti

specialniho vybaveni (Maiuri et al., 1994).

Vodikovy dechovy test (HBT) je zalozen na mnoZstvi vydechovaného a znovu
zachyceného vodiku kazdych 30 minut po podani peroralni laktozy. Obvykle se jedna o davku
25 g (ptiblizn¢ 500 ml mléka). Neabsorbovand laktéza je fermentovana stfevnim
mikrobiomem za vzniku vodiku, ktery je poté ¢asteéné vyluCovan dychacim systémem.
Za pozitivni vysledek se povazuje hladina vodiku ve vydechovaném vzduchu alespon o 20
ppm vyssi nez normalni hladina vodiku pred pozitim laktozy (Furnari et al., 2013; Law et al.,
2010). I ptestoze je tento test relativné senzitivni a specificky, mize poskytnout faleSné
negativni vysledky z divodu nedavného podavani antibiotik ¢i z divodu bakteridlniho
pfertstani tenkého stfeva. Napf. metanogenni bakterie pfeménuji vodik na metan v poméru
4:1, coz vede k niz§imu vylucovani vodiku a fale$né negativnim vysledkim (Misselwitz et al.,

2019).

Pro diferencidlni diagnostiku mezi primarni a sekundarni hypolaktazii se pouziva
genetické testovani jednonukleotidovych polymorfismt (C/T-13910 a G/A-22018) zejména
v kavkazské populaci. Detekce téchto polymorfismt je spojena s vysokou senzitivitou (97 %)
a specifitou (95 %) v porovnani s HBT. Tento test l1ze provadét z bukalnich stért ¢i periferni
u pacienti s africkym nebo asijskym plivodem, a proto neni genetické testovani u téchto

populaci doporuc¢ovano (Misselwitz et al., 2019).



1.2 Histaminova intolerance

Histaminova intolerance (HIT) je celosvétoveé rozsifenym problémem, kterym trpi
odhadem 1% populace, zejména Zeny stiedniho v€ku. Jeji diagnostika 1ékatim casto unika,
a to hlavné z diivodu nestalosti a rtuznorodosti projevit (Fuchs et al., 2011). HIT vznika
v disledku nerovnovahy mezi nahromadénym histaminem a schopnosti histamin odbouravat.
Exogenni histamin je odbourdvan pomoci enzymu diaminooxidazy (DAO), kterd je

syntetizovana enterocyty, placentou ¢i ledvinami (Shulpekova et al., 2021).

1.2.1 Histamin

Histamin (2-[4-imidazolyl] ethylamin), biogenni amin béZzné ptitomen v lidském téle,
ma mnoho fyziologickych i patologickych funkci (Barger & Dale, 1910). Podili se
na kontrakcich bunék hladkého svalstva, zvySené propustnosti cév, hojeni ran, hemopoéze, je
dilezitym neurotransmiterem a hraje roli v regulaci rytmu dne a noci. Kromé toho zpusobuje
poruchy srde¢niho rytmu a ovliviiuje krevni tlak, zvySuje sekreci hlenu a sekreci zalude¢ni

kyseliny (Kovacova-Hanuskova et al., 2015; Smolinska et al., 2022).

Histamin mize byt syntetizovan nebo uvoliiovan velkou Skalou bunék véetné Zirnych
bun¢k, bazofild, krevnich desticek, dendritickych bun¢k, T bun¢k, histaminergnich neurond
a dalsich (Panula et al., 2015). Bunéénymi zdroji histaminu jsou primarn¢ zirné buiky
a bazofily, u kterych je v Golgiho aparatu L-histidin dekarboxylovan na histamin pomoci
histidindekarboxyldzy (HDC), kofaktorem je zde vitamin B6 (pyridoxalfosfat). Vznikajici
histamin je ukladan v cytoplazmatickych granulich spolecné s dal§imi aminy, protedzami,
cytokiny a angiogennimi faktory. Zirné bumky jsou pfitomny ve stievech, kiizi a dalsich

organech, které jsou proto bohaté na histamin (Zhao et al., 2022).

Pokud jsou zirné buiiky a bazofily sensibilovany a degranulovany, dochazi uvolnéni
histaminu. K degranulaci dochazi navazanim specifického antigenu na FcRI receptor a také
pfi reakci na neimunni stimuly (neuropeptidy, cytokiny, faktor aktivace desticek a dalsi).
Histamin aktivuje Ctyfi receptory spiazené s G proteinem (HIR, H2R, H3R a H4R), diky
kterym uplatituje své biologické vlastnosti. Uvoliiovani histaminu muiZze byt zplisobeno také
enviromentalnimi: chemickymi a fyzikalnimi faktory jako jsou extrémni teploty, trauma nebo

alkohol (Borriello et al., 2017; Zhang & Kurashima, 2021).



1.2.2 Extracelularni histamin (dietni histamin)

Asi 5 % celkového histaminu je piijimano v potravé ¢i produkovéano stievnimi
mikroorganismy (tzv. exogenni histamin). Mezi potraviny bohaté na histamin patii zejména
ryby a moiské plody, zrajici ¢i fermentované potraviny (syry, nakladané okurky) ¢i zelenina
(lilek, rajcata, Spenat) (Sanchez-Pérez et al., 2018). Histidin je vyrabén piedev§im
bakteridlnimi ¢i autolytickymi procesy, proto jsou potraviny bohaté na histamin produkty
bakterialni fermentace (Zhao et al., 2022). K vytvofeni biogennich amint (histaminu)
V potravinach je nutna pfitomnost volnych aminokyselin, mikroorganismii obsahujici
dekarboxylazu (HDC) a vhodné podminky pro bakteridlni rist a aktivitu dekarboxyldzy.
U mnoha grampozitivnich i gramnegativnich bakterii byly prokazany geny kédujici HDC
(Krell et al., 2021; Zhao et al., 2022).

Biogenni aminy mohou byt pfitomny ve vétSim ¢i men$im mnozstvi v jakékoli
potraviné. Akumulace biogennich amini se zvySuje skladovanim a je zcela zavisla
na mikroorganismech. Béhem skladovani potravin se vytvaii histamin zejména u téch
s vysokym obsahem L-histidinu. Obecné plati, Ze ¢im CcerstvéjSi potravina, tim mensi
pravdépodobnost tvorby amin (Nei, 2014). Na vliv metabolismu histaminu maji vliv
diaminy, putrescin a kadaverin, které jsou $tépeny pomoci DAO piednostné. Potraviny
obsahujici biogenni aminy jsou rizikové a pii nizkohistaminové dieté by mély byt eliminovany

(Comas-Basté et al., 2020).

Hladiny histaminu ve stfevé mohou byt ovlivnény zanétlivymi a alergickymi reakcemi,
které vedou ke zméné aktivity enzymu degradujicich ¢i syntetizujicich histamin (Smolinska
etal., 2022).

1.2.3 Metabolismus histaminu

v

Histamin je v organismu metabolizovan dvéma cestami. Prvni klinicky vyznamnéjsi je
enzymatickd degradace pomoci enzymu diaminooxidaza (DAO). Druha cesta degradace je

pomoci histamin — N- methyltransferazy (HNMT).

Hlavni roli v metabolismu exogenniho histaminu hraje DAO. Tento enzym obsahuje
med’ a je zodpoveédny za degradaci histaminu z extracelularniho prostoru. DAO je primarné
syntetizovana v epitelidlnich buiikach tenkého stieva, placenté a ledvinach. Plni také
bariérovou funkci a zamezuje tak prichodu histaminu ze sttev do krve (Shulpekova et al.,

2021 ;Zhao et al., 2022). Histamin je pomoci DAO pfeménén na kyselinu imidazoloctovou,
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jeji 2/3 se vazou na ribozu a jsou vylucovany moci, zbytek je vyloucen ve své piivodni formeé

(Zhao et al., 2022).

Béhem traveni je DAO stale syntetizovana ve sliznici tenkého stfeva. HIT nastava
tehdy, pokud je histamin akumulovéan a nésledné¢ se dostava do ob¢hu v disledku snizené

aktivity DAO na urovni epitelu stfeva. (Hrubisko et al., 2021).

Aktivita a plazmaticka hladina DAO muze byt ovlivnéna fyziologickym stavem
organismu, slozenim mikrobiomu, nemocemi spojenymi se snizenim tohoto enzymu, léky,
potravinami inhibujici DAO ¢&i potravinami podporujicimi uvolfiovani histaminu
a v neposledni fad¢ také genetickymi jednonukleotidovymi polymorfismy (Schnedl et al.,
2021; Maintz et al., 2011; Comas-Basté et al., 2020; Schink et al., 2018). Na obrazku 3 jsou
shrnuty faktory ovliviiujici aktivitu DAO.

72,

Microbiome

[N

Genetic polymorphisms
(AOC1)

=
Drugs
WS N "5

Physiological status
of individual (e.g. pregnancy,
malnutrition, inflammation, cancer)

Obr. 3: Funkce DAO v enterocytu. Faktory, které pfimo nebo neptimo ovliviiuji aktivitu DAO
(Hrubisko et al., 2021).

1.2.4 Pri¢iny histaminové intolerance

Patogeneze histaminové intolerance je spojena s vrozenym nebo ziskanym deficitem
enzymu DAO. Vrozeny nedostatek je zpisoben zejména polymorfismy v genu AOC1. Tyto
polymorfismy mohou snizovat (rs2052129, rs2268999, rs10156191, rs1049742) nebo naopak
zvySovat (rs2071514, rs1049748 a rs2071517) aktivitu DAO (Maintz et al., 2011).
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Ziskany nedostatek DAO muze byt asociovan se stfevnimi onemocnénimi jako je
celiakie, LI ¢i jiné zanétlivé onemocnéni. K rozvoji pfispivaji i 1éky. Okolo 20 % Evropant
uziva léky snizujici hladiny DAO, a tim zvySuji riziko histaminové intolerance. Dtilezitou roli
Vv rozvoji HIT hraje také sloZeni stfevniho mikrobiomu (Leitner et al., 2014; Maintz & Novak,
2007). Mezi dalsi faktory zvysujici citlivost na poziti histaminu fadime alkohol, ktery blokuje
DAO a muze uvoliovat endogenni histamin nebo podvyziva vedouci k insuficienci vitaminu
C, médi ¢i vitaminu B6 (Hrubisko et al., 2021).

1.2.5 Genové polymorfismy

Enzym DAO je kédovan genem AOC1 (Amino Oxidase Cooper Containing 1), ktery
se nachazi na chromozomu 7035, obsahuje pét exonl a Ctyfi introny o celkové velikosti
ptiblizn¢ 10 kb. Aktivita DAO v séru byla vyznamné asociovana nékolika
jednonukleotidovymi polymorfismy v genu AOCL. V tabulce | jsou uvedeny polymorfismy

souvisejici s aktivitou DAO.

Tab. I: Polymorfismy v genu AOCL1 souvisejici s aktivitou DAO.

Gen Nazev SNP Minoritni alela Aktivita DAO
DAO1 rs10156191 T Snizena aktivita DAO
DAO?2 rs1049742 T SniZena aktivita DAO
AOC1 DAQO3 rs1049748 C ZvySend aktivita DAO
DAO4 rs1049793 G SniZena aktivita DAO
DAO5 rs2052129 T Snizena aktivita DAO
DAO6 rs2268999 T Snizena aktivita DAO

Snizena aktivita byla spojena s rs2052129, rs2268999, rs10156191 rs1049742
a rs1049742. Na druhou stranu zvySena aktivita byla asociovana s rs104974. Promotorovy
polymorfismus rs2052129 a dva dalsi polymorfismy (rs2268999, rs1015619) spolu silné
koreluji. Schématicka organizace polymorfismu je uvedena na obrazku 4. U jedinct se dvéma
minoritnimi alelami je riziko HIT pfiblizné dvojnasobné v porovnéni s heterozygoty. Zavérem
1ze fict, ze varianty genu AOCL1 silné ovliviiuji expresi a aktivitu DAO, ale samy o sob¢ nestaci
k plnému rozvinuti HIT, coZ naznacuje nutnou souhru genetickych a environmentalnich

faktorti (Maintz et al., 2011).
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Obr. 4: Schématické =zobrazeni polymorfismi genu AOCL, (vytvofeno dle

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

1.2.6 Klinické priznaky

Vzhledem ke svym nespecifickym projevum je HIT velmi ¢asto zaménovana S jinymi
diagnézami jako jsou napiiklad dalsi potravinové intolerance, syndrom drazdivého tra¢niku,
celiakie ¢i systémova mastocytdoza. Hromadéni exogenniho histaminu mé za nésledek fadu
neptijemnych ruznorodych klinickych piiznakd spojovanych s distribuci C&tyt typa
histaminovych receptori v riznych tkanich. Mezi nejcastéjs§i projevy patii projevy
gastrointestinalni (projevy plnosti po jidle, nadymani, prijem, bolesti bticha), poruchy
nervového a kardiovaskularni systému (migrény, buSeni srdce, zavrat€), respiracni
a dermatologické piiznaky (Schnedl et al., 2019) . Histaminova intolerance muze byt také
zakladem rozvoje atopického ekzému (Maintz et al., 2006). Klinické ptiznaky histaminové

intolerance jsou shrnuty na obrazku 5.
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Obr. 5: Klinické ptiznaky histaminové intolerance (Hrubisko et al., 2021).

1.2.7 SniZena aktivita DAO a jiné stfevni problémy

Primarnim problémem nemusi byt nutné jen samotna histaminova intolerance, miize
se jednat o zanétlivé onemocnénimi stfev asociované s HIT. Napf. jedinci s ulcerdzni kolitidou
meéli ve sliznici tlustého stfeva prokazatelné snizenou aktivitu DAO. Pribéh ulcer6zni kolitidy
souvisel s pfitomnosti jednonukleotidovych polymorfismi v genu AOC1 (Palacios et al.,
2009). Podobné stfevni a extraintestinalni symptomy jako u histaminové intolerance byly
pozorovany také u neceliakélni citlivosti na lepek. HIT se mtze velmi pravdépodobné

vyskytovat také u jedinci s celiakii, kteti nereaguji na 1é¢bu (Maintz & Novak, 2007).
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1.2.8 Diagnostika

Hlavnim problémem diagnostiky HIT je fakt, Ze pfiznaky vyvolané histaminem jsou
nespecifické a prekryvaji se sjinymi intolerancemi ¢i chronickymi poruchami jako je
napftiklad Crohnova choroba. Prvnim krokem by proto mélo byt vylouceni téchto chorob ¢i
IgE zprostfedkovanych alergii (Hrubisko et al., 2021). Diagnostika HIT je stale naroc¢na,
protoze chybi standardizované diagnostické testy. HIT ma sice pivod ve snizené aktivité
DAO, avs$ak referen¢ni hodnoty pro DAO v séru nebyly dosud stanoveny (Boehm et al.,
2017). Navic naméfena hodnota DAO v séru nutné nemusi korelovat se skute¢nou hladinou

DAO ve stfevni sliznici. Diagnostiku HIT proto mohou podpofit genetické testy.

Enzymaticka aktivita DAO vséru je stale nejstudovanéjSim a nejcastéjSim
diagnostickych pfistupem. Testy jsou zaloZzené na méteni mnoZzstvi histaminu rozkladajiciho
se v krvi po ur¢itou dobu pomoci metody ELISA (imunoanalyza) nebo RIA (radioanalyza).
Hodnota DAO rovna 10 U/ml se povazuje za hrani¢ni pro rozvoj HIT (Manzotti et al., 2016).
I ptestoze bylo prokazéano, ze je ELISA schopna kvantifikovat DAO, u nékterych pacienti se
nepotvrdil vztah mezi aktivitou DAO vséru a klinickymi piiznaky typickymi pro
histaminovou intoleranci (Boehm et al., 2017). Vysvétlenim tohoto jevu miize byt pfirozené

se ménici hladina DAO v ¢ase (Pinzer et al., 2018).

