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ABSTRAKT

Tato diplomova priace zkoumad a porovnadva vyskyt alel polymorfismi v
nutrigeneticky vyznamnych genech ve dvou populacich - ¢eské a vietnamské.

Teoretickd cast prace popisuje jednotlivé geny a jejich polymorfismy, které jsou
dlouho znamy svym vlivem na metabolismus zivin ¢i na rozvoj metabolickych onemocnéni

wrwe

dopad na dnesnim rozlozeni genotypu a alel danych polymorfismti.

V praktické ¢asti jsou uvedeny postupy pii ziskani DNA, metody genetické analyzy
polymorfismi vcetné PCR-RFLP a real-time PCR spolu se zpracovanim frekvencniho
potravinového dotazniku. Vysledky analyz a dotaznikového Setfeni jsou statisticky
hodnoceny a prezentovany pomoci tabulek a grafi v sekci Vysledky. V diskuzi se pojednava

MV

Vysledky prace ukazuji, Ze zastoupeni rizikové alely je nizsi ve vietnamské komunité
zejména u polymorfismu v genu FTO predikujicim vznik obezity, v genu TCF7L2
asociovaném s rozvojem diabetes mellitus 2. typu, v genu ADHIB s rizikem mozné
zavislosti na alkoholu a v genu MC6M zodpovédném za laktazovou perzistenci.
Srovnatelnou frekvenci vyskytu alel 1ze najit v polymorfismu genu MC4R, genu HFE a genu
ApoE. Uvedené ndlezy rovnéz souhlasi s vysledky plynoucimi z dotaznikového Setfeni,

které ukazuji na nizsi spotiebu alkoholu a mlé¢ka u vietnamské mensSiny.
Tato prace by mohla byt svym zaméfenim a tématem jedine¢na a mohla mit pfinos

zejména pro vietnamskou komunitu Zijici v Ceské republice. Vysledky prace by mohly
slouzit jako podklad k vytvofeni jidelniho planu specifického pro Vietnamce nejen

s piihlizenim ke genetickym predispozicim vyplyvajicim z této prace.

Klic¢ova slova: SNP, polymorfismy, nutrigenetika, genetické analyza, vyZziva



ABSTRACT

This Master‘s thesis analyzes and compares the allele distribution of some
polymorphisms within nutrigenetics-active genes in the Czech and Vietnamese population.

The theoretic part of this thesis describes the genes along with their polymorphisms
that can contribute to the metabolism of some nutrients or which are long known for their
association with the onset and manifestation of some metabolic diseases and other pathologic
processes. It also discusses the possible causes of positive selection and its impact on the
allele and genotype frequenccy of said polymorphisms.

The own research is composed of the processes of DNA obtaining and extraction,
genetic analysis‘ methods including PCR-RFLP and Realtime PCR along with the food
frequency questionnaire (FFQ) method. Results of the analyses and questionnaire are
statistically evaluated and presented with the aid of tables and graphs. The discussion brings
some possible causes for said outcomes.

The results show that the distribution of the risk alleles of observed polymorphisms
are usually lower in the Vietnamese community than it is in the Czech population especially
within: the FTO gene which can predict the development of obesity, the CTF7L2 gene which
is associated with type 2 diabetes, in ADH1B which can regulate alcohol consumption and
lastly within the MCM6 gene responsible for lactase persistence. Comparable allele
distributions can be found in polymorphisms of the MC4R gene, the HFE gene a the ApoE
gene. Presented results also corelate with the findings in the FFQ, where it is noticeable that
the Vietnamese community consumes less alcohol and milk products than the major
population of Czech.

This thesis could be the first one in its focus and theme and could benefit especially
the Vietnamese community living in Czech republic. The results of this thesis could serve
as a tool for food recommendations and guidelines making which are targeted specifically
for Vietnamese not only in disease prevention but also in the therapy of already developed
pathological states especially according to the genetic predispositions found in this study.

Keywords: SNPs, polymorphisms, nutrigenetics, genetic analysis, nutrition
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1. Uvod

Zdravi jedince je odrazem mnoha ovlivnitelnych a neovlivnitelnych faktori vné&jSich
1 vnitfnich, jednim z nich je i genetika. Neni vzdy jednoduché fict, do jaké miry je jaka
choroba ovlivnéna genetickymi vlohy, ze studii dvojcat vSak vime, ze je to dilezity
determinant zdravi. Role genetiky ve vyskytu riiznych onemocnéni spociva i v tom, jak dany
organismus reaguje na zmeny ve stravovani, na zmény prostiedi, zmény pohybového
rezimu, tedy celkové na jiny zivotni styl. Civiliza¢ni onemocnéni jsou v poslednich
dekadach velkou hrozbou jak v industridlnich, tak 1 v méné rozvinutych zemich. Mezi
riznymi etniky vSak najdeme nékteré rozdily v manifestaci téchto chorob, coz mé ptivadi
k otazce, v ¢em se liSi podminky, za kterych se tato onemocnéni u jednotlivych etnik
objevuji.

Civiliza¢ni choroby, mezi né¢z patii naptiklad diabetes mellitus 2. typu, obezita,
dyslipidémie atd., jsou nejen hlavnimi rizikovymi faktory zvySené morbidity a mortality
obyvatelstva, ale predstavuji také zna¢nou ekonomickou zatéz pro mnohé stity a
v neposledni fad¢ personalni zaté¢z na zdravotnickd zatfizeni. Pfes veSkeré snahy WHO a
jinych zdravotnickych organizaci ve spolupraci se statnimi mocemi, ale i se zdravotniky
v edukaci, osvété a propagaci zdravého zplisobu zivota, jsou civilizacni choroby stale jednou
z nejvetsich hrozeb 21. stoleti.

Jiz dlouho se vi, Ze kazdy jedinec reaguje na jeho zevni zivotni podminky, stejn¢ jako
na stravu, zivotni rezim, pohybovou aktivitu jinak. Prvnim krokem k vhodné&j$im vyzivovym
doporuc¢enim musi byt doporuceni s ptihlizenim k mezietnickym rozdiltim a az pak mizeme
zaCit pfemyslet o individudlnim doporuceni vhodném pro kazdého vzhledem k jeho
genetické vybave.

Pochopeni zptlisobu interakce mezi riznymi variantami a stravou ndm mtiZze pomoci
nejen v prevenci komplikaci jiz rozvinutych metabolickych chorob, ale 1 v prevenci jejich
manifestace. Nekteré genotypy variant vedou k vetsi zranitelnosti k rozvoji téchto
onemocnéni a frekvence téchto genotypti se miizou v jednotlivé populaci lisit.

Tato diplomova prace je volnym pokraCovanim mé bakalarské prace s nazvem
,Porovnavani stravovacich navykid mezi ¢eskou a vietnamskou populaci®. Ma za cil
zkoumat rozdily ve frekvenci vyskytu genotypii a alel ne€kterych variant nutrigeneticky
vyznamnych genll mezi populaci ¢eskou a vietnamskou. Prestoze existuje fada vyznamnych
studii s velkym poctem objektl, nezaznamenala jsem praci porovnavajici pfimo
vietnamskou a ¢eskou populaci v tomto sméru.

V teoretické Casti prace je struéné predstaven vyznam nutrigenetiky a jeji vliv na
zdravi ¢1 morbiditu v populacich, dale bude text zaméfen na vybrané geny, jez vykazuji
nejsiln€jsi asociaci s nékterymi metabolickymi civilizaénimi chorobami a jinymi rizikovymi
stavy.
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Prakticka ¢ast se vénuje analyze a hodnoceni frekvence jednotlivych polymorfismi
vyskytujicich se v populaci ceské a vietnamské. Analyzy jsou provedeny na vzorcich
odebranych stérem bukalni sliznice dobrovolnikil vietnamské narodnosti. Vysledky analyz
populace ¢eské jsou poskytnuty z databaze laboratofe Institutu klinické a experimentalni
mediciny (IKEM) a z dat ziskanych v projektu post-MONICA. Soucasti praktické ¢asti
prace je také hodnoceni stravovacich ndvykid dobrovolnikii vietnamského plvodu
vztahujicich pfedev§im k vysledkim genetické analyzy prostiednictvim dotaznikového
Setfeni.
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2. Genetika, strava a zdravi
2.1.1. Geneticka riznorodost

Je znamo, ze 99,9 % bazi lidského genomu je identickych a ve zbylych 0,1 % se
skryva jedine¢nost kazdého ¢loveka. Nejcastéjsim typem rozdilu v genomu mezi jedinci jsou
tzv. jednonukleotidové polymorfismy (SNPs), kdy se varianty jednoho genu lisi jen v
jednom nukleotidu na stejném misté. Pokud je frekvence jedné varianty v populaci > 1 %,
jedna se o polymorfismus, v opacném piipad¢ (frekvence < 1 %), jde o mutaci. SNPs byvaji
ve veétsing pripadu bialelické (vzacnéji se ale vyskytuji i tri- a tetraalelické polymorfismy).
Fenotypovym vysledkem takového polymorfismu mize byt zména aktivity koneéného
produktu daného genu vedouci bud’ k jistému zvyhodnéni ¢i znevyhodnéni jedince oproti
ostatnim. To, zda se jedna o zvyhodnéni nebo znevyhodnéni zalezi v mnoha ptipadech nejen
na zpusobu jeho Zivota, ale i na mnoha dalSich faktorech vnéjsich i vnitinich. (Ingman, 2000;
Wang, 2007; Bouchard a Ordovas, 2014)