Dalsi moznosti je méfeni aktivity DAO pifimo ve stfevni sliznici, které 1ze povazovat
za spolehlivé. Pro toto vySetfeni je ovSem nutna biopsie tlustého stfeva pii kolonoskopii.
Vyznam této diagnostiky bude nutné dale zkoumat z divodu nedostatecnych udaju (Comas-

Basté et al., 2020).

Pro diagnostiku HIT se pouzivaji také kozni testy. Vysledky kozniho prick testu jsou
na rozdil od standartniho prick testu vyhodnocovany po del§i dob&. Zarudnuti odezniva
u symptomatickych pacientli ve srovnani s kontrolami pozdé¢ji. Limitem tohoto testu je obtizné
odliseni HIT od jinych alergii, navic test nutn¢ neodrazi degradaci histaminu v tenkém stfeveé

(Hrubisko et al., 2021).

Histaminovy provoka¢ni test urCuje mnozstvi histaminu, kterym lze vyvolat
u testovaného jedince priznaky. Hlavnim omezenim je neschopnost odhadnout mnozstvi
histaminu v potravinach a neptetrzity dohled specializovaného personalu po dlouhou dobu.
Provokacni davka byla urena na 75 mg histaminu, coz by méla byt davka neSkodna pro

zdravého jedince (Reese et al., 2017).
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Genetické testovani jednonukleotidovych polymorfismi v genu AOC1 kodujici DAO
je neinvazivni a rychly test, ktery je schopen podpofit vysledky dalSich diagnostickych testi
a doplnit informace o genetické predispozici souvisejici s aktivitou DAO ve stievni sliznici.
Je znamo nékolik polymorfisma, které jsou spojeny s aktivitou DAO, které byly uvedeny

v kapitole 1.2.5.

1.2.9 Lécba HIT

Nizkohistaminova dieta byla vyvinuta ke snizeni az eliminaci ptiznaki HIT. Je tfeba
se vyhnout nejen potravinam s vysokym obsahem histaminu, ale i potravinam ¢i lékam, které
uvolnuji histamin nebo inhibuji DAO. Rlzné nizkohistaminové diety se lisi, ale u vSech jsou

dusledné vylouceny fermentované potraviny (Hrubisko et al., 2021).

Dalsi moZnosti je doplnéni enzymu DAO, ktery mize byt suplementovan v podobé
tablet. Béhem oralniho podavani doslo ke zlepSeni gastrointestinalnich, respiracnich, koznich
a kardiovaskularnich ptiznaki. Ke zvyseni hladin DAO muize piispét rovnéz uzivani vitaminu

C a vitaminu B6 (Comas-Bast¢ et al., 2020).

Po poziti velkého mnoZstvi histaminu 1ze pouZit antagonisty H1 a H2-receptori, které
ale nejsou doporuCovany k dlouhodobé 1é€bé HIT. VétSina antihistaminik neovliviiuje

aktivitu DAO, ale n¢kter¢ ji jsou schopny inhibovat nebo zvySovat (Reese et al., 2017).

1.3 Intracelularni mozkovy histamin

Histamin plisobi v mozku jako neurotransmiter, podili se na regulaci zanétu, sekrece
zaludec¢ni kyseliny a neuromodulace. Reguluje cyklus spanek — bdéni, smysl pro odménu,

emoce a u¢eni (Nuutinen & Panula, 2023).

Bylo zjiSténo, ze béhem embryonalniho vyvoje mozku potkana dosahuje histamin
vrcholu v obdobi diferenciace neurond, coz naznacuje, Ze histamin ptsobi jako neurogenni
faktor (Molina-Hernandez et al., 2012). Normalni bazalni plazmatické koncentrace histaminu
jsou stanoveny v rozmezi 0,3-1,0 ng/ml, pfi prekroceni téchto hladin dochazi ke vzniku
symptomu zprostfedkovanych histaminem v zavislosti na jeho koncentraci. Hladiny histaminu

vV mozKku jsou mirné€ niz8i s porovnanim s jinymi biogennimi aminy, avSak jejich obrat je
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rychlejsi. Jakmile se histamin uvolni, musi byt béhem nékolika minut deaktivovan pomoci

HNMT (Heidari et al., 2015).

1.3.1 HNMT (histamin-N-metyltrasferaza)

V mozku je histamin degradovan vyhradné¢ pomoci histamin-N-metyltrasferazy
(HNMT), ktera zde zodpovidd za ukonceni neurotrasmiterovych procest. Jednd se
o cytoplazmaticky protein pattici do superrodiny metyltransferaz. HNMT katalyzuje metylaci
histaminu v pfitomnosti S-adenosylmethioninu a vznika N-tele-methylhistamin (Lindahl,
1960). Piedpoklada se, ze z divodu $patné fungujiciho HNMT, bude vysoka zbytkova hladina
histaminu v mozku, coz mize vést k nepfijemnym klinickym pfiznakiim jako je agresivni
chovani a abnormality v cyklu spanku a bdéni (Naganuma et al., 2017). Vedle tohoto je
HNMT také klicovym enzymem degradace histaminu v bronchialnim epitelu (Heidari et al.,
2015). HNMT je nejvice exprimovan v ledvinach, jatrech, slezing, tlustém stieve, prostaté,

vajecnicich, praduskach a pridusnicich.

1.3.2 Genové polymorfismy HNMT

Lidsky gen HNMT koduje protein 0 velikosti 33 kDa skladajici se z 292 aminokyselin.
Bylo prokéazéano, ze migrény, ADHD, Parkinsonova choroba ¢i intelektualni poruchy souvisi
s jednonukleotidovymi  polymorfismy vgenu HNMT. Nejvyznamnéjsi a nejvice

prozkoumanymi polymorfismy jsou rs11558538 a rs105089 (Y oshikawa et al., 2019).

Jednonukleotidovy polymorfismus rs11558538 vexonu 4 nahrazuje threonin
za isoleucin v kodonu 105 vedouci ke sniZzeni enzymatické aktivity HNMT. Tento
polymorfismus méa za nasledek zménu struktury a dynamiku aktivniho mista enzymu.
Minoritni alela T je asociovana S rozvojem migrén a zarovein by mohla mit ochranou roli

v rozvoji Parkinsonovy choroby (Jiménez-Jiménez et al., 2016).

Minoritni alela G u rs1050891 zvysuje stabilitu mRNA HNMT, ¢imz zvySuje jeho
enzymatickou aktivitu (Yoshikawa et al., 2019). Absence minoritni alely souvisi se zvySenou
koncentraci histaminu v mozku a ten miize zhorSovat chovani déti s ADHD v souvislosti s
potravinovymi aditivy jako je napiiklad karmosin, benzoat sodny, chinolinova Zlut a dalsi

(Stevenson et al., 2010). Piitomnost alely G (genotyp GG a GA) byla také spojena se
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snizenym rizikem rozvoje aspirinem indukované chronické kopiivky v porovnani

s genotypem AA (S. H. Kim et al., 2009).

1.3.3 Diagnostika

Mg¢fteni intracelularniho HNMT neni mozné, proto se diagnostika provadi pouze

testovanim jeho genetické variability, kterd méni jeho enzymatickou aktivitu.

1.3.4 Lécba

Ke zvyseni aktivity HNMT muze prispét S-adenosyl-L-methionin (SAM-e), ktery
béhem methylaénich procesti daruje methylové skupiny. HNMT pak inaktivuje histamin
methylaci, proto SAM-e mize zvysit jeho aktivitu (Foster, 2019).

K zabranéni uvoliiovani histaminu pfispivd theanin, aminokyselina vyskytujici se
Vv zeleném nebo ¢erném caji. Theanin prochazi hematoencefalitickou bariérou, a proto muze

byt G¢inngjsi nez ostatni prirodni antihistaminika (Kim et al., 2012).

1.4 Celiakie

Celiakie neboli celiakalni sprue je chronické autoimunitni onemocnéni postihujici
zejména tenké stievo. Je charakterizovana sliznicnimi lézemi tenkého stieva, atrofii stfevnich
klki a malabsorpci zivin.  Spoustééem celiakie je konzumace lepku ve stravé
u predisponovanych nebo gluten-senzitivnich jedinct. K rozvinuti onemocnéni je nezbytna
genetickd predispozice a ptitomnost lepku ve stravé. V bézné populaci ma prevalenci 0,3 az

1,5 % a muze se projevit V jakémkoli veku.

141 Lepek

Lepek (latinsky gluten = lepidlo) pfedstavuje nejvyznamnéjsi protein obilného zrna.
Vyskytuje se v pSenici, zitu, jeCmeni, ovsu, ale i v ptibuznych druzich obilovin a jejich
hybridech jako je Spalda, emmer a dalsi (Akhondi & Ross., 2023). Jedna se o komplexni smés
stovek ptibuznych, ale 1 odliSnych proteind, predevSim gliadinu a gluteninu. Souhrnné se

proteiny gliadinu a gluteninu oznacuji jako prolaminy, které jsou charakterizovany vysokym
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podilem glutaminu a prolinovych zbytkt. Funkéni vlastnosti lepku zévisi pravé na poméru
gluteninil a gliadinti. Lepkové proteiny mohou byt rozdéleny dle svych primarnich struktur

na a, B, vy a o gliadiny (Wieser, 2007).

Lepek ptisobi jako pojivo, je tepelné stabilni a dodava potravinam jedinecné vlastnosti
jako je zlepseni textury, chuti ¢i udrzeni vlhkosti, a proto je hojn¢ vyuzivan jako piisada
do primyslové zpracovanych potravin. Krome peciva, je lepek obsazen také ve zpracovaném
mase a vegetarianskych nahrazkach. Jako zahustovadlo ¢i emulgator se lepek objevuje také
V bonbonech, zmrzlinach, nadivkach, dresincich a jako plnivo se vyuziva v lécich ¢i

sladkostech (Kucek et al., 2015).

Gliadin obsahuje mnoho aminokyselin (napt. prolin a glutamin), které mnoho proteaz
neumi §tépit, a proto vznikaji zbytky bohaté na prolin vytvarejici tésné a kompaktni struktury,
které se podili na imunitnich reakcich u celiakie. Reakci zprostiedkovanou T bunkami spousti
az n€kolik stovek lepkovych peptidt, které jsou tzv. imunogenni. Ze v§ech peptida stimulujici
odpovéd’ T-bun€k, mize pacient s celiakii reagovat pouze na n€kolik. Nejvice problematicky

imunodominantni T-buné¢ny epitop vznika z a gliadinu (Biesiekierski, 2017).

1.4.2 Celiakie a genetika

Celiakie ma multifaktoridlni dédi¢nost, proto nejde jen o konkrétni mutaci jednoho
genu, ale jejich kombinaci. Specifické alely hlavniho histokompatibilniho komplexu
HLA-DQ2 a HLA-DQ8 (oznacované také jako CELIAC1) umisténé na chromozomu 6p21
0 molekuly tfidy HLA 11, jeZ jsou zodpovédné za prezentaci glutenovych peptidi T bunikam
specifickym pro lepek (Megiorni & Pizzuti, 2012).

HLA oblast je zfejmé zodpoveédna jen za 40 % dédicnosti, coz naznacuje, Ze se na
rozvoji celiakie podili 1 dalsi geny, a to konkrétné tfi chromozomalni oblasti: CELIAC2
(5931-g33), CELIAC3 (2g33) a CELIAC4 (19pl3.1). Mezi dalsi geny pfispivajici
ke zvySenému riziku celiakie patfi geny kodujici cytokiny, chemokiny, jejich receptory ¢i

aktivatory T- a B-bun¢k (Sahin & Mermer, 2022).
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1.43 HLAgeny

HLA I. a Il. tfidy koduji bunécéné glykoproteiny, které hraji klicovou roli pfi prezentaci
antigenu. HLA systém je asociovan s rozvojem mnoha autoimunitnich chorob véetné celiakie.
Heterodimery HLA 1. tfidy jsou specifikované geny v oblasti HLA-D zahrnujici HLA-DP
(DPAlaDPB1), DR (DBB1 a DRA) aDQ (DQA1 a DQB1) (Thorsby, 2009). Organice HLA

genl je popsana na obrazku 6.

Chromosome 6

Clll N NINEMII W D

Extended HLA complex
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-
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Obr. 6: HLA komplex a n€které jeho geny (Undlien et al., 2001).

Kolem 90 % pacientu trpici celiakii je nositelem heterodimeru HLA-DQ2 kédovaného
genovymi alelami DQA1*05 a DQB1*02, které mohou byt zdédény spolecné na stejném
chromozomu (cis konfigurace) nebo na dvou homolognich chromozomech oddélené (trans
konfigurace). Bylo zjisténo, ze dvojitd ddvka DQB1*02 vede ke zvySenému riziku a
agresivngjsi formé celiakie. Pacienti, ktefi nenesou heterodimer DQ2 (5-10 %), jsou nositeli
heterodimeru DQ8, ktery je kédovan alelami DQB1*03:02 a DQA1*03. DQ2.5/DQ8-
negativni celiaci nesou molekulu DQ2.X, ktera je kodovana alelou DQB1*02 v nepfitomnosti
DQA1*05. Velmi malé mnozstvi pacientl s celiakii nese DQX.5 kédované alelou DQA1*05
v nepiitomnosti variant DQB1*02 nebo *03:02 (Helene Arentz-Hansen et al., 2000; Megiorni
& Pizzuti, 2012).
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Obr. 7: Rizikové DQ heterodimery asociované s celiakii (Megiorni & Pizzuti, 2012).

1.4.4 Patofyziologie celiakie

Po konzumaci lepku jsou gliadinové peptidy deaminovany stfevnimi
transglutamindzami 2 (TG2). Vznika gliadinem modifikovany epitop, ktery ma vysokou
afinitu k HLA-DQ2 nebo HLA-DQS8 na bunkach prezentujici antigen (APC). Prezentace
gliadinovych peptidi CD4+ T lymfocytim, zprostiedkovana diky HLA-DQ, stimuluje
imunitni a humoralni reakce a dochazi k uvolnéni cytokinu (pfedevs§im TNF-a,IFN-y, 1L-2)
a metaloproteinaz (MMP). Tato kaskada vede k atrofii stfevnich klku, aktivaci B lymfocytt,
produkci protilatek proti lepku a autoprotilatek namifenych proti TG2 a TG2-gluten. Gluten
specifické pamétové buitkky CD4 reaguji na ptijem lepku do 6 hodin uvolnénim zanétlivych
mediatord (Dieckman et al., 2022). Gliadin urychluje rozklad mezibuné&tnych funkénich
proteinti. Ztrata stievni bariéry je pak doprovazena propustnosti stteva pro molekuly, které se

dostanou do krevniho feciste (Giuffre et al., 2022; Megiorni & Pizzuti, 2012).

1.45 Celiakie a stievni mikrobiom

Rozvoj a prubéh celiakie by mohl byt asociovan se stfevnim mikrobiomem a dle
soucasnych dukazi se bakterie Lactobacillus a Bifidobacterium piimo podili na rozkladu

lepku (Caminero et al., 2014). V porovnani se zdravymi jedinCi byl u pacientt s celiakii
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zaznamenam nardst potencialné patogennich gramnegativnich druhti bakterii (Bacteroides,
E. coli) a naopak snizeni pfinosnych grampozitivnich bakterii (Lactobacillus a
Bifidobacterium). Zmény stfevniho mikrobiomu mohou souviset s permeabilitou stfevni

bariéry (Nadal et al., 2007).