Nejlépe ptijimana hypotéza o piivodu rodu Homo sapiens je hypotéza o africkych
kotenech. Po migraci lidi rodu Homo sapiens pied 100 000 lety z Afriky do zbytku svéta se
lidsky genom zna¢né€ zménil a rozsifil, rizné genetické varianty tak byly vystaveny riznym
prostfedim a také ptirodni selekci, ktera nakonec vyustila v takovou frekvenci vyskytu
enotypt gpolymorfismu, kterou dnes zaznamenavame. Tento stav je vysledkem vyvoje
genetické divergence a adaptace genotypu po mnoha generacich v zavislosti na Zivotnich
podminkach, zivotnim prosttedi véetné podnebi a klimatu, dostupnosti potravy, zpisobu
zivota apod. Existuji proto rozdily v genomu nejen mezi jednotlivci, ale i mezi jednotlivymi
populacemi/etniky, v kazdé oblasti svéta se nckteré alely mohou vyskytovat v rizném
poméru. VSechny zminéné interakce mezi geny a vnéj$Sim prostiedim pomohly vytvaret
napiiklad riznou pigmentaci ktize, ale i specificky energeticky metabolismus a regulaci
vodni a minerdlové bilance, aby organismus v daném prostiedi dokdzal hospodatit co
nejefektivnéji. (Griffiths, 2015; Bouchard a Ordovas, 2014)

Barbujani a kol. (1997) popisuji, Ze zhruba 85 % SNPs je béznych pro celé lidstvo a
jen 15 % SNPs je rasové specifickych. Projekt International Hapmap Project zkoumal od
roku 2002 ve své 1. fazi rozdily v genetickych informacich mezi 3 velkymi etnickymi
skupinami: Afri¢any, Asiaty (Cihany a Japonci) a Evropany. Coop (2009) s jeho tymem
genotypoval 900 000 SNPs u osob z 3 vySe zminénych genetickych skupin a nasel, ze 6955
polymorfismi mezi Asiaty a Afri¢any se li§i, mezi Evropany a Africany pak v 3500 SNPs,
a mezi Asiaty a Evropany v 792 SNPs. Pocet polymorfismi, které jsou unikatni pro
konkrétni populaci, je vSak velmi maly. Mzeme fici, Ze z genetického pohledu jsou Asiati
bliz8i k Evropanim nez k Africaniim. (Bouchard a Ordovas, 2014; Altshuler, 2010)

Souvislost mezi geny, zdravim a podnebim ¢i klimatem zkoumali naptiklad Hancock
a kol. (2008). Objevili souvislost mezi vyskytem metabolickych chorob s klimatickymi
podminkami prostfedi. Ve své praci nasli mezi 873 SNPs v 82 kandidétnich genech pro
metabolické regulace u 54 populaci z celého svéta 33 SNPs v 19 genech, které jsou
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spojovany s letnim klimatem, a dalSich 32 SNPs v 17 genech korelovanych se zimnim
podnebim, 14 SNPs v 7 genech je pak spojeno se zeméepisnou $itkou. Mnohé z nich také
souvisi s metabolismem, nutri¢énim stavem, schopnosti oxidace, atd. v zavislosti na ro¢nim
obdobi/klimatickych podminkéach. Zejména TCF7L2 varianty asociovany s vyskytem DM
vykazuji jistou asociaci s letnimi klimatickymi podminkami.

Vyznam zmény zivotniho stylu na zdravi byl také pfedmétem mnoha studii. Styl
zivota se od minulosti znaéné zménil z ptivodné loveckého, kdy bylo potfeba vynalozit vétsi
usili, zejména fyzické, k obstaravani potravy, ptes obdobi domestikace zvitat a cilené¢ho
péstovani rostlin se stravou zalozenou spise na obilovinach, kofenech a hlizach rostlin, na
moderni zptisob zivota spolu se za¢atkem zemé&d¢lstvi a spiSe prebytkem energeticky bohaté
potravy. Odhaduje se, Zze pravé v obdobi lovectvi se formoval genom s tzv. Setficimi
genotypy, ktery ptipravoval lidi na obdobi nedostatku potravy a na hlad. Krom¢ zmény
v jidelni¢ku se v minulém stoleti zménily 1 naSe pohybové ndvyky, povétSinou vysoce
procesované potraviny a sedaci zplisob Zivota jiz nejsou Setficim gentim pfili§ naklonéné.
Settici geny maji za ukol energii ukladat, coz bylo v té dob& vyhodné, nicméné nyni, kdy je
potravy vice a na mnoha mistech jiz nehrozi riziko hladovéni jako v minulosti, pfedstavuji
tyto geny pro obyvatelstvo problém v podobé nadmérného ukladani energie a rozvoje
metabolickych civiliza¢nich chorob. (Chakravarthy a Booth, 2004; Lonard, 2002; Pinhasi,
2005)

K zavéru o genetické diverzité Ize shrnout, Ze po velké migraci obyvatel rodu Homo
sapiens z Afriky do jinych zemépisnych oblasti rizné skupiny vytvarely populace, které se
i od pavodnich africkych obyvatel i od jinych populaci. Formovaly se populace
adaptované na prostiedi, ve kterém Zili po mnoho generaci. Nicméné soucasny stav migrace
muze vést k vytvareni subpopulaci, které mozna budou mit problém se pfizplisobit novym
zivotnim podminkdam. Neni pochyb o tom, Ze genetickd rtiznorodost vznikld na zakladé
adaptace se podili velkou mérou na riziku vzniku metabolickych chorob jako je obezita,
kardiovaskularni onemocnéni a nadory. Mezi populacemi se navic 1isi i vyskyt deficitl
riznych nutrientd diky vyskytu odliSnych alel asociovanych s nemocemi v interakci s
klimatem, geografickymi faktory atd. (Li, 1969; Ziv a Buchard, 2003; Stover, 2006; Hindorff
et al., 2009)

2.2.Nutrigenetika a nutrigenomika

V poslednich desetiletich se spolu s rozvojem technologii v mapovani lidského
genomu a v navaznosti na riizné celogenomové asociacni studie (WGAs) objevuje stale vice
projektli zaméfenych na identifikaci asociace mezi riznymi polymorfismy genil a
onemocnénimi, téch civiliza¢nich nevyjimaje.

Co se tyce faktorii ovliviiyjicich zdravi, jednim z téch, které miizeme ovlivilovat, je
strava. K pochopeni vyznamu riiznych typl potravin, riznych druht diet a jak tyto slozky
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ovlivituji na§ organismus, musime znat nejen chemické slozeni téchto potravin a fyziologii
naseho téla, ale také zplisob interakce mezi slozkami stravy a naSimi geny, piipadné jak
budou nase geny reagovat na rizné typy potravin, nebo na zménu jejich skladby.

Nase genetickd vybava, kterou jsme zdédili po naSich predcich, castecné
determinuje, jak citlivi jsme k riznym onemocnénim. Vné&jsi faktory véetn€ stravy tak
mohou urcovat, u koho se takové onemocnéni nakonec rozviji a manifestuje. Reakce na
jeden vngjsi podnét u riznych osob mize byt odliSna, za cozZ mohou nase geny, presnéji ta

vvvvv

k n¢kterym chorobam.

RozliSujeme nutrigenetiku a nutrigenomiku (obrazek 1):

SNPs

Haplotypy
Variabilita poc¢tu Ropii...

NUTRIGENETIKA

NUTRIGENOMIKA

Genova exprese

Obrazek 1- Nutrigenetika a nutrigenomika (upraveno podle Farhud et al., 2010)

e Nutrigenetika: zkouma roli rtiznych genovych variant v odpovédi na stravu/zmény
ve strave.
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Je znamo, ze geneticka rtiznorodost zpisobuje riznou miru tolerance vici slozkam
potravy u odliSnych subpopulaci, coz miize znamenat, ze kazda takova subpopulace bude
mit zcela odliSné stravovaci pozadavky v prevenci, oddaleni ¢i v terapii chorob.
Nutrigenetika nam tedy tika, jak nas geneticky profil ovlivituje odpovéd’ organismu na rtizné
slozky stravy, a to predevSim prostfednictvim regulace procesu absorpce a metabolismu
ruznych zivin.

e Nutrigenomika: zkouma vliv stravy na genovou expresi.

Nutrigenomika na rozdil od nutrigenetiky poskytuje poznatky ohledn¢ hranice mezi
zdravim a nemoci, at’ uz regulaci genové exprese jedince, nebo ovlivnénim struktury jeho
genetické informace.

(Simopoulos, 2004; Farhud et al., 2010)

2.3. Metabolické civiliza¢ni onemocnéni

Jako metabolickd civilizaéni onemocnéni je oznacena skupina chorob, které maji
n€kolik spole¢nych znakt: vyznacuji se dlouhou dobou trvani a jsou vysledkem genetickych
a patofyziologickych faktort a faktorti prostredi.