Lactobacily by mohly mit vyuziti v budouci 1é¢b¢ diky své schopnosti hydrolyzovat
toxicky gliadinovy peptid. Pfidanim Laktobacilii do kvasku pro fermentaci doslo k lyze
lepkového peptidu a tim doslo ke sniZzeni imunotoxicity. Z pilotni studie vyplyva, ze byl tento

chléb dobfe tolerovan pacienty s celiakii (Francavilla et al., 2017).

Piedpoklada se, ze alely HLA-DQAL1 a HLA-DQB1 ovliviiji sloZzeni mikrobiomu
a bylo zjisténo, ze predpovidaji ptiznivou odpovéd’ na bezlepkovou dietu také u pacientd s IBS

(lvanova et al., 2023).

1.4.6 Priznaky celiakie

Symptomy celiakie jsou Casto prezentovany ,,modelem ledovce®, kde hrot prezentuje
pacienty s klasickou malabsorpci, naopak netypické symptomy jsou zahrnuty do jeho vétsi
Hheviditelné* ¢asti (Megiorni & Pizzuti, 2012).

Drive byla celiakie povazovéana za vzacné onemocnéni postihujici prevazné déti, nyni
je uvadéna prevalence onemocnéni u 1-2 % celosvétové populace. Klinicky obraz je variabilni
a zahrnuje Sirokou $kalu pfiznakt. Nastup onemocnéni byva spojen s postupnym ubyvanim
svalové hmoty, tuku a syndromem malabsorpce. U pacienti se mohou vyskytovat zakladni
komplikace jako neprospivani, maly vzriist, inava a ztrata hmotnosti. Napft. primérny BMI
pacientd ucastnici se studie Alizadeg et al. (2022) byl 15,43 +4,35. Dale se mohou vyskytovat
ruzné gastrointestinalni potiZe jako je priijem, kiece, nadymani ¢i nevolnost. Objevuje se také
osteoporoza a dyspepsie. U divek miize byt nelécend celiakie doprovazena také neplodnosti

(Alizadeh et al., 2022).

SloZeni krevniho obrazu je také viditeln€ zménéno, 65 % pacientl s celiakii trpi anémii
z nedostatku zeleza. Vedle anémie jsou pozorovany zmény endokrinniho systému a snizena
sekrece IGF-1 (insulinu podobny ristovy faktor 1) pii expozici lepku, coz vede ke snizeni

rychlosti ristu (Cornean et al., 2018).
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Neurotické symptomy se u déti ptili§ nevyskytuji, avSak u 36 % dospé€lych celiaki se

oy ee

ataxie (,,glutenova ataxie*). Miize se vyskytovat bolest hlavy a mirné kognitivni symptomy
oznacované jako ,,mozkova mlha“. Problémy se obvykle zlepsi zah4jenim bezlepkové diety

(Giuffre et al., 2022). Souhrn piiznakt je uveden na obrazku 8.
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Obr. 8: Klinické ptiznaky celiakie (Cole, 2017).

1.4.7 Diagnostika

Diagnoza celiakie je stale pomérné narocné a Casto neni viibec zvazovana z divodu
nespecifity klinickych symptomi. Spravna diagndza se opira o klinické symptomy, hladiny
protilatek, ptitomnost HLA-DQ2 nebo HLA-DQS8 a histologické zmény, zjisténé pii biopsii

tenkého stieva (Kaswala et al., 2015).

Prvnim krokem pii podezieni na celiakii jsou sérologické testy, kdy lze pouzit
protilatky jako anti-tkanova transglutaminaza (Anti-tTG), anti-endomysialni (EMA) a
anti-deamidované gliadinové peptidy (Anti-DGP), IgA a IgG protilatky. U pacienti starSich
dvou let jsou protilatky IgA -tTG preferovanym diagnostickym sérologickym testem.
Avsak u 2-3 % pacientu s celiakii se vyskytuje deficit IgA, coz muze vést k faleSné negativnim

vysledkum. P#i nedostatku IgA by mély byt pouzity testy IgG protilatek (Rostom et al., 2005).
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Za definitivni diagnostiku celiakie se i pies citlivé sérologické testy povazuje biopsie
tenkého stieva. Histologické zmény zahrnuji atrofii klka, hyperplazii krypt, praskani
slizni¢nich zahybu a zvyseny pocet intraepitelialnich lymfocyta.
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celiakie a Ize je nalézt az u 40 % bézné populace, avsak jen u 3 % jedincii Se toto onemocnéni
vyvine. Z tohoto diivodu je prediktivni hodnota tohoto testu nizka. Na druhou stranu ma HLA
typizace vice jak 98 % negativni prediktivni hodnotu, a proto je pfinosnym testem

pro vylouceni celiakie (Kaswala et al., 2015).

1.5 Syndrom drazdivého trac¢niku (IBS)

IBS je bézna funkéni porucha stfev a je jednim z nejéastéji diagnostikovanych
gastrointestinalnich onemocnéni, IBS trpi 10-20 % populace. Bézné se objevuje biisni
diskomfort, nadymani ¢i pfehnany reflux. Pfiznaky souvisi se zhorSenou absorpci sacharid —
fermentovanych oligo-, di- a monosacharidt a polyoli (FODMAP). Toto onemocnéni je ¢asto
zaménované s jinymi potravinovymi intolerancemi a vyskytuje se Castéji u zen a u jedinct
mladsich 50 let (Longstreth et al., 2006). Pfi¢ina tohoto onemocnéni neni stale zcela jasna, ale
pravdépodobné se jedna o souhru genetickych, enviromentalnich a psychologickych faktord.
IBS muze byt rozdélen do podskupin v zavislosti na podptirnych ptiznacich. Déli se na IBS
s prijmem (IBS-D), IBS se zacpou (IBS-C), smisené IBS (IBS-M) nebo nesubtypové IBS
(IBS-U) (Nanayakkara et al., 2016).

1.5.1 FODMAP sacharidy

Vétsina pacientd S IBS vnima své gastrointestinalni Ssymptomy v souvislosti s jidlem.
Neuplné vstiebatelné sacharidy (FODMAP potraviny), tu¢nd jidla, kava a alkohol vyvolavaji

nebo zhorsuji symptomy (Simrén et al., 2001).

Fermentované oligosacharidy, disacharidy, monosacharidy a polyoly (FODMAP) jsou
typy sacharidii, které jsou Spatné vstfebatelné v tenkém stieveé. Odchazeji do tlustého stieva,
kde mohou fermentovat, coz zpisobuje nadymani, plynatost a dal$i ptiznaky. Mezi FODMAP

potraviny se fadi frukto-oligosacharidy (pSenice, cibule, lusténiny), laktéza (mléko, zmrzlina),
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fruktoza (jablka, med), galaktany (lusténiny) a sorbitol (peckoviny, umélé sladidlo) (Gearry et
al., 2009).

Tzv. low FODMAP dieta zahrnuje omezeni potravin bohatych na FODMAP. Dieta s
nizkym obsahem FODMAP snizuje celkové mnozstvi bakterii, ale nema Zzadny vliv
na relativni mnozstvi bakterii domnéle spojovanych se zdravim tlustého stieva. Po ukonceni
diety lze urcité potraviny s vysokym obsahem FODMAP opét zafadit v malych mnozstvich,
aby se zjistilo, které konkrétni typy FODMAP zputisobuji pfiznaky u jednotlivych pacientd.
Jakmile jsou identifikovany vyvolédvajici potraviny, mize byt vytvotfen vice personalizovany

a mén¢ restriktivni jidelni¢ek pro fizeni ptiznakt (Halmos et al., 2015).

1.5.2 IBS a strevni mikrobiom

Lidé s IBS maji ¢asto odlisné slozeni stfevniho mikrobiomu ve srovnani se zdravou
populaci. Vyskytuje se u nich nerovnovaha mezi patogennimi a potencionalné patogennimi
bakteriemi, které indukuji abnormalni imunitni odpovéd’. U téchto pacientt je rovnéz zvyseny
bakterialni metabolit tryptamin, ktery stimuluje sekreci sliznice tlustého stfeva a imunitni

aktivaci prostiednictvim zanétlivych drah (Ivanova et al., 2023).

Existuje mnoho ruznych mikrobialnich druhti spojenych s rozvojem IBS, nejcastéjsi
jsou Prevotella, Firmicutes, Ruminococcus, Akkermansia muciniphila. Tyto druhy mohou byt
asociovany s riznymi formami IBS a také s riiznymi pfiznaky, jako jsou bolesti bficha,
nadymani, prijem nebo zacpa. U IBS byl zaznamenan pokles populace Lactobacillus a
Bifidobacteria (Bhattarai et al., 2016).

1.5.3 Genové varianty

Jednim z faktorti ovliviiujicich rozvoj IBS je genetickd predispozice. Dosud bylo
popsano n¢kolik jednonukleotidovych polymorfismu, které se mohou ucastnit rozvoje IBS.
Jedna se o polymorfismy cytokinovych gent, které mohou piedstavovat dysregulaci
imunitniho systému. Riziko IBS zvySuji polymorfismy rs4263839 a rs6478108 v genu TNF
SF15. TNF SF15 koduje protein TL1A (Tumor necrosis factor-like cytokine 1A), ktery mutize
pomoci Th17 vyvolat imunitni odpovéd’ a miize byt dilezity pro rozvoj mnoha autoimunitnich

a zanétlivych onemocnéni (Zhu et al., 2019).
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Alela G u rs4263839 zvysuje riziko IBS, pfi¢emz byla nalezena u riznych podtypt
IBS. Kromé¢ toho je tato alela asociovana s rizikem rozvoje Crohnovy choroby (Zhu et al.,
2019; Zucchelli et al., 2011). Rizikova alela G je spojena s vy$§imi hladinami mRNA
TNFSF15 v leukocytech periferni krve i v biopsii rektalni sliznice zdravych jedinct. Imunitni
aktivace tak mize hrat roli u geneticky predisponovanych jedincd pti modulaci zanétlivé a
neuroimunitni reakce po infekci, dietnich spoustécich nebo stresu (Zucchelli et al., 2011).
Hypoteticky mechanismus zesileni imunitni reakce v zavislosti na polymorfismu rs4263839

je zobrazen na obrazku 9.
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Obr. 9: Mechanismus zesileni imunitni reakce v zavislosti na polymorfismu rs4263839

v genu TNF SF15 (Henstrom, 2018).

Alela T u rs6478108 v genu TNF SF15 rovnéz zvysila riziko IBS, ale pfi analyze
podskupin se neprojevila zddna souvislost. Dal§imi polymorfismy, které by mohly byt
asociovany s IBS jsou rs1800795 v genu IL6, kde je alela G spojena s vys$simi plazmatickymi
hladinami IL6 béhem imunitni aktivace, a tim zvysuje riziko IBS u kavkazskych pacientu.
Naopak genotyp GG u polymorfismu rs1800896 v genu IL10 je spojovan se snizenym rizikem
IBS (Zhu et al., 2019).
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1.5.4 Ptiznaky IBS

v

Ptiznaky IBS se u jednotlivych pacientt lisi, ale nejcastéjsi jsou bolesti biicha, zmény
stolice (prijem, zacpa nebo stiidani priijmu a zacpy), nadymani, pocit nevyprazdnéni stiev a
nechut’ k jidlu. Vedle zminénych gastrointestinalnich piiznakti se mohou objevovat bolesti

hlavy, zad ¢i svalt (Drossman, 2016).

U IBS je zvlast¢ dilezita modulace oSy mozek — stfevo, protoze psychologicka
komorbidita je zcela bézna. Psychicky stres mize vyvolat posuny Vv bakterialnim slozeni
stieva, které se vyznacuji systémovou cytokinovou odpovédi a zvySenou propustnosti stieva

(Simren et al., 2013).

Tyto ptiznaky byvaji velmi obtézujici a ovliviiuji kvalitu zivota. U n€kterych pacientti
mohou byt ptiznaky spojeny s konkrétnimi situacemi nebo potravinami, zatimco u jinych se

mohou objevit spontanné. Pfiznaky mohou byt mirné a kratkodobé nebo vazné a trvalé.

1.5.5 Diagnostika

IBS miiZe byt ¢asto zaménovano s jinymi nemocemi ¢i potravinovymi intolerancemi,
z divodu podobnosti symptomi. Jedna se naptiklad o celkovou citlivost na potraviny, celiakii,
laktdzovou intoleranci, Crohnovu chorobu ¢i infekci sttev, a proto je nutné stanovit diagndzu
IBS s vylouc¢enim jinych zanétlivych onemocnéni. Naptiklad pacienti s celiakii, u kterych se
vyskytuje prijem, nadymani, bolesti bficha bez projevii malabsorpce, jsou ¢asto nespravné
diagnostikovani se syndrom drazdivého traéniku, dokud nejsou vySetieni na celiakii (Singh et

al., 2022).

Diagnostika IBS je zaloZena na kritériich ROME 1V, ktera zahrnuji opakované bolesti

bficha po dobu alesponn 6 mésicli, bolesti spojené se zménou stolice, symptomy byvaji

vvvvv

vySetieni o krevni testy, testy ze stolice, kolonoskopii nebo testy na potravinové intolerance

(Drossman, 2016).

1.5.6 Lécba

V posledni dobé se zkoumaji moznosti 1écby IBS prostiednictvim Upravy stfevniho
mikrobiomu, ¢imz se mohou zmirnit jeho symptomy ¢i navodit remise. Jednou z moznosti je

podavani probiotik, zivych mikroorganisma (Lactobacillus a Bifidobakterie), které maji
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prospésné ucinky pro stfevni mikrobiom a mohou snizovat ptiznaky IBS. Moznou terapii je
fekalni transplantace od zdravého darce. ZlepSeni symptomt bylo dosazeno také pii
pravidelné konzumaci kefiru obsahujiciho Laktobacily (Silagh.i et al., 2022).
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. Cile prace

e Vypracovani odborné reserse.

e Zvladnuti laboratorni praxe v genetické laboratofi — izolace DNA, PCR, gelova
elektroforéza, PCR RFLP, real-time PCR.

e Analyza dat ziskanych testovanim geni asociovanych s laktézovou intoleranci,
histaminovou intoleranci, predispozici pro celiakii a onemocnénim drazdivého
tracniku.

e Zjisténi populacniho rizika pro jednotlivé potravinové intolerance v ¢eské populaci.

e Zjisténi mozné asociace mezi jednotlivymi intolerancemi a frekvence mozného
soubéhu vice intoleranci v ¢eské populaci.
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3. Materialy a metody

Prace byla vykonavéna v laboratofi GENLABS s.r.0. v Ceskych Bud&jovicich.
3.1 Materialy

Vzorky byly ziskany z bukalniho stéru ¢i periferni krve. V ptipad€ bukélniho stéru
byly odbérové sady (Isohelix™ SK2 Buccal Swab, Isohelix) odeslany postou klientim, kteti
dle ptilozeného navodu provedli odbér a nasledné byl tento vzorek odeslan zpét do laboratote
spolecné s zaddankou a informovanym souhlasem s genetickym vySetfenim. V pfipadé
periferni krve byla krev odebrana v nékteré z EUC klinik a tyto vzorky byly po odbéru
odeslany do laboratote, kde byly dale zpracovany. Volba vzorku vSak nebyla pro vySetieni
zésadni. Viechny vzorky byly ziskdny b&hem let 2020 az 2022 napii¢ celou Ceskou

republikou.