Chronické neinfekéni onemocnéni jsou stdle nejcastéjSimi pfi€inami mortality na
globalnim méfitku, pfedev§im v rozvinutéjSich zemich. Z téch metabolickych jsou to
zejména kardiovaskuldrni onemocnéni a diabetes mellitus. Pfedpoklada se, Ze za rostouci
incidenci metabolickych civiliza¢nich onemocnéni miiZe rychlé a neplanovana urbanizace a
globalizace, nezdrava zivotosprava, ale také starnuti obyvatel. Z Zivotniho stylu primarné
nezdrava strava a nedostatek pohybu vedou ke zvySeni krevniho tlaku, zvySené glykémii,
dyslipidémii a obezit€ a jsou vyznamnymi rizikovymi faktory pro KVO.

(WHO, 2022)

2.3.1. Obezita

Obezita je aktualnim tématem mediciny jiz fadu let. Data z NCD Risk factor
Collaboration zroku 2016 ukazuji, ze u témét 2 miliard dospélych jedinct byla
diagnostikovana nadvaha a 671 miliont dospélych mélo obezitu, cozZ je trojndsobek poctu
piipadi v roce 1975. Trend v prevalenci se také mirn€ zménil mezi jednotlivymi populacemi.
Zatimco prevalence obezity v nejrozvinutéjSich zemich ma spise klesajici tendenci, v méné
rozvinutych a rozvojovych zemich je naopak zaznamenan narist incidenci. (Abarca-Gomez,
2016)

Ptestoze lze obezitu jednoduse piedpoklddat na zakladé¢ dlouhodobé pozitivni
balance energetického piijmu, mira obezity, zpisob ukladani tuku a télesné proporce nejsou
u kazdého jedince se stejnou energetickou bilanci stejné.
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Nemonogenni obezita, tedy nejbéznéjsi forma obezity, je onemocnéni, které ma
multifaktorialni pti¢inu. Podili se na ni mnoho faktor vnéjsich i vnitinich, které se vzajemné
ovliviuji. Prostfednictvim studii na dvojcatech a na adoptovanych détech se odhaduje, ze
dédi¢nost BMI a télesného tuku se pohybuje v rozmezi 2540 %. Jde o tzv. obezitu
polygenni, kdy ma jeden polymorfismus s minoritnim efektem na télesnou hmotnost
relativné mirny vliv na celou télesnou kompozici. Kombinace riznych variant vice gent s
vlivem na télesnou kompozici ale mtize vést ke znacné odliSnému vyskytu obezity v riznych
populacich. Nelze opomenout fakt, ze za epidemii obezity v poslednich dekddach muze i
zména zivotniho stylu zpomérné aktivniho na ponékud pohodovéjsi s daleko vétSim
vybérem nejen chut'ové, ale 1 energeticky bohatych potravin a napoju. (Bellia et al., 2009;
Henneman et al., 2008)

Vysledky studii ukazuji, ze geny ovliviiyjici BMI vétSinou koduji proteiny
ovliviiyjici zejména chutové vjemy a preference v pfijmu potravy. Oproti tomu geny
uplatiiujici se v rozlozeni tuku v téle jsou vétSinou geny ucastnici se metabolismu adipocyta.

Je znamo vice nez 300 SNPs v asociaci s obezitou. Mezi geny ovlivitujici télesnou
hmotnost/rozlozeni tukové hmoty/télesnou stavbu patii napi. FTO, PPARy, MCA4R,
TCF7L2...

(Dai et al., 2013; Rankinen et al., 2013)

2.3.2. Diabetes mellitus 2. typu

Predpoklada se, Ze zhruba 60-90 % ptipadi DM2T souvisi s obezitou nebo nartistem
vahy. Podobné jako jiné civilizani metabolické choroby je vysledkem rizikové genetické
predispozice umocnéné o nevhodnou skladbu jidelnicku a nedostatek fyzické aktivity.
(Simopoulos a Ordovas, 2004)

Ze studii vyplyva, ze dédicnost se na rozvoji DM2T podili z cca poloviny. Jedinci
s pozitivni rodinnou anamnézou mezi pfibuznymi prvniho stupné maji az tiikrat vyssi
pravdépodobnost manifestace DM2T. (Gloyn, 2003)

Podle WHO (2022) je celosvétoveé kolem 422 miliont lidi s DM2T. Nartstajici
tendenci této nemoci zaznamenavame nejen v rozvinutych zemich zapadniho svéta, ale
v poslednich letech jiz i v mnoha rozvojovych asijskych zemich. Pfi porovnani rozdilt
v patofyziologii DM2T mezi Asiaty a obyvateli Spojenych statti se zjistilo n¢kolik zdsadnich
rozdila. Podle Chana a kol. (2009) se diabetes v asijské populaci manifestuje v niz§im veku,
pfi niZSim stupni obezity/pii niz§im BMI, a pfi stejném néristu hmotnosti jako u pacientil
kavkazské rasy se vyskytuje ve vyssi mife. Mezi Asiaty neplati pfima iméra mezi vyskytem
DM2T a vyskytem obezity, a 1 maly nartist hmotnosti v dospélosti u Asiatli vyznamné
zvySuje jejich riziko vzniku DM2T. Vysetfeni pomoci CT odhalilo, ze Asiati maji pfi
stejném obvodu pasu jako Evropané vice viscerdlniho tuku. VétSi pravdépodobnost
abdominalniho ukladéani tuku spolu s niz§i svalovou hmotou vedouci k tzv. ,,metabolicky
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obéznimu fenotypu* u jedinct s normalni té¢lesnou hmotnosti predstavuje u obyvatel asijské
rasy vetsi riziko inzulinové rezistence a DM2T. (Yoon et al., 2006; Lear et al., 2007)

Diky GWAs dnes zname fadu genti asociovanych s DM2T, jejichz frekvence alel se
mezi jednotlivymi etniky vyznamné lisi. Je to napfiklad piipad béznych variant genu
TCF7L2, které se vyskytuji v evropské populaci ve frekvenci 20-30 % - u Asiatd se
vyskytuji jen ve 3—5 %. (Ng et al., 2008)

Prace Hua a kol. (2011) naznacuje, Ze strava zapadniho typu je spojena s vySSim
rizikem vzniku DM2T u lidi s vy$§im genetickym rizikovym skore (GRS), tedy s vyS$im
poctem SNPs pro DM2T nez je tomu u téch, kteti maji niz§i GRS.

2.3.3. Kardiovaskularni onemocnéni

Kardiovaskularni onemocnéni jsou nejcastéjSimi pfi¢inami smrti celosvétove. Je
takto oznacovana skupina chorob, které postihuji srdce a cévni soustavu, mezi néz se fadi
napiiklad ischemickd choroba srde¢ni, choroby cerebrovaskularni, periferni arteridlni
onemocnéni, tromboembolické choroba atd. (WHO, 2021)

Na etiopatogenezi KVO se podili fada pficin, jak genetickych, tak i1 vngjSich.
Rizikové faktory pro KVO mohou byt Cisté behaviordlné-nutricni, jako je nadmérna
konzumace alkoholu, nedostate¢ny piijem ovoce a zeleniny ¢i fyzickd inaktivita, nebo jsou
to metabolické poruchy, jez maji genetické pozadi, nicméné mohou byt ovlivnitelné
dietou/pohybovou aktivitou: obezita, DM2T, hypertenze a dyslipidémie. (De Caterina,
2007)

Prostfednictvim GWAs byly odhaleny a nasledné ovéfovany a potvrzeny desitky
polymorfismd, které jsou asociovany s KVO. Kromé gend, které maji signifikantni vliv na
geny, které jsou pro né¢ specifictgjsi. Jde naptiklad o geny ucastnici se zanétlivého procesu
(hs-CRP, gen pro IL-6, gen pro TNF-a, gen pro IL-1, atd.), metabolickych drah (SLC>A4,
INS — gen pro inzulin, LEP — gen pro leptin, ADIPOQ — gen pro adiponectin aj.),
oxidativniho stresu (MPO — gen pro myeloperoxidizu, MTHFR — gen pro
methyentetrahydrofolat-reduktazu, TCN2 — gen pro transkobalamin), hemostazy (gen pro
fibrinogen, gen pro faktor VII a faktor VIII), ¢i nekrozy (TNNI; — gen pro troponin I3, CKM
— gen pro kreatinin-kinazu). V metabolismu lipidii jsou vyznamné zejména: gen pro LDLR,
gen pro Lp-(a) a geny pro apolipoproteiny (A, B, E). (Musonda et al., 2022)

Pfedem znat naSe genetické predispozice k urcitym onemocnénim ¢i staviim a
pochopit interakce mezi geny/variantami gend a stravou v patogenezi nemoci je proto velice
dilezité nejen v prevenci, ale i v pfipadné terapii. Strava miiZe napomahat rychlejsi
regeneraci tkani, nebo prohloubit inzulinovou rezistenci, zanétlivé procesy ¢i aterosklerézu
(Scuteri, 2007). Intervenci at’ uz pohybovou nebo stravovaci mizeme jednak oddalit rozvoj
KVO, ale také zabranit jejich komplikacim v pozdé&jSich fazich.
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3. Nutrigeneticky funkéni geny a jejich polymorfismy
3.1.Gen FTO a jeho polymorfismy