V ptipadé lakt6zové intolerance bylo vySetieno 2510 vzorkd (88, 5 % bukalni stér,
11,5 % periferni krev). Stanoveni predispozice pro celiakii (HLA alely) bylo testovano u 643
vzorkt, z toho 77, 1 % z bukalniho stéru a 22,9 % z periferni krve. U syndromu drazdivého
tracniku bylo vySetieno 394 vzorkil (73,4 % bukalni stér, 26,6 % periferni krev) a pro
predispozici histaminové intolerance — snizenou aktivitu DAO bylo pouZzito 233 vzorkl
ziskanych z bukalnich stéri (67,8 %) nebo periferni krve (32,2 %). V ramci SGA projektu
bylo také otestovano 100 pacientli na predispozici snizené aktivity enzymu HNMT. V ramci
celkové analyzy vSech intoleranci soucasné (LI, celiakie, IBS, HIT i aktivita HNMT) bylo

hodnoceno celkem 99 vzorka (53,5 % bukalni stér, 46,5 % periferni krev).

3.2 lzolace DNA

Pied samotnou izolaci DNA bylo ke kazdému vzorku pfifazeno laboratorni &islo (LIC),
pod kterym je vzorek jednoduse dohledatelny. Néasledovala izolace DNA z primarnich vzorki.
Pro izolaci byl pouzit komeréni kit GeneAll ExGeneTM Clinic SV mini (GeneAll
Biotechnology) a bylo postupovano dle doporuceni vyrobce s mirnymi rozdily v objemech
reagencii. Pro dosazeni vyssi koncentrace DNA bylo v elu¢nim kroku pfidano 50 ul AE pufru
na rozdil od vyrobcem doporuovanych 200 ul a elu¢ni krok byl opakovéan napipetovanim
eluatu zpét na kolonku. Rozpis a objem reagencii pro izolaci DNA z bukélniho stéru je uveden

v tabulce II.
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Tab. I1: Objem reagencii pro bukalni stér na jednu izolaci.

Reagencie Objem (ul)
Proteinaza K 30
BL pufr 300
Ethanol (96 %) 300
BW pufr 600
TW pufr 700
AE pufr 50

V ptipadé¢ periferni krve bylo postupovano obdobné s rozdilnym objemem proteinazy
K, BL pufru a ethanolu. Rozpis reagencii a jejich objem pro izolaci DNA z periferni krve je

zaznamenan v tabulce I11.

Tab. I11: Objem reagencii pro periferni krev na jednu izolaci.
Reagencie Objem (ul)

Proteinaza K 20

BL pufr 200
Ethanol (96 %) 200
BW pufr 600

TW pufr 700

AE pufr 50

3.3 Méreni koncentrace DNA

Po izolaci byla vzdy zméfena koncentrace DNA na pfistroji Quibit Fluorometr 2.0
(Invitrogen-Thermo Fisher Scientific). Pro méfeni bylo pouzito 198 ul kvantifika¢niho
roztoku (AccuGreen™ Quantitation Solution), které bylo smichano s 2 pl vyizolované DNA.
Zkumavka se smési byla vlozena do fluorometru a vysledna koncentrace DNA byla odectena
a zaznamenana do sesitu. Vzorek s izolovanou DNA byl skladovan pfi -20 °C, dokud nebyl

dale zpracovavan.

3.4 Analyza polymorfismi 13910 a 22018 v genu MCM6

341 PCR

Polymorfismy C/T-13910 a G/A-22018 byly amplifikovany pomoci PCR, provadéné

v termocycleru (MultiGene, Labnet). Reakce byly michany na mrazicich stojancich
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V laminarnim boxu (ESCO PCR Cabinet) a reakce probihaly v 0,2 ml zkumavkach. Reak¢ni
smés pro jednu reakci PCR v objemu 50 ul se skladala z deionizované vody, reakéniho pufru,
forward a reverse primert, MyTaq Polyerase a DNA. Pro stabilizaci a vétsi vytézek reakce
byl piidan DMSO (dimethylsulfoxid). Nasledné byly vzorky zvortexovany a stoceny. Souc¢asti
kazdé analyzy byly pozitivni a negativni kontroly. V piipad¢ pozitivni kontroly byl pouzit
vzorek se zndmym genotypem a u negativni kontroly byla namisto vzorku pfidana voda.

Reakéni mix pro jednu reakci je uveden v Tab. IV.

Tab. IV: Slozeni a mnozstvi komponent v zavislosti na jednu reakci.

Reagenty Objem (nl)
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)/
LAC 22018 G/A_for (20 pmol) 0,5
LAC 13910 C/T_rev (20 pmol)/
LAC 22018 G/A _rev (20 pmol) 0,5
Celkem 48
DNA 2

3.4.2 Primery pro amplifikaci C/T-13910 a G/A-22018

Pro amplifikaci byly pouzity primery uvedené nize (Tab. V) Primery pro 13910 byly
ptevzaty z publikace Mattar et al. (2008) a pro polymorfismus 22018 z Coelho et al. (2005).

Tab. V: Sekvence primerti pro C/T-13910 a G/A-22018.

Primery Sekvence
LAC 13910 C/T_for 5'-GCT GGC AAT ACA GAT AAG ATA ATG GA-3'
LAC 13910 C/T _rev 5-CTGCTTTGG TTG AAG CGAAGAT-3
LAC 22018 G/A_for 5-CTC AGT GAT CCT CCC ACCTC-3
LAC 22018 G/A_rev 5-CCC CTA CCC TAT CAG TAA AGG C-3

PCR amplifikace byla provadéna v gradientovém PCR termocycleru (MultiGene,
Labnet). PCR profily pro jednotlivé polymorfismy jsou uvedeny v tabulce VI.

32



Tab. VI: PCR profil pro amplifikaci polymorfismi C/T-13910 a G/A-22018.

¥ o C/T-13910 G/A-22018
Pocet cyklu < : < 5
Teplota (°C) | Cas (min) | Teplota (°C) | Cas (min)

Denaturace 1 95 5 95 5
Denaturace 95 1 95 1
Annealing 35 57.4 1 60,3 1
Elongace 72 1 72 1
Postelongace 1 72 5 72 5

3.4.3 Gelova elektroforéza

Uspésnost PCR amplifikace byla nasledné ovéfena pomoci gelové elektroforézy, ktera
umozni vizualizovat PCR produkt a urcit délku jednotlivych fragmentl. Pro elektroforézu byl
pouzit 4 % gel, ktery byl pfipraven z 2 g agardzy v tabletkach (FastGene Agarose Tablets,
Nippon Genetics) a 50 ml TBE pufru (Thermo Scientific). Roztok byl zahfivan v mikrovinné
troubé po dobu 2 minut, dokud nevznikl tekuty gel. Nasledné k nému bylo napipetovano 5,5
ul fluorescenéni barvy (Midori Green Advanced DNA Stain, Nippon Genetics) a gel byl nalit
do formy s hiebinky, které po zatuhnuti vytvofily jamky. Do jamek bylo naneseno 4 pl
velikostniho markeru FastGene 100 bp DNA Ladder (Nippon Genetics) a 5 ul PCR produktu.
Elektroforéza trvala 25-30 minut pti 135 V. Vysledné PCR produkty mély velikost 201 bp
Vv piipadé polymorfismu C/T-13910 a 271 bp v ptipadé polymorfismus G/A-22018.

3.4.4 Restrikéni Stépeni

Pro restrikci byly pouzity komeréné dostupné restrikéni endonukleazy vyizolované
z bakterie Haemophilus Influenzae. Na mrazicim stojanku bylo smichano 5 pl restrikéniho
pufru (10x CutSmartTM buffer) a 1 pl (10 U) pfislusného restrikéniho enzymu. K PCR
produktu polymorfismu C/T-13910 byl piidan restrikéni enzym Hinfl (10 U/ pl,
TermoScientific) a k PCR produktu odpovidajici polymorfismu G/A-22018 Hinf6 (10 U/ pl,
TermoScientific). Poté byly tyto vzorky inkubovany po dobu alespoii jedné hodiny pfi teploté
37 °C v miniinkubatoru (Mini Incubator, Labnet). V tabulce VII jsou uvedeny oblasti

restrikéniho $tépeni pro jednotlivé endonukledzy.
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Tab. VII: Mista restrikéniho $tépeni u pouzitych enzymt.

Restrik¢ni enzym Misto Stépeni
Hinfl 5'...GJANTC...3
3'...CTNA1G...5'

Hin6! 5'...GJ]CGC...3
3'...CGC1G...5'

Po inkubaci byly fragmenty restrikéniho S$tépeni vizualizovany pomoci gelové
elektroforézy (postup viz 3.4.3). U polymorfismu C/T-13910 doslo v pfitomnosti mutované
alely T k rozstépeni PCR produktu na fragmenty o velikosti 177 bp a 24 bp. U heterozygotniho
genotypu CT doslo k ¢astecnému rozstépeni za vzniku 3 fragmentt o délkach 201 bp, 177 bp
a 24 bp. Wild type genotyp CC nebyl rozstépen, velikost restrikéniho fragmentu ztistava 201
bp. Vysledky restrikéniho $tépeni polymorfismu C/T-13910 jsou uvedeny na obrazku 10.

Obr. 10: Restrikéni fragmenty polymorfismu C/T-13910. M — velikostni marker (FastGene
100 bp DNA Ladder H3 RTU; Nippon Genetics), TT — mutovany homozygot, CC — wild type,
CT — heterozygot.
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V ptipadé polymorfismu G/A-22018 byl PCR produkt rozstépen pomoci enzymu
Hinf6 pouze v ptitomnosti wild type alely G. U genotypu GG dochazi k uplnému rozstépeni
PCR produktu na fragmenty o velikosti 196 bp a 75 bp. Heterozygotni genotyp GA je ¢aste¢né
rozstépen a viditelné jsou tfi fragmenty o velikosti 271 bp, 196 bp a 75 bp. V ptipadé
mutovaného genotypu AA neni produkt rozstépen a jeho velikost je 271 bp. Na obrazku 11
jsou vysledky restrikéniho $tépeni polymorfismu G/A-22018.

Obr. 11: Restrikéni fragmenty polymorfismu G/A-22018. M — velikostni marker (FastGene
100 bp DNA Ladder H3 RTU; Nippon Genetics), AA — mutovany homozygot, GG — wild
type, GA — heterozygot.

3.5 Real-time PCR

3.5.1 Real-time PCR s analyzou k¥ivek tani

Pro vysetfeni péti polymorfismt (rs10156191, rs1049742, rs1049748, rs1049793,
rs2052129 a rs2268999) v genu AOC1 souvisejici s predispozici k histaminové intoleranci,
dvou polymorfismu (rs11558538 a rs1050891) v genu kodujici enzym HNMT a ke stanoveni
jednonukleotidového polymorfismu (rs4263839) v genu TNF SF15 asociovaného se
syndromem drazdivého tracniku byla pouzita metoda real-time PCR s analyzou kiivek tani.
Pro vySetfeni vSech vySe uvedenych polymorfismli byly pouzity komeréné piipravené
detekéni soupravy LightSNIP assay (TIB MOLBIOL). Reakce byly ptipraveny v chladicim
stojanku v laminarnim boxu (ESCO PCR Cabinet) a reakce probihaly ve sklenénych
kapilarach. Slozeni reakéniho mixu véetné jednotlivych objemu je uvedeno v tabulce VIII. Ke

kazdému béhu byla pfidana vzdy pozitivni a negativni kontrola. V ptfipad¢ negativni kontroly
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byla pfidana do reakéniho mixu voda. Pro pozitivni kontrolu byl pouzit vzorek se znamym

genotypem.

Tab. VIII: Slozeni reakéniho mixu na jednu reakci.

MnoZstvi [ul]

H.O 14,4 - 10,4
LightSNiP Reagent Mix (TIB MOLBIOL) 1
FastStart DNA Master (Roche Diagnostics) 2
MgCl; (25mM) 1,6
DNA 1-5
Celkem 20

Amplifikace byla provedena v piistroji LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics) dle

doporuceni od vyrobce. Firma TIB MOLBIOL pouziva pro vSechny detekéni soupravy

LightSNiP Reagent Mix stejny PCR profil, ktery je zaznamenan nize (Tab. IX). Vyhodou je

moznost vySetieni riiznych SNP v rdmci jednoho béhu.

Tab. IX: PCR profil a reakéni podminky pro LightSNiP assay.

Krok Denaturace Amplifikace Annealing Chlazeni
programu
Parametr
Méd analyzy Zadny Kvantifikace Kfivka tani Zadny
Pocet cykli 1 45 1 1
Teplota [°C] 95 95 60 72 95 40 85 40
T_rvan_l 0:10:00 0:00:05 | 0:00:10 | 0:00:15 | 0:00:20 | 0:02:00 0:00:00 0:00:30
[hh:mm:ss]
Zména teploty
[°Cs] 20 20 20 20 20 20 0,2 20
AKviziéni méd |  Zadny Zadny |Jednotlivy| Zadny | Zadny | Zadny |Kontinualni| Zadny

Vysledky analyz byly hodnoceny ve fluorescen¢nim kanale FAM (530 nm). Ptiklad

melting — curve analyzy pro rs11558538 je zobrazen na obrazku 12.
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Obr. 12: Piiklad real — time PCR analyzy na pfistroji LightCycler 2.0. pro jednotlivé genotypy
rs11558538. wt C/C —wild type genotyp C/C, het C/T — heterozygotni genotyp C/T, homo T/T

—mutovany homozygotni genotyp T/T.

3.5.2 HLA genotypizace

Pro detekci HLA alel byl pouzit komeréni kit EliGene® Coeliac 3.0 RT (Elisabeth
Pharmacon) dle doporuceni vyrobce. Tato souprava byla pouzita ke genotypizaci HLA-DQ2.5
(DQA1*05/DQB1*02), HLA-DQ2.2 (DQA1*02/DQB1*02) a HLA-DQ8
(DQAT1*03/DQB1*0302). Pfed prvnim pouZitim byly ke kazdému mastermixu pfidany 3 pl
Eliblockeru, ktery umoznil pribéh reakce ve sklenénych kapilarach (kit je navrzen pro
plastové zkumavky). Komercni kit obsahoval celkem 3 mastermixy oznacené HLA-DQ2.5,
HLA-DQ2.2 a HLA-DQS. Jednotlivé mastermixy byly rozpipetovany v laminarnim boxu po
18 pl do oznacenych kapilar, nasledné byly ke kazdému mixu ptidany 2 ul DNA (3 reakce pro
1 vzorek). S kazdym béhem byla testovana také pozitivni a negativni kontrola. V ptipadée
negativni kontroly byla pfiddna misto DNA do reakce voda, pozitivni kontroly byly soucasti
komeréniho kitu. PCR profil je zaznamenan v tabulce X a reakce probihaly v pfistroji
LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics). Vysledné kiivky byly vyhodnoceny v kandlu FAM a
HEX.

Tab. X: PCR profil pro genotypizaci HLA-DQ2.5, HLA-DQ2.2 a HLA-DQ8.

Krok programu Pocet cykli Teplota [°C] | Trvani [hh:mm:ss] Akvizi¢ni méd
Denaturace 1 95 0:03:00 zadny
PCR 40 95 0:00:15 . zadny :
61 0:00:40 jednotlivy
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3.6 Statistické vyhodnoceni dat

Ziskana data byla vyhodnocena v programech MS Excel a Canoco 5 (ter Braak &
Smilauer, 2012). Data v programu Canoco 5 byla analyzovana pomoci metody Detrended

Canonical Correspondence Analysis (neptima metoda DCA).
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4. Vysledky

4.1 Analyza polymorfismia C/T-13910 a G/A-22018 v genu MCM6

Pro intoleranci laktozy bylo vySetifeno celkem 2 510 jedincu, ktefi byli vySetfeny na 2
jednonukleotidové polymorfismy C/T-13910 a G/A-22018 v genu MCM6. Vzorky byly
ziskany béhem let 2020 az 2022. Vétsina vzorku byla ziskana z bukalniho stéru (88,5 %) a
zbytek z periferni krve (11,5 %). Koncentrace DNA se pohybovala od 1, 05 do 384 ng/ul.

V tabulce Xl je zobrazen podil vySetfenych muzi a zen na laktézovou intoleranci.

Tab. XI: Pocet vysetfenych jedincl v zavislosti na pohlavi s uvedenym primérnym vékem

pro danou skupinu.

Pohlavi Pocet % Primérny vék
Zena 1827 72,8 37,6
Muz 683 27,2 37,6

Z tabulky XI vyplyva, Ze o vySetfeni LI ma zajem vice Zen neZ muzi. Primérny vék
byl u obou skupin stejny, z ¢ehoz vyplyva, ze zazivaci problémy zacinaji fesit ob&é pohlavi

ve stejném veku.

V grafu na obr. 13 je zobrazeno rozlozeni vékovych kategorii vSech jedinct

vySetienych na laktézovou intoleranci.

Vékové rozmezi - laktozova intolerance
30%

25%

20%
15%
10%
‘Iul -
0

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

Vékové rozmezi

X

Obr. 13: Cetnost vysetieni laktézové intolerance v jednotlivych vékovych skupinach.
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Z obrazku 13 je patrné, Ze nejvetsi zajem o vySetfeni maji jedinci stfedniho véku
(31-50 let), z ¢ehoz mlizeme vyvodit, Ze nejcastéji se problémy S travenim laktdzy objevuji
Vv této vékové skupiné.

V tabulce XII jsou uvedeny ¢etnosti riznych genotypu pro polymorfismus C/T-13910

v genu MCMG6 asociované¢ho s laktdézovou intoleranci.

Tab. XII: Cetnost jednotlivych genotypii pro polymorfismus C/T-13910 v genu MCM6

V testovaném souboru.

Genotyp Pocet jedincii % Vysledek
CcC 781 31,1 Laktdzova intolerance
CT 1195 47,6 Casteéna laktozova intolerance
TT 534 21,3 Laktdzova tolerance

Z tabulky XI1I vyplyva, ze 31,1 % testovanych jedinci nese genotyp CC, ktery souvisi
s intoleranci laktozy a poklesem aktivity laktazy. Téméf poloviné (47,6 %) jedinct byla
diagnostikovana ¢aste¢na intolerance laktozy s genotypem CT. 21, 3 % jedincti ma mutovany

genotyp TT, ktery je spojovan s celozivotni aktivitou laktazy, a tedy s laktézovou toleranci.

Na obrazku 14 je grafické zobrazeni jednotlivych genotypt polymorfismu C/T-13910.

GENOTYPY POLYMORFISMU C/T-13910

50%
45%
40%
35% 31,1%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

21,3%

cC CcT T
GENOTYP

Obr. 14: Cetnost jednotlivych genotypti pro polymorfismus C/T-13910 v genu MCM6

V testovaném souboru.
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V tabulce XIII jsou zobrazeny cetnosti genotypt pro polymorfismus G/A-22018

v genu MCMG6 souvisejici s laktézovou intoleranci.

Tab. XIII: Cetnost jednotlivych genotypti pro polymorfismus G/A-22018 v genu MCM6

V testovaném souboru.

Genotyp Pocet jedincu % Vysledek
GG 759 30, Laktozova intolerance
GA 1196 47,7 Céstecna laktozova intolerance
AA 555 22,1 Laktozova tolerance

Z tabulky XIII je patrné, ze Cetnosti jednotlivych genotypi polymorfismu G/A-22018

vykazuji jen mirné odchylky od ¢etnosti polymorfismu C/T-13910 (tab. XI). Téméf polovina

jedinct je nositelem heterozygotniho genotypu GA souvisejiciho s ¢astecnou intoleranci.

30,2 % jedincti ma genotyp GG souvisejici s Gplnou laktéozovou intoleranci. Nejméné jedincti

(22,1 %) se vyznacuje genotypem AA, ktery je charakterizovan celozivotni perzistenci

laktazy. Grafické znazornéni frekvence genotypt je uvedeno na obrazku 15.
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Obr. 15: Cetnost jednotlivych genotypti pro polymorfismus G/A-22018 v genu MCM6

V testovaném souboru.

41




V nasledujici tabulce (tab. XIV) jsou vysledky genetické analyzy pro oba
polymorfismy C/T-13910 a G/A-22018.

Tab. XIV: Zastoupeni genotypu pro polymorfismy C/T-13910 a G/A-22018 asociovanych

s laktozovou intoleranci ve studovaném souboru.

G/A-22018
C/T-13910 GG GA AA
cc 759 (30,2 %) 20 (0.8 %) 2 (0,1 %)
cT 0 (0 %) 1176 (46,9 %) 19 (0.8 %)
TT 0. (0 %) 0 (0 %) 534 (21,2 %)

Z tabulky X1V je mozné vy¢ist, ze Cetnosti obou polymorfismu (C/T-13910 a G/A-
22018) spolu souvisi. Pokud byl u jednoho polymorfismu zjistén heterozygot, byl zjistén i
V druhém polymorfismu (tzn. CT/GA). V né€kolika malo pfipadech byly zjistény také variantni
genotypy (CC/GA, CC/AA, CT/AA), které nejsou v odborné literatufe zatim popsany.
Pro lepsi orientaci byl vytvoren graf (obr. 16).

Zastoupeni genotypu C/T-13910 a G/A-22018

50% 46,9%
45%
40%
35%
30,2%
30%
25% 21,2%
20%
15%
10%
5%
0 0,8% 0,1% 0,8%
0% I I
CC/GG CC/GA CC/AA CT/GA CT/AA TT/AA

Obr. 16: Zastoupeni obou genotypt pro polymorfismy C/T-13910 a G/A-22018 asociovanych

s laktdézovou intoleranci ve studovaném souboru.
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V grafu na obrazku 17 je zobrazen rozdil mezi Zenami a muzi v ¢etnosti genotypt u

obou studovanych polymorfisma C/T-13910 a G/A-22018.

Vysledky polymorfismt C/T-13910 a G/A-22018 dle

pohlavi

50% 47,3% 45,7%
45%
40%

32,1%
35% 6% >
30%
25% 21,6% 0,59
20%
15%
10%
5% 0,8% 0,9% 0,0% 0,3% 0,8% 0,6%
0% — E— —

CC/GG CC/GA CC/AA CT/GA CT/AA TT/AA

B/eny M Muji

Obr. 17: Genderovy rozdil vyskytu polymorfismi C/T-13910 a G/A-22018 asociovanych

s lakt6zovou intoleranci ve vySetfovaném souboru.

Z obrazku 17 vyplyva, ze rozdily frekvenci genotypid v zavislosti na genderu nejsou
zasadné rozdilné a pohlavi jako takové neovliviiuje vyskyt predispozice pro laktézovou

intoleranci.

4.2 Analyza polymorfismi v genu AOC1 kodujici DAO

V piipadé predispozice k histaminové intoleranci bylo otestovano 5 polymorfismu.
Ctyii polymorfismy (rs10156191, rs1049793, rs2052129 a rs2268999) jsou asociovany se
snizenou aktivitou DAO a jeden polymorfismus (rs1049748) je asociovan S jeji zvySenou
aktivitou. Celkem bylo otestovano 233 vzork, které byly ziskany z bukalnich stérti (67,8 %)
nebo z periferni krve (32,2 %). Vzorky byly ziskany v pribéhu let 2021 a 2022, koncentrace
DNA se pohybovala od 2,2 do 228 ng/ul.

V tabulce XV je zaznamenan pocet vysetieni v zavislosti na genderu a primérny vék
pro ob¢ skupiny.
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Tab. XV: Pocet vysetieni v zavislosti na genderu a primérny vék téchto skupin.

Pohlavi Pocet % Priumérny vék
Zena 158 67,8 35,6
Muz 75 32,2 35,5

Z tabulky XV vyplyva, Ze ¢astéji se nechavaji vysetfit zeny. Primérny vék obou skupin
je téméf totozny.

V tabulce XVI jsou ptehledné¢ uvedeny jednotlivé genotypy pro rsl0156191,
rs1049793, rs1049748, rs2052129 a rs2268999 souvisejici s aktivitou DAO.

Tab. XVI: Frekvence genotypt pro rs10156191, rs1049793, rs1049748, rs2052129 a
r$2268999. *Cervené jsou zvyraznény alely snizujici aktivitu DAO, zelené alely zvySujici

aktivitu DAO.

DAO
rs10156191 (DAO1) rs1049748 (DAO3) rs1049793 (DAO4)
Genotyp Pocet % Genotyp | Pocet % Genotyp | Pocet %
CcC 109 46,8 T 78 33,5 CcC 112 48,1
CT 101 43,3 TC 114 48,9 CG 94 40,3
1T 23 9,9 CcC 41 17,6 GG 27 11,6
rs2052129 (DAO5) rs2268999 (DAOG6)
Genotyp Pocet % Genotyp | Pocet %
GG 125 53,6 AA 112 48,1
GT 93 39,9 AT 98 42,1
1T 15 6,4 TT 23 9,9

Z tabulky XVI plyne, ze nejvice mutaci se vyskytuje u rs1049748, kde je mutovana
alela zodpovédna za zvySenou aktivitu DAO. Naopak nejméné mutaci se vyskytuje u

rs2052129. U vétSiny polymorfismi (kromé rs1049748) jsou nejvice zastoupeny nemutované

genotypy.

frekvence asociované se snizenou aktivitou DAO
(rs10156191/rs1049793/rs2052129/rs2268999) spolu s Cetnosti mutaci u jednotlivych

haplotypi jsou zobrazeny v tabulce XVII.

Vysledné haplotypové
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Tab. XVII: Cetnosti jednotlivych haplotypi pro DAO asociovanych se snizenym
odbouravanim  histaminu  (rs10156191/rs1049793/rs2052129/rs2268999) v testovaném

souboru.

Haplotypy DAO .Po.éeto Cetnost % Pocet mutaci Cestnost (:%) M zz’ms’lostl
jedincu na poctu mutaci

CC/CCIGG/IAA 58 24,9 0 249 %
CT/CCIGG/AA 1 04

CCI/CGIGG/AA 34 14,6 1 15,9 %
CCICCIGTIAA 2 0,9

CT/CGIGG/IAA 2 0,9

CT/CCIGG/IAT 2 0,9

CCICGIGG/IAT 1 0,4

CCIGGIGG/AA 9 3,9 2 8.2%
CCICGIGT/IAA 4 1,7

CCICCIGTIAT 1 0,4

CT/CGIGTIAA 1 0,4

CT/CCIGT/IAT 39 16,7

CT/CGIGG/IAT 11 47 3 223%
CT/GGIGG/AA 1 04

CT/CGIGTIAT 30 12,9

CT/GG/GG/AT 4 1,7 4 15,0 %
CT/CCITTIAT 1 04

TT/ICCIGTITT 2 0,9

CT/GGIGTIAT 9 3,9 > 41
TTICCITTITT 6 2,6

TTIGGIGGITT 2 0,9 6 47 %
TTICGIGTITT 3 1,3

TTICG/ITTITT 8 3,4

TTIGG/IGT/TT 2 0,9 ! 43%

Z tabulky XVII vyplyva, ze nejvice zastoupenym haplotypem je CC/CC/GG/AA, tzn.
haplotyp bez mutace, ktery se vyskytuje u 24,9 % jedinct. Tito jedinci nejsou geneticky
nachylni ke snizené aktivit¢ DAO a neni u nich geneticky pifedpoklad k rozvoji HIT. Nasleduji
jedinci nesouci 3 mutace (22,3 %), ktefi maji predispozici k histaminové intoleranci. Celkem
bylo stanoveno 24 riznych haplotypti a u 28,7 % jedincu Se vyskytovaly ¢tyfi nebo vice mutaci
v genu AOC1, coz naznacuje snizenou aktivitu DAO a sniZené¢ odbouravani histaminu vedouci

k moznému rozvoji HIT.
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Pro pfehlednost byl vytvoren graf na zéklad¢ poctu mutaci v genu AOC1 asociovanych
se snizenou aktivitou DAO (obr. 18).

Pocet mutaci v DAO
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0 1 2 3 4 5 6 7

Pocet mutaci v genu DAO

Procentualni zastoupeni
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Obr. 18: Celkovy pocet jednotlivych mutaci v genu AOC1 ve vySetfovaném souboru.

Na obrazku 19 je zobrazena distribuce genotypi polymorfismt v genu AOC1 kodujici

DAO vyhodnocena pomoci DCA analyzy.
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Obr. 19: Distribuce genotypi polymorfismi v genu AOC1 souvisejici s aktivitou DAO.
(DCA, prvni osa vysvétluje 29,2 %, druha 53, 0 %).
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Z grafu na obrazku 19 plyne, ze polymorfismy rs10156191 (DAO1), rs2052129
(DAOS) a rs2268999 (DAOG6) se vyskytuji nejcastéji spolecné (spoleny vyskyt vyznacen
ve fialovych kruzich). Pokud byl zjistén wild-type homozygot (0 mutaci) u jednoho
polymorfismu, byl zji$tén i u dalSich dvou polymorfismt. Hodnota Explained variation udava

29, 2 % variability prvni osy a 53,0 % variability 2. osy.

4.3 Analyza polymorfismi rs11558538 a rs1050891 v genu HNMT

Bylo vysetieno 100 pacientli na polymorfismy rs11558538 a rs1050891 v genu HNMT.
Jako vzorky byly pouzity bukalni stéry (54 %) nebo vzorky periferni krve (46 %). VVzorky
byly ziskany béhem let 2021 a 2022 a pochézeji z celé Ceské republiky. Koncentrace DNA se
pohybovaly od 5,65 do 206 ng/ul.

V tabulce XVIII je zaznamenan vékovy prumér a pocet vysetieni dle genderu.

Tab. XVI11: Pocet vysetieni polymorfismti v HNMT genu v zavislosti na genderu a primérny

vék téchto skupin.

Pohlavi Pocet % Primérny vék
Zena 60 60 34,6
Muz 40 40 34,4

Bylo vysetteno vice Zen (60 %) ve srovnani s muzi (40 %). Primérny vék obou pohlavi
byl téméf stejny.
V tabulce XIX je =zobrazena cetnost polymorfismu rs11558538 souvisejici

s predispozici pro vyssi hladinu histaminu v mozku a migrénami.

Tab. XIX: Cetnost jednotlivych genotypii pro polymorfismus rs11558538 v genu HNMT ve

vySetfovaném souboru.