FTO je oznafovan jako nejvyznamnéjsi dosud zndmy gen pro genetickou
predispozici k obezité. Tento gen je vysoce polymorfni a nékolik jeho variant je spojovano
s vyssim BMI nebo obezitou. Mezi nejsilnéjsi varianty majici signifikantni vliv na BMI jsou
intronové varianty: rs17817449, rs9939609, rs1421085, a dalsi. (Speliotes et al., 2010)

Chromozom 16
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Obrazek 2 - Struktura genu FTO a jeho polymorfismy (upraveno podle Yang et al., 2017)

Gen FTO je lokalizovan na dlouhém ramenu chromozomu 16 (16q12.2) (Obrazek 2).
Poprvé byl protein FTO popsan jako demethylaza N6-methyladenosinu zavisla na Zeleze a
2-oxoglutaratu. Tato demethylaza je dilezitd predevsim v regulaci post-transkripéni genoveé
exprese a muze tak ovlivnit mnoho pato/fyziologickych procesti véetné rozvoje nadort,
obezity atd. SNP (jednonukleotidové polymorfismy) genu FTO byly dany do souvislosti
s vyskytem BMI. Pomoci GWAS byl FTO identifikovan jako prvni gen asociovany s béznou
formou obezity. Varianty FTO byly spojovany i s rizikem vyskytu DM2T, ale pozd¢jsi
analyzy ukdzaly, Ze tato korelace je spiSe zprostiedkovana obezitou/vy$sim BMI. (Ganeff et
al., 2019; Zhou et al., 2020; Frayling et al., 2007; Gerken et al., 2007)
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U zvitecich FTO knock-out modela byla popisovana postnatalni rastova retardace,
snizeny pfijem potravy a redukce tukové tkan€, naopak nadmérna exprese FTO vedla ke
zmnozeni tukové tkané. Mechanismus, kterym FTO ovlivituje télesnou vahu, je vSak stale
nezndmy. GWAS odhalily, ze n¢které SNP lezici v intronu 1 genu FTO jsou asociovany s
vy$§im rizikem pro nadmérny hlad, zvySeny piijem potravy a ndsledné pro obezitu. Snizena
exprese v FTO genu vede k vy$§imu piijmu potravy, a naopak nadmérné exprese FTO genu
vede ke snizenému pfijmu u zvifecich modelii. (Haupt et al., 2009; Tanofsky-Kraff et al.,
2009)

V rodinach s mutaci FTO projevujici se nefunk¢nosti proteinu jsou pozorovany
mnohocetné malformace véetné mikrocefalie, facialnich dimorfismd, retardace rustu a
mozkovych deficiti s pozdnim psychomotorickym vyvojem, ale bez znamky abnormalniho
ukladani tuku, coz naznacuje, ze varianty v FTO mohou mit nepfimy vliv na energeticky
metabolismus ovlivnénim gentl v okoli. (Speakman et al., 2008)

Exprimovan je ve znané mife v celém organismu, nejvy$s$i mira exprese FTO je
vSak zaznamenana v hypotalamu, v oblasti, kde se mimo jiné nachézi centrum pro regulaci
piijmu potravy, exprese je snizend po 24 az 48 hodinach hladovéni a zvySuje se po 8 az 10
tydnech pfijmu stravy bohaté na tuky. (Frayling et al., 2007; Gerken et al., 2007)

Asociace varianty rs17817449 s obezitou byla nalezena a nasledné¢ potvrzena
v riiznych populacich nap#i¢ kontinenty — a to jak u Evropand (Cech®), tak u Asiati
(Korejctr). (Dina et al., 2007; Hubacek et al., 2008; Cha et al., 2008)

Byly provedeny i studie prokazujici asociaci mezi FTO a vyS$§im rizikem pro jina
onemocnéni. Jednd se naptiklad o syndrom polycystickych ovarii ¢i nékteré druhy nadort,
a to 1 u neobéznich. (Li et al., 2013; Brennan et al., 2009)

3.2.Gen TCF7L2
3.2.1. Gen TCF7L2 a jeho polymorfismy

Gen TCF7L2 byl objeven v roce 2006. Tento gen je exprimovan v tukové tkani a
ovlivituje regulaci adipogeneze. Mira exprese TCF7L2 je v korelaci s homeostazou glukozy

vvvvvv

(Geoghegan et al., 2019; Noordam et al., 2018; Haupt, 2010)

Gen TCF7L2 je lokalizovan na chromozomu 10 (10g25.3) a ma 17 exoni. (Duval et
al., 2000), (Obrazek 3)