Genotyp Pocet Cetnost Vysledek
CcC 81 81 % Normalni hladina HNMT.
CT 18 18 % Heterozygot, sniZzend hladina HNMT.
TT 1 1% Snizena hladina HNMT, zvySeny vyskyt migrén.
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Z tabulky XIX vyplyva, Zze vétSina jedinct nese genotyp souvisejici s normalni
hladinou HNMT. U 1 % jedinct byl nalezen mutovany genotyp, ktery souvisi se snizenou
hladinou HNMT. Grafické znazornéni Cetnosti jednotlivych genotypu je zobrazen v grafu
(obr. 20).

GENOTYPY POLYMORFISMU RS11558538
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Obr. 20: Cetnost jednotlivych genotypti pro polymorfismus rs11558538 v genu HNMT ve

vySetfovaném souboru.

V tabulce XX jsou zobrazeny cetnosti genotypu pro polymorfismus rs1050891
koédujici HNMT. Absence minoritni alely vede k vyssi citlivosti k potravinatskym barviviim

u pacientt s ADHD.

Tab. XX: Cetnosti jednotlivych genotypti pro polymorfismu rs1050891 v genu HNMT

V testovaném souboru.

Genotyp | Potet | Cetnost Vysledek
AA 60 60 % | Nizka hladina HNMT, vyssi citlivost k potravindfskym barviviim
AG 35 35% | Heterozygot, snizena hladina HNMT
GG 5 5% | Vysoka hladina HNMT.

Z tabulky XX je patrné, ze 60 % testovanych jedinci ma vys§i citlivost

K potravinafskym barviviim a tento genotyp souvisi s nizsi aktivitou HNMT, a tedy s vyssi

hladinou histaminu v mozku. 5 % testovanych jedincti ma dv¢ alely, které souvisi s vysokou
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aktivitou HNMT a 35 % jedinci ma heterozygotni genotyp. Stejné udaje jsou graficky

zobrazeny na obrazku 21.

GENOTYPY POLYMORFISMU RS$1050891
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Obr. 21: Cetnosti jednotlivych genotypi pro polymorfismu rs1050891 v genu HNMT

V testovaném souboru.

V dalsim grafu na obrazku 22 jsou uvedeny vysledky genetické analyzy pro oba
polymorfismy rs11558538 a rs1050891 v genu HNMT.

Zastoupeni kombinaci genotypl
rs11558538 a rs1050891

70%
60%
60%
50%
40%

30%
19%

20% 16%
10%
0% I I
CC/AA CC/AG CC/GG CT/AG CT/GG TT/GG

Obr. 22: Vysledky genetické analyzy pro polymorfismy rs11558538 a rs1050891

V testovaném souboru.
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Nejvice zastoupenym haplotypem je CC/AA, ktery je z ¢asti asociovan se sniZzenou

aktivitou HNMT. Jen 2 % pacient maji haplotyp (CC/GG) s vysokou aktivitou HNMT.

4.4 Analyza HLA-DQ2 a HLA-DQ8 pro predispozici k celiakii

Pro genotypizaci haplotypu HLA-DQZ2.5, HLA-DQ2.2 a HLA-DQ8 asociovanych

s predispozici k celiakii bylo vySetieno 643 vzorki, které byly ziskany z bukalniho stéru

(77,1 %) nebo periferni krve (22,9 %). Koncentrace DNA se pohybovala od 1, 56 do 356

ng/ul. Vzorky byly ziskany od klientt v letech 2020 az 2022.

V tabulce XXI je zobrazena Cetnost vySetfeni mezi muzi a zenami vcetné jejich

pramérného veéku.

Tab. XXI: Pocet vysetfeni v zavislosti na pohlavi a primérny veék pro obé skupiny.

Pohlavi Pocet % Primérny vék
Zena 418 65 35,7
Muz 225 35 35,8

Z tabulky opét vyplyva, Ze vice testovanou skupinou jsou Zeny nez muzi, a to v poméru

65 % ku 35 %. Praimérny vek téchto skupin se nelisi.

V tabulce XXII jsou zobrazeny mozné haplotypy HLA asociované s rizikem vzniku

celiakie.

Tab. XXI1: HLA haplotypy a riziko vzniku celiakie v testovaném souboru.

5 Riziko celiakie
HLA haplotypy Pocet Cetnost (dle Megiorni & Pizzuti, 2012)
DQX.x 187 29,1 % Extrémné nizké
DQX.5 119 18,5 % Nizké
DQ2.2 42 6,5 % Nizké
DQ2.5 99 15,4 % Vysoké
DQ8 99 15,4 % Vysoké
DQX.5/DQ8 10 1,6 % Vysoké
DQ2.2/DQ8 13 2,0% Vysoké
DQ2.5/DQ8 28 4,4 % Velmi vysoké
DQ2.5/DQ2.2 46 7,2% Velmi vysoké




Z tabulky XXII vyplyva, ze témét 30 % testovanych jedinci nema predispozici
k celiakii (HLA-DQX.X) a je témé&f nemozné, aby se u nich projevilo toto onemocnéni. 25 %
jedinct je nositelem haplotypu DQ 2.2 nebo DQX.5, ktery je asociovan s nizkym rizikem
vzniku celiakie. Témé&f 45 % jedinch nese alely asociované s rozvojem celiakie. Pro lepsi
piehlednost byl vytvoten graf se zastoupenim jednotlivych haplotypt (obr. 23) a dalsi graf

(obr. 24) zobrazuje ¢etnost rizik pro vznik celiakie.
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Obr. 23: Jednotlivé zastoupeni HLA genotypt ve vySetfovaném vzorku.
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Obr. 24: Cetnost jednotlivych rizik u testovanych pacientli s prokazanou predispozici

pro celiakii v testovaném vzorku.
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4.5 Analyza genu TNF SF15 A > G (rs4263839) pro predispozici k IBS

Pro polymorfismus rs4263839 v genu TNF SF15 bylo vysetieno celkem 394 pacient,
z toho bylo 73, 4 % vzorkt ziskano z bukalniho stéru a 26,6 % z periferni krve. Koncentrace
DNA se pohybovala od 2,2 do 280 ng/ul. Vzorky byly ziskany béhem let 2020 az 2022.

V tabulce XXIII je zobrazen podil vySetfenych Zen a muzi a jejich praimérny vék.

Tab. XXI1I: Podil vySetienych zen a muzi a jejich praimérny vek.

Pohlavi Pocet % Primérny vék
Zena 257 65,2 35,3
Muz 137 34,8 35,3

Jak uz bylo uvedeno u piedchozich intoleranci, Zeny projevuji o vySetfeni vEtsi zdjem

nez muzi. Pramérny vék u obou skupin je totozny (35,3 let).

V tabulce XXIV jsou uvedeny vysledky vySetieni polymorfismu rs4263839 v genu
TNF SF15.

Tab. XXIV: Vysledky vySetfeni polymorfismu rs4263839 v genu TNF SF15 asociované

se syndromem drazdivého tra¢niku v testovaném vzorku.

Genotyp Podet jedincii Cetnost Vysledek
GG 171 43,4 % Riziko asociované s IBS
GA 186 472 % Casteéné riziko asociované s IBS
AA 37 9.4 % Z4dné riziko asociované s IBS

Z tabulky XXIV je patrné, ze 43,4 % jedinci nese mutovany genotyp, ktery souvisi
s rozvojem IBS. Heterozygotni genotyp (tzn. 1 mutovanou alelu) nese 47,2 % jedinct. Pouze
9,4 % jedinct je nositelem genotypu AA, ktery neni asociovan s IBS. V grafu (obr. 25) je

zobrazeno zastoupeni jednotlivych genotypu.
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GENOTYPY POLYMORFISMU RS4263839
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Obr. 25: Vysledky vySetieni polymorfismu rs4263839 v genu TNF SF15 asociované

se syndromem drazdivého tra¢niku v testovaném vzorku.

Nasledné byla porovnana ¢etnost jednotlivych genotypt pro polymorfismu rs4263839

v souvislosti s genderem (obr. 26).
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Obr. 26: Genderovy rozdil v ¢etnosti polymorfismu rs4263839 asociovaného se syndromem

drazdivého trac¢niku v testovaném vzorku.

Na obrazku 26 lze vidét, ze se nevyskytuji velké rozdily v genotypech mezi muzi a

zenami. Avsak u muzi se 0 2,9 % castéji vyskytuje mutovany genotyp GG, na druhou stranu
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se u nich také Castéji vyskytuje nemutovany genotyp AA (0 2,3 %) nez u opa¢ného pohlavi.

Zeny jsou 0 5,2 % Cast&jsimi nositelkami heterozygotniho genotypu (GA) nez muzi.

4.6 Mozna asociace mezi jednotlivymi intolerancemi

Soucasti této studie bylo zjiSténi moZné asociace mezi jednotlivymi intolerancemi
(laktozova intolerance, histaminova intolerance, celiakie a syndrom drazdivého tra¢niku).

Bylo vybrano 99 pacientt, ktefi podstoupili vSechna vySe uvedena vysetifeni.
V tabulce XXV je uvedeno genderové zastoupeni a pramérny vék testovanych jedincu.

Tab. XXV: Pocet vysetienych jedinct dle genderu a primérny vék pro jednotlivé skupiny.

Pohlavi Pocet % Primérny vék
Zena 59 59,6 34,7
Muz 40 40,4 34,4

Z tabulky XXV je opét patrné, ze zeny maji o vySetieni vétsi zajem a pramérny veék

oproti jednotlivym potravinovym intolerancim se nemeni.

V grafu na obrazku 27 je zobrazeno vékové rozlozeni vysetienych jedinct.

Vékové rozmezi
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Vékové rozmezi v letech

Obr. 27: Znazornéni poctu vySetienych jedinci V jednotlivych vékovych kategoriich

V testovaném souboru.
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Nejvice klientli se nechalo otestovat ve stfednim véku tzn. ve véku 31 az 50 let,

coz naznacuje, ze se prvni klinické ptiznaky spojené se zazivanim vyskytuji praveé v této Casti

Zivota.

Spolecny vyskyt genotypti souvisejici s predispozici k LI, HIT, snizené aktivité

HNMT, IBS a celiakii je znazornén na obrazku 28 a byl vyhodnocen pomoci DCA analyzy.
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LI - laklozuvd inlolerance (CC/GG)
LCI - édstecni laktozova intolerance (CT/GA)
LP - laktozova perzistence (TT/AA)

0ODAO - Zidna mutace v genu DAO (wild-type)
A 1DAO - jedna mutace (heterozygot)
2DAO - dvé mutace (mutovany homozygot)

OMIEBS -

. 1IMIBS -
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genotyp neni asociovany s IBS (AA)
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asociovany genotyp s IBS (GG)

OMHNMT - bez mutace v genu pro HNMT
IMHNMT - jedna mutace, heterozygot
IMHNMT - dvé mutace

‘ Predispozice pro celiakii

Obr. 28: Grafické znazornéni analyzy lakt6zové, histaminové intolerance, IBS, celiakie

a HNMT dohromady (DCA, prvni osa vysvétluje 12,9 %, druha 24, 6 %). Vysledky analyzy

jsou pouze ilustrativni, nebyla zaznamenana zadna prikazna souvislost mezi jednotlivymi

intolerancemi.

Z obrazku 28 je patrné, Ze nebyla zaznamenana viditelna souvislost mezi jednotlivymi

genotypy. Z grafu vyplyva jiz prokdzana souvislost mezi DAO1 (rs10156191), DAOS
(rs2052129) a DAOG6 (1s2268999), ktera je zobrazena na obrazku 19.

Pro lepsi ptehlednost byl vytvoien graf (obr. 29) spole¢ného vyskytu LI, IBS a celiakie.
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Obr. 29: Grafické znazornéni analyzy LI, IBS a celiakie (DCA, prvni osa vysvétluje 13,7 %,
druha 26, 6 %). Vysledky analyzy jsou pouze ilustrativni, nebyla zaznamenéana Zadna prilkkazna

souvislost mezi jednotlivymi intolerancemi.

Z ilustrativnich vysledk (obr. 29) je patrny spole¢ny vyskyt laktézové intolerance (LI)
a haplotypu DQX.x vylucujici celiakii. Dale je zde patrny spole¢ny vyskyt ¢astecné laktozové
intolerance (LCI), mutovaného genotypu GG souvisejiciho s IBS a haplotypu HLA-DQ2.5
souvisejiciho s rozvojem celiakie. Ziskana hodnota Explained variation vyjadfuje variabilitu

13,7 % prvni osy a 26,6 % druhé osy.
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5. Diskuse

V poslednich letech doslo kpomémé vyznamnému zlepSeni povédomi o
potravinovych intolerancich, ovSem jejich specifikace zlstdva stile obtiznd vzhledem
k piekryvajicim se ptiznakiim. Chybi specifické diagnostické markery a ve vétSing piipada se
spoléha na subjektivni symptomy a na testy, které maji ¢asto diagnosticka tskali. Pomoci by
mohlo testovani genetickych predispozic, které by se mohlo stat automatickou soucasti
diagnostiky. V soucasnosti jsou znamy konkrétni genetické predispozice asociované s

riznymi potravinovymi intolerancemi ¢i gastrointestinalnimi onemocnénimi.

V ramci praktické ¢asti diplomové prace byli vySetteni klienti laboratofe GENLABS
na genové predispozice kné€kolika potravinovym intolerancim ¢i gastrointestinalnim
onemocnénim. Konkrétné k laktézové intoleranci (2510 jedinct), histaminové intoleranci
(233 jedincti), genu HNMT zodpovédného za odbouravani histaminu v mozku (100 jedinct),
predispozici pro celiakii (643 jedinci) a IBS (394 jedinct). Protoze se jednalo o genetické
testy, bylo nutné nejprve ziskat DNA, ktera byla izolovana pfevazné z bukalnich stérd, ale i z
periferni krve. Typ primarnich vzorku nijak neovlivnil vysledky genetickych testt. Stejné jako
Vv piipad¢ izolace DNA z periferni krve, kdy jsou jejim zdrojem lymfocyty, i v ptipadé izolace
z bukalnich stéri je DNA izolovana z lymfocyti a z epitelialnich bunék bukalni sliznice. Dle
studie Theda et al. (2018) vyplyva, Zze az 74 % DNA z bukalnich stéri pochazi z bilych
krvinek, které obsahuji velké mnozstvi kvalitni DNA. Bukalni stéry proto poskytuji stejné
mnozstvi a kvalitu DNA pro geneticka vySetfeni jako periferni krev. Vyhoda bukalnich stéri
spo¢iva v jeho neinvazivnim odbéru, ktery je vyhodny zejména u détskych pacientdl. Navic
tento typ ,,samplingu® si kazdy muize provést sam, bez nutnosti navstévy zdravotnického
zafizeni.

Genovée polymorfismy zodpovédné za laktozovou intoleranci byly stanoveny pomoci
PCR-RFLP. Dalsi intolerance byly stanoveny pomoci real-time PCR. PCR-RFLP je metoda
RFLP) a méné citliva ve srovnani s real-time PCR. Finalni odecitani vysledku je zasadné
ovlivnéno koncentraci a kvalitou DNA (coz muze ovlivnit také real-time PCR) a vyzaduje
uritou zkuSenost. I pfes tato Uskali je tato metoda spolehlivd a dostacujici pro ziskani
potiebnych vysledkti. Vyhodou real-time PCR je naopak jednoducha ptiprava, rychlost a
snadné odecitani vysledk bezprostiedné pro dokonceni béhu. Naopak nevyhodou je vyssi

cena reagencii a nakladngj$i vybaveni laboratofe ve srovnani s PCR-RFLP. Metoda
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PCR-RFLP patfi mezi tzv. in-house metody, které si validuje laboratof sama. V piipadé

real-time PCR metod byly pouzity komer¢né pfipravené detekéni kity validované vyrobcem.

Uvedend data byla ziskana testovanim samoplatcii, tzn. jejich diagndza nebyla
pro laboratof znama. Ackoli mizeme fici, Ze naprosta vétSina testovanych jedinct Si testy
objednala na zaklad¢ potizi stravenim a nespecifickou bolesti bficha nebo plynatosti,
v nékterych ptipadech §lo o bolesti hlavy nebo ekzémy. Nejvétsi poptavka byla po testech na
laktozovou intoleranci, nasledovala predispozice pro celiakii, IBS a histaminovou intoleranci.
U vsech testovanych intoleranci mély o vySetieni vyrazné vyssi zajem zeny. To muze byt
dusledkem toho, Ze Zeny jsou obecné intolerancemi postizeny castéji (Hrubisko et al., 2021),
anebo se vice zajimaji o svillj zdravotni stav. Primérmy vék muza a Zen se také ptili§ nelisil,
pohyboval se kolem 35 let. Nejcastéji testovanou skupinou byli pacienti ve veéku 31-50 let.
Muzeme tedy piedpokladat, ze klinické symptomy se u pacientli zacinaji vyskytovat
ve stiednim veku. Ziskana data byla analyzovana v programu Canoco pomoci CCA analyzy
(ter Braak & Smilauer, 2012), ovsem ani vliv pohlavi a véku se v tomto ptipadé nepodafilo
timto multivaridtnim testem prokézat. NaSe vysledky byly porovnany s evropskou populaci

ziskanou z databaze Ensembl (Cunningham et al., 2022).

K urceni LI byly testovany dva SNP C/T-13910 a G/A-22018 v genu MCM6. Tyto
polymorfismy lze pouzit k diagnostice laktdozové intolerance u kavkazské populace a jejich
detekce je v tomto piipadé vysoce specificka (95 %) a senzitivni (97 %) ve srovnani s ¢asto
pouzivanym vodikovym dechovym testem (Fassio et al., 2018). Problém nastava u pacientd
s asijskym nebo africkym pivodem, u kterych tyto polymorfismy nejsou asociované

s rozvojem LI, a proto u nich neni tato diagnostika doporuc¢ovana (Misselwitz et al., 2019).

Soubor vysettenych pro lakt6zovou intoleranci se skladal z 2 510 vzorkd ziskanych od
klientl laboratore GENLABS. Vétsina klientl zacala patrat pomoci testu na laktézovou
ve srovnani s ostatnimi intolerancemi nejvétsi. V piipadé polymorfismu C/T-13910 bylo
nalezeno 31,1 % pacientti S genotypem CC, ktery je zodpovédny za tGplny pokles enzymu
laktdzy v dospélosti a je asociovany s rozvojem laktézové intolerance a nemoznosti travit
mléény cukr laktozu. V daném souboru byl zastoupen nejvice heterozygotni genotyp CT
(47,6 %), ktery souvisi s CasteCnou intoleranci laktdzy. Tento genotyp je charakterizovan
sttednimi hodnotami laktazy, které ale obvykle staci k traveni laktozy. Vyskyt symptomi se
neprojevi, pokud aktivita laktazy neklesne pod 50 %. Genotyp charakterizovany celozivotné

vysokou aktivitou laktazy (TT) se vyskytoval u 21,3 % jedinci, ktefi by neméli mit problém

58



tento disacharid travit. Je dilezit¢ si uvédomit, ze tolerance laktéozy mulze byt velmi
individudlni a je ovlivnéna nejen vrozenymi dispozicemi, ale také soubéznou ptitomnosti
jinych intoleranci, slozenim mikrobiomu apod. VétSina pacientii s vrozenou LI laktézu
v malych davkach toleruje (obvykle 12 g laktozy), pokud je rozlozena v pribéhu dne (Deng
etal., 2015).

Testovanim polymorfismu C/T13910 v ¢eské populaci se zabyvala napt. prace
Hubacek et al. (2017), kde se neperzistentni genotyp CC vyskytoval u 23,6 % jedincd,
heterozygotni genotyp CT u 50,7 % a genotyp TT souvisejici s perzistenci laktazy v 25,7 %.
Frekvence genotypt jsou ve srovnani s naSimi daty vice méné podobné, ale v nasem vzorku
se vyskytuje o 7,5 % vice neperzistentniho genotypu CC. Vys$si zastoupeni genotypu
zodpovédného za intoleranci laktozy v nami vySetfovaném souboru muzeme vysvétlit tim, ze
pozitivni jedinci se nechali testovat cilené na zaklad¢ podezieni na laktézovou intoleranci.
Ovsem v takovém piipadé by zastoupeni genotypu CC mélo byt logicky jesté vyznamngjsi.
Dlvodem muze byt zaménovéani jednotlivych intoleranci z hlediska ptekryvajicich se
ptiznaku, které jsou subjektivné velmi téZko rozpoznatelné. Tzn. Klient si mysli, ze trpi LI a
pfitom ho trapi napt. celiakie, IBS nebo kombinace obou. Vysoky pocet testovanych osob
formou samoplatectvi miize byt zptisoben i tim, Ze tento geneticky test neni 1ékafem nabidnut
v ramci sluzeb hrazenych ze zdravotniho pojisténi. V mnoha ptipadech ptitom I¢kat informuje
pacienta o mozné laktézové intoleranci a doporuci bezlaktéozovou dietu (pouze na zakladé
symptomu). Proto se pacienti obraci ptimo na laboratofe a jejich komeréni sluzby a testy si

radéji zaplati.

V piipadé analyzy druhého polymorfismu G/A-22018 v MCM6 genu byly pozorovany
témét totozné frekvence obou homozygotnich i heterozygotnich genotypt jako u C/T-13910,
z ¢ehoz plyne, zZe tyto dva polymorfismy jsou v genové vazbé. Genova vzdalenost mezi obéma
SNPs je okolo 8 kb, a proto se rekombinace vyskytuje jen ziidka (Deng et al., 2015). Celkem
30,2 % jedinci mélo genotyp CC/GG asociovany s laktéozovou intoleranci, 46,9 %
heterozygotni genotyp CT/GA a 21,2 % jedinci genotyp TT/AA charakterizovany celozivotni
laktozovou perzistenci. V 1,7 % ptipadi byly nalezeny variantni genotypy CC/GA, CC/AA a
CT/AA, které nejsou obstojné popsany v odborné literatuie a nebyly provedeny ani potiebné
srovnavaci nebo funkéni testy napf. sdechovym testem. Variantni genotypy byly
interpretovany jako intolerantni, a to dle genotypu CC pro polymorfismus C/T-13910, ktery
se jevi jako funkéné vyznamnéjsi. Vzhledem k ziskanym vysledkim, kdy bylo vySetieno vice

nez 2500 vzorki, se jevi vySetieni druhého polymorfismu G/A-22018 jako nadbytecné.
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Pro analyzu vrozenych predispozic pro histaminovou intoleranci bylo otestovano
celkem 233 vzorkd na pét riznych SNPs v genu AOC1 souvisejicich s aktivitou DAO.
Funkéni studie prokazaly, Ze minoritni alely u rs10156191 (DAOL), rs1049793 (DAO4),
rs2052129 (DAO5) a rs2268999 (DAO6) vykazuji snizenou aktivitu enzymu DAO a byly
spojeny se symptomy histaminové intolerance. Naopak minoritni alela rs1049748 (DAO3)
mirné zvySuje aktivitu DAO a ma spiSe ochranny uc¢inek pted HIT. K rozvinuti pfiznakt HIT
je nutny vyskyt vice minoritnich alel souvisejicich se snizenou aktivitou DAO (Maintz et al.,
2011). Proto byly vybrany a otestovany pravé tyto nejvyznamnéjs$i SNPs. Nejcastéji je HIT
diagnostikovana sérologickym testem, avSak ten nemusi byt vzdy pfesny a hladiny DAO
v séru nemusi korelovat s aktivitou tohoto enzymu ve stievé. Genetické testovani téchto
jednonukleotidovych polymorfismi by mohlo byt uZzitetnym doplnénim diagnostiky

histaminové intolerance (Hrubisko et al., 2021).

Z vysledki genetického testovani pro rs10156191 (DAOLL) vyplyva, ze 46, 6 % jedinct
ma tzv. wild-type genotyp (CC) zajist'ujici normalni aktivitu DAO. Heterozygotni genotyp
(CT) byl nalezen u 43,3 % jedincti a mutovany genotyp (TT) nese 9,9 % jedincu. Vyskyt
minoritni alely, a tedy mutace v tomto polymorfismu souvisi kromé klasickych symptomi
HIT také s vyskytem migrén. Vysledné genotypy byly porovnany s frekvencemi genotypt
Vv evropské populaci ziskanymi z databaze Ensembl (Cunningham et al., 2022). Frekvence
genotypt pro evropskou populaci jsou nasledujici CC 54, 3 %, CT 384 % a TT 7,4 %.
Minoritni alela T je tedy vice zastoupena v naSem souboru (31,5 %) neZ v evropském

(26,5 %).

V piipadé polymorfismu rs1049748 (DAO3) byl wild-type genotyp TT nalezen u
33,5 % jedincu (data pro evropskou populaci uvadi 37 %). Tento genotyp je charakterizovan
normdlni aktivitou DAO. Nejvice byl zastoupen heterozygotni genotyp CT u 48,9 %
testovanych jedinct (evropska populace — 48,5 %). Mutovany genotyp CC asociovany se
zvySenymi hladinami DAO se vyskytoval u 17,6 % (evropska populace 14,5 %). Alela C je
tedy protektivni a v ndmi testovaném souboru se vyskytovala v 42 % a byla zastoupena vice

nez v evropské populaci (38,8 %).

V piipadé polymorfismu rs1049793 (DAO4) se wild-type genotyp CC vyskytoval u
48, 1 % jedinct, heterozygotni genotyp CG u 40,3 % a homozygotni genotyp GG u 11,6 %
jedinct (evropska populace: CC 52, 5 %, CG 41,1 %, GG 6,4 %). Minoritni alela G souvisejici
se snizenou aktivitou byla zastoupena v nasem vzorku (31,7 %) vice nez v evropském

(26,9 %).
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Frekvence genotypt u polymorfismu rs2052129 (DAOS) byla v testovaném souboru
nasledujici: GG 53,6 %, GT 39,9 %, TT 6,4 %. Data pro evropskou populaci uvadi: GG
55,7 %, GT 38,8 %, TT 5,5 %. Minoritni alela T byla zastoupena v nasem vzorku v 26,3 % a

evropském v 25,0 %, z ¢ehoz plyne, ze mirné vyssi zastoupeni se vyskytuje v naSem vzorku.

Polymorfismus rs2268999 (DAOG6) se vyskytoval v nasledujicich frekvencich: AA
48,1 %, AT 42,1 %, TT 9,9 % (evropska populace: AA 53,5 %, AT 38,8 %, TT 7,7 %).
V tomto piipadé¢ je minoritni alela T v nasem souboru (30,9 %) zastoupena o 3,8 % vice nez

Vv evropském (27,1 %).

Ze ziskanych dat vyplyva, ze se u pacientt laboratofe GENLABS vV piipad¢ vSech
testovanych polymorfismi vyskytuje vice mutovanych alel v porovnani s evropskou populaci.
Divodem vyssiho vyskytu mutovanych alel v testovaném souboru muize byt fakt, ze jedinci
trpéli ptiznaky HIT jako jsou ekzémy, migrény apod. a nechali se testovat cilené. Skutecna
a také spolec¢na (haplotypova) frekvence uvedenych SNPs v ¢eské populaci zatim nebyla

popsana.

Protoze bylo testovano u kazdého jedince soucasné vice SNPs v genu AOC1, bylo
mozné urcit haplotypové frekvence a celkové zastoupeni minoritnich alel asociovanych s HIT.
Tato data nebyla dosud s vysokou pravdépodobnosti publikovana ani pro ¢eskou, ani jinou
populaci. Celkem bylo stanoveno 24 rtiznych haplotypt asociovanych se sniZzenou aktivitou
DAO uvedenych v tab. XVI. Nejvice zastoupenym haplotypem byl haplotyp CC/CC/GG/A,
tedy bez mutace, a to u 24,9 % jedinci. V tomto piipadé nebyla prokazana geneticka
predispozici ke snizené aktivité¢ enzymu DAO a neni zde ptedpoklad pro rozvoj HIT. V takové
situaci mohou byt ptiznaky histaminové intolerance vysvétleny nevhodnou stravou (potraviny
S vysokym obsahem histaminu), konzumaci alkoholu a 1ékti snizujici DAO ¢i slozenim

mikrobiomu.

U 51 % testovanych jedinct byl detekovan néktery z haplotypt se 3 a vice mutacemi
v genu AOC1. Je vysoce pravdépodobné, Ze pro rozvoj symptomtt HIT ma vyznam soucasna
pritomnost vice mutaci, a tedy pfitomnost vice rizikového haplotypu. Navic 15 % jedincit mélo
haplotyp obsahujici genotyp se dvéma minoritni alelami v jednom SNP. Literatura v tomto
ptipadé uvadi dvojnasobné riziko pro HIT v porovnani s heterozygoty. Bylo prokazano, ze
pfitomnost mutaci ovlivituje hladinu DAO a predisponovani jedinci budou mit velmi

pravdépodobné  pfedpoklady knizSimu  odbourdvani  histaminu a  moznému
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rozvoji histaminové intolerance. Dulezité je v§ak zminit, ze je HIT multifaktorialni stav, na

kterém se krom¢ genetiky podili dals§i enviromentalni faktory ¢i stav mikrobiomu.

Z grafu (obr. 19) vyplyva, ze genotypy pro rs10156191 (DAQO1), rs2052129 (DAO5S)
a rs2268999 (DAOG) a jejich minoritni alely se vyskytuji soucasné. To potvrzuje i fakt, ze
druhym nejzastoupenéj$im haplotypem (16,7 %) je CT/CC/GT/AT. Moznd genova vazba

mezi témito polymorfismy byla naznac¢ena i v publikaci (Maintz et al., 2011).

V ramci SGA projektu bylo vysetfeno 100 pacienti na 2 polymorfismy (rs11558538 a
rs1050891) souvisejici se snizenou aktivitou HNMT, asociovanou se zvySenou hladinou
histaminu v mozku, ktery muze vést k riznym mozkovym porucham ¢i migrénam. Pfi¢inou
je jeho snizené odbouravani. Minoritni alela T u polymorfismu rs11558538 je asociovana se
snizenou aktivitou HNMT, a tedy se zvySenym rizikem migrén. Na druhou stranu tato alela
mize souviset se snizenym rizikem rozvoje Parkinsonovy choroby (Jiménez-Jiménez et al.,
2016). Genotyp CC zodpovédny za normalni hladinu HNMT se vyskytoval u 81 % jedincd,
heterozygotni genotyp CT byl detekovan u 18 % jedincti a pouze 1 % mélo mutovany genotyp
TT, ktery souvisi se snizenou hladinou HNMT. Difive byla alela T u tohoto polymorfismu
spojovana s vyskytem astmatu u déti, ale tento fakt byl jiz vyvracen (Sasaki et al., 2000;
Sharma et al., 2005). V evropské populaci je frekvence genotypu CC v 79,7 %, heterozygotni
genotyp se vyskytuje v 19,7 % a mutovany genotyp TT v 0,6 %, z ¢ehoz vyplyva, ze se

Cetnosti alel v nasem a evropském vzorku vyznamné nelisi.

Minoritni alela G u polymorfismu rs1050891 stabilizuje HNMT a jeho enzymatickou
aktivitu. Absence této alely vede ke sniZzené aktivit¢ HNMT, a tedy zvySené hlading histaminu.
Dle studie Stevenson et al. (2010) vede absence minoritni alely G ke zvyseni rizika ADHD
pii konzumaci potravinaiskych barviv jako karmoisin, tartrazin, chinolinova zlut’ ¢i benzoat
sodny. Alela G je také asociovana se snizenym rizikem vzniku aspirinem indukované
chronické kopfivky v porovnani s genotypem AA. U 60 % ndmi vySetfenych jedinct se
vyskytoval genotyp AA, tito jedinci mohou byt nachylnéjsi k potravinaiskym barvivim a
aspirinu. 35 % nese heterozygotni genotyp a jen 5 % je nositelem dvou minoritnich alel
souvisejici s vysokou aktivitou HNMT v mozku. U evropské populace se frekvence genotypti
lisi jen v ramci desetin procent (AA — 61,4 %, AG — 34,2 %, GG — 4,4 %).

Hlavni genetickou predispozici K celiakii piedstavuji rizikové haplotypy HLA-DQ2 a
HLA-DQ8, které jsou nezbytné pro rozvoj celiakie. Absence téchto rizikovych haplotypii

vylucuje z98 % rozvoj celiakie z divodu nevnimavosti lepku. Pfiblizné¢ 90 % pacientl
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s celiakii nese heterodimer HLA DQ2.5 (Sahin & Mermer, 2022). U pacientt nesouci HLA
DQ2.5 1 HLA DQ 2.2 se vyskytuje zvySené riziko a agresivnéjsi prubéh celiakie. Pacienti
s celiakii (10 %) negativni pro HLA DQ2.5 jsou pozitivni pro heterodimer HLA-DQ8.

V genetické laboratoii GENLABS bylo v letech 2020 az 2022 vySetieno celkem 643
jedinct, kteti nebyli diagnostikovani lékafem a vySetfeni si hradili sami pouze na zaklad¢
subjektivné vyhodnocenych ptiznakt. Naprosta vétsina z nich si nechala otestovat prioritné
LI. U 29,1 % jedinct nebyl identifikovan rizikovy faktor (DQX.x), a proto je u nich rozvoj
celiakie téméf vyloucen. U 70,9 % testovanych byla pfitomna néktera z alel souvisejicich
s moznym rozvojem celiakie a 45 % jedinct bylo nositeli alel spojenych s vysokym rizikem
rozvoje celiakie. V nami testovaném souboru jsme nasli podstatné vyssi zastoupeni HLA DQS8
(15,4 %) nez je bézné uvadeéno, a navic odpovidalo vyskytu HLA DQ2.5 (15,4 %). Oba
haplotypy samostatné pfindseji vyssi riziko pro celiakii a pokud jsou ptfitomny soucasné, riziko
se jesté zvysuje (vyskyt HLA DQ2.5/DQ8 se vyskytuje v naSem souboru u 4,4 % jedinct).
Ptritom vyskyt DQ2.5 je pii diagnostice celiakie bézn¢ odhaleno u 90 % pacienti a DQS pouze
u 8 % pacientl s celiakii. Odborna literatura uvadi, ze se intolerance lepku projevi pouze u
3% jedinci nesoucich rizikovy haplotyp. HLA typizace proto neni diagnostickym
standardem, ale zistava spolehlivym testem k vylouéeni celiakie a je stale vice vyuzivana
klinickymi lékafi pro podporu diagnézy nebo pti pochybnych ptipadech celiakie (Megiorni &
Pizzuti, 2012).

Syndrom drazdivého traéniku je multifaktoridlni onemocnéni, na jehoz rozvoji se
podili také genetické predispozice. Dulezitymi se ukazaly polymorfismy cytokinovych gen,
které souvisi s dysregulaci imunitniho systému a rozvojem IBS. Pfitomnost SNPs v genu
TNFSF15, které vyvolavaji imunitni odpovéd” pomoci Th17 bunék, mohou hrat roli
polymorfismus rs4263839, kdy alela G zvysuje riziko IBS a byla prokazana u vsech podtypt
IBS (IBS-C, IBS — D, IBS-U). Mimo to je tato alela spojovana s rozvojem Crohnovy choroby.
Celkove bylo vySetteno 394 jedinct se subjektivnimi pfiznaky vedoucimi k IBS, jednalo se
tedy o nediagnostikovany soubor jedinct. Celkem 90,6 % vysetienych neslo alespon jednu
rizikovou alelu G, jednalo se 0 47,2 % heterozygotit GA a 43,4 % homozygoti GG s moznou
nachylnosti k rozvoji IBS. Jen 9.4 % vySetienych jedinct neslo nerizikovy genotyp AA.
Frekvence jednotlivych genotypi V evropské populaci ziskanych z databaze Ensembl
(Cunningham et al., 2022) se lisily jen vramci jednotek procent (evropska populace:
GG 45,9 %, GA 43,7 %, AA 10,3 %). Nejvétsi rozdil byl zaznamenan ve vyskytu
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heterozygotniho genotypu, a to s rozdilem 3,5 %. Ze ziskanych dat i populacnich frekvenci

jasn¢ vyplyva, ze zna¢na ¢ast populace nese vrozené riziko pro IBS.

Dosud ziejmé nebyla publikovana prace, ktera by se zabyvala soubéznym vyskytem
genetickych predispozic pro vice potravinovych intoleranci. Na tuto problematiku jsme se
proto zaméfili. Potravinové intolerance se v symptomech vétSinou prekryvaji, a proto je
obtizné je od sebe navzajem odlisit na zaklad¢ subjektivnich pfiznakl pacienta, které Casto

byvaji u intestinalnich problémii primarnim diagnostickym kritériem.

Bylo vybrano 99 pacientt, u kterych byly vySetieny vSechny vySe zminéné intolerance,
a proto bylo mozné porovnat soubézny vyskyt genetickych predispozic, které byly porovnany
multivariatni analyzou ve statistickém programu Canoco (ter Braak & Smilauer, 2012). Data
byla hodnocena pomoci metody CCA (Canonical Correspondenc Analysis). Zavislymi
proménnymi byly vysledné genotypy pro geny souvisejici s predispozicemi k potravinovym
intolerancim (LI, HIT, HNMT, IBS, celiakie) a jako vysvétlujici proménné slouzili vék a
pohlavi. Vysledky analyzy ovSem neprokdzaly zadny vliv véku ani pohlavi na rozlozeni
testovanych genotypt (P nejméné 0,234), proto byla pro vizualizaci dat provedena DCA

(Detrended Correspondenc Analysis) analyza.

Ackoli vySetfeni jedinci nebyly diagnostikovani, pfesto se u nich vyskytovaly
nepiijemné zdravotni problémy. Nej€astéji se jednalo o bolesti bficha, nadymani, ucpany nos,
¢i bolesti hlavy. Z vysledkit CCA analyzy (graf 28) neplyne zadna prukazna souvislost, ze by
spolu mély intolerance a jejich jednotlivé genotypy souviset. V praxi se ale Casto vyskytuji
intolerance spolecné (napt. sekundalni LI se vyskytuje spole¢né s celiakii). Rozvinuti jedné
intolerance, muze vést k poskozeni stfevniho mikrobiomu a stfevni vystelky, a tim spustit
jinou intoleranci.

U jedinct, ktefi byli vySetfeni na vSechny vySe zminéné intolerance, mohou vysledky
elimina¢ni dietu. Napf. pokud ma jedinec laktéozovou perzistenci (TT/AA) s vysokou
pravdépodobnosti mu laktdza nebude plisobit potize a nepiijemné zdravotni symptomy budou
zpiisobeny jinou intoleranci nebo gastrointestindlnim onemocnénim, jehoz predispozici odhali
dalsi geneticky test. Pak mlize byt zvolena adekvatni dieta vedouci ke zmirnéni ¢i vymizeni
piiznaki.

Soucasny vyskyt intoleranci pomoci Canoco nebyl prukazny, a proto byly vytvofeny

ilustrativni grafy pomoci metody DCA. Z grafu (obr. 29), ktery porovnava soubézny vyskyt
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predispozice k LI, celiakii a IBS, je patrny soubézny vyskyt LI (CC/GG) spolu s
nerizikovym haplotypem pro rozvoj celiakie (HLA-DQX.x). U téchto pacientt je proto velmi
pravdépodobné, ze ptiCinou problému je laktéoza a jejim vyfazenim by mély nepiijemné
priznaky vymizet. Dale je zde naznaCen soubézny vyskyt 3 rlznych intoleranci, ¢astecné
laktozové intolerance (CT/GA), rizikového haplotypu HLA-DQ?2.5 asociovaného s rozvojem
celiakie a mutovaného genotypu GG, ktery je rizikovy pro rozvoj IBS. Vyskyt téchto tii
rizikovych faktorti pak muze s prehledem vysvétlit skrytou pficinu zdravotnich potizi, kdy
vnéjSim spoustéfem onemocnéni byva stres nebo tézkd virdza. Tolerance laktdzy je pak
spojena spiSe srizikem pro celiakii. Rizikové haplotypy pro celiakii jsou v blizkosti
rizikovych genotypt pro IBS (IBS GA s mirné rizikovym DQ2.2 a nerizikovy IBS AA
s vysoce rizikovym DQ2.5/DQ2.2). Soubézny vyskyt nckolika vrozenych rizik pro rizné
intolerance neni viibec vzacny a preventivni eliminace lepku i laktozy je tedy vhodna pro

celiaki, LI11i IBS.

Ziskané vysledky jsou pouze ilustrativni a pro jejich ovéteni by byl vhodny ptfesny
odbér anamnézy pacienta a objektivni vyhodnoceni zdravotnich obtizi doplnéné
0 biochemické a imunologické testy. Pomohlo by také dotaznikové Setieni, které by sbiralo
informace pfedevS§im o subjektivnich pocitech pacienta, redlnych klinickych ptiznacich,
slozeni jidelnicku a potencidlnich potravinach vyvolavajicich problémy ¢i o soubézné
pfitomnosti jinych autoimunitnich onemocnéni. Nasledné by bylo vhodné tyto informace

statisticky zpracovat a dat do souvislosti se zjiSténymi genetickymi predispozicemi.

Nesmime zapomenout na to, Ze zdravotni problémy maji vZdy multifaktorialni
charakter a genetické pozadi nemusi byt jejich hlavni pfi¢inou. Nezanedbatelny je pak vliv
prosttedi, zivotniho stylu, pracovniho 1 osobniho stresu, dal§ich komorbidit apod. Geneticka
vySetieni jsou velmi exaktni. Znalost genovych predispozic pfinasi tedy presnéjsi a ucelengjsi
obraz o charakteru onemocnéni jako v mnoha dalSich zdravotnich oborech (onkologie,
prenatalni diagnostika, kardiologie, farmakologie apod.). Dokdzeme pak 1épe pochopit

skutecnou pti¢inu potizi, zmirnit jejich dopady, popft. je zcela vytesit.
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6. Zavér

Protoze jsou potravinové intolerance celosvétove rozsifenym problémem, zdjem o tuto
problematiku neustale roste nejen ze strany odborné, ale i laické vefejnosti. V teoretické ¢asti
byly ptehledné shrnuty aktudlni poznatky o LI, HIT, snizené aktivit¢ HNMT, celiakii a IBS.
Jedna se o nejvice prozkoumané potravinové intolerance z genetického hlediska, kdy jsou
jasné znamy rizikové genotypy. Protoze symptomatika intoleranci je velmi podobnd, jsou
Casto zaménovany mezi sebou nebo za jind obdobné probihajici onemocnéni. Diagnostické
testy jsou Casto nejednoznacné, a proto i genetické testovani jasné pfispiva k vylouceni nebo

uréeni spravné diagndzy. Kazdy novy diagnosticky ptistup je zde zddouci.

Pro identifikaci rizikovych genotypt byly pouzity dvé metody zalozené na analyze
DNA: PCR RFLP a real-time PCR. V ramci praktické ¢asti diplomové prace byly zvladnuty
zakladni metody molekularni biologie, jako je izolace DNA z bukélnich stéri nebo periferni
krve, pfiprava a provedeni PCR nebo real-time PCR, provedeni gelové elektroforézy,
restrikéni Stépeni a odecet ziskanych vysledkt. V metodice jsou popsany konkrétni postupy
pouzité pro identifikaci rizikovych haplotypd. Vybér primarniho vzorku vysledky test nijak

neovlivnil.

Celkem bylo vyhodnoceno vice nez 4000 genetickych testi. Pro jednotlivé potravinové
intolerance, tedy pro LI, celiakii, IBS i HIT, byly stanoveny genotypové frekvence
odpovidajici nediagnostikované ¢eské populaci. Vysledky byly nasledné porovnany s daty
uvadénymi pro evropskou populaci (databaze Ensembl). Piestoze se frekvence rizikovych
haplotypti v nami testovaném souboru vyznamné neliSila, byly nalezeny nékteré rozdily jako
napf. vys$i procento jedincl s Gplnou intoleranci laktozy (30 %), rizikové haplotypy pro
celiakii byly nalézany velmi Casto a vyskytovaly se u cca 70 % testovanych, rizikovy genotyp
GG v homozygotnim stavu asociovany s IBS byl detekovan u 43 % jedinct. V piipadé HIT
byl nalezen soubézny vyskyt 3 a vice minoritnich alel dokonce u 51 % jedinct. Vysoka aktivita
HNMT byla prokdzana pouze u 2 % jedinci. Témét vSichni testovani jedinci vykazovali
subjektivni ptiznaky typické pro n€kterou z uvedenych intoleranci (pouze u malého procenta
Slo o Ciste preventivni testovani). Na zakladé genetickych testli se u mnoho z nich podatilo
prokdzat, které potraviny jsou pro n€ nejméné¢ vhodné a na zékladé toho mohla byt doporucena
ptislusna dieta. Pomoci multivaria¢nich statistickych analyz jsme se také u 99 jedinct pokusili
najit souvislosti mezi vyskytem jednotlivych genetickych rizik asociovanych s intolerancemi.

Ziskané vysledky byly sice neprukazné, ale byly vytvoiena zajimava ilustrativni data spojujici
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napf. laktézovou intoleranci (genotyp CC/GG) s nerizikovym haplotypem HLA DQX.x pro
celiakii, a naopak laktézovou perzistenci s pfitomnosti rizikovych alel pro celiakii. Naopak
tolerance laktozy (LP) se vyskytuje spiSe v blizkosti rizikovych haplotypl pro celiakii a ty
zase V blizkosti rizika pro IBS. V ptipad¢ HIT byla nalezena viditelna vazba mezi SNPs v této
préci pracovné oznaCovanymi jako DAO1, DAOS a DAO6. Ziskané vysledky by si zaslouZzily
rozsifeni o diagnostickéd data, kterd by do problematiky potravinovych intoleranci pfinesla
novy vhled. Je znamo, Ze se potravinové intolerance mohou objevit kdykoli béhem Zzivota,
pfiemz nepusobi pouze na gastrointestinalni trakt, ale podileji se logicky také na stavu
imunity a psychiky a tim mohou zasadné ovliviiovat kvalitu zivota, pracovni vykonnost apod.
Pomémé elegantnim feSenim je pak elimina¢ni dieta bez nutnosti uzivani 1€kd ¢i jinych

invazivnich zakrokd.
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