Tento gen byl ptivodné znam jako TCF-4. Patii do rodiny T-cel factor s HMG-box
transkripénimi faktory a funguje jako efektor v signdlni draze Wnt. Tyto faktory jsou
stimulovany Wnt ligandy, poté se navaZou na jaderny B-catenin a vytvoii spolu dvoudilny
transkrip¢ni faktor cat/TCF, ktery stimuluje cilovou Wnt expresi. Komplex cat/TCF miize
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téz pusobit jako efektor pro jiné signalni molekuly, jako jsou peptidové hormony, IGF-1,
inzulin, LPA. (Jin et al., 2008; Desbois-Mouthon et al., 2001)

Dva SNPs v genu TCF7L2 jsou davany do souvislosti se zvySenym rizikem DM2T
plynoucim z nefunkénosti B-bunék v odpovédi na glukdzu a nedostate¢né sekrece inzulinu:
1s7903146 ars12255372. Zejména varianta rs7903 146 stale pfedstavuje jednu z nejsilnéjsich
variant ve spojitosti se zvySenym rizikem vzniku DM2T. Piedpoklada se, Ze se rovnéz podili
na rozvoji dyslipidémie a na vy$§im obvodu pasu, inzulinové rezistenci, abdominalni obezité
a hypertenzi. (Florez et al., 2006; Cauchi et al., 2007; Povel et al., 2011)

Jako rizikové jsou popsany genotypy TT a TC urs7903146, kdy jedinci nesouci alelu
T maji aZ 0 50 % snizenou sekreci inzulinu B-bunkami pfi oralnim glukézovém tolerancnim
testu oproti jedinciim bez této alely. Mimo to jsou tyto genotypy také spojovany s nizs$i mirou
redukce hmotnosti po intervenci. (Villareal et al., 2010; Haupt et al., 2010)

Chromozom 10
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Obrazek 3 - Struktura genu TCF7L2 a jeho polymorfismy (upraveno podle Wilfred et al.,
2012)
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3.2.2. Role TCF7L2 v metabolismu glukozy a lipidii:
Jatra:

Wnt signalni draha je dulezitd jak pro vyvoj jater, tak pro jejich metabolismus a
regeneraci. Zejména metabolismus glukézy v jatrech je pod znacnym vlivem této signdlni
drahy, kdy role TCF7L2 v jaterni glukoneogenezi byla potvrzena: inhibici TCF7L2 lze
dosdhnout zvySené bazdlni produkce glukdzy v jatrech doprovazené vyssi expresi
glukoneogennich gent (Fbl, Pckl, Gé6pc...), nadmérma exprese genu naopak vede
k opa¢nému fenotypu a znacné snizuje jaterni produkci glukézy. Neéktefi autofi tak
predpokladaji, ze rizikové varianty genu TCF7L2 mohou negativné ovlivnit jak glykémii na
lacno, tak postprandidlni glykémii. (Norton et al., 2011; Norton et al., 2014)

Pankreatické B-bunky:

TCF7L2 ovliviuje proliferaci a funkei B-bunck, stejné tak sekreci inzulinu regulaci
exprese GLUT2 a GLP-1R. (Shu et al., 2009; Shao et al., 2018)

Tukova tkan:

Jako kliCovy regulator v Wnt/B-cateninové signalizani draze ma TCF7L2 velky
vyznam v adipogenezi: ovliviiuje diferenciaci preadipocytt, reguluje velikost adipocytd a
jejich endokrinni funkci i metabolismus glukézy. (Geoghegan et al., 2019; Bennett et al.,
2002)

3.3.Gen MC4R

3.3.1. Vyznam melanokortinovych receptori

Melanokortinovymi receptory, jak napovida jejich nazev, je oznaCovana skupina 5
(MCIR — MCS5R) typt receptori sptazenych s G-proteinem, které jsou aktivovany
melanokortiny. Do skupiny melanokortinii zahrnujeme melanocyty-stimulujici hormon
(MSH) a adenokortikotropni hormon (ACTH), které vznikaji z pre-prohormonu
propionomelanortinu (POMC) produkovaného v hypofyze. Krom& hormonti odvozenych od
POMC jsou melanokortinové receptory aktivovany také endogennimi antagonisty — Agouti
proteinem a Agouti-piibuznym proteinem (AgRP).

V regulaci energetického metabolismu je nejvyznamnéjsi MC4R, ktery se exprimuje
zejména v centralnim nervovém systému, je soucasti leptin-melanocortinové signalni drahy
a je inhibovadn endogennim antagonistou agouti-related protein (AGRP) a aktivovan
agonistou a-melanocyte stimulating hormone (aMSH). Vazba a-MSH na MC4R slouzi jako
anorexigenni signdl a vede ke sniZeni pfijmu potravy a zvySenému energetickému vydeji,
(obrazek 4).

(Gantz et al., 1993; Cone, 2005; Beckers et al., 2009)
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3.3.2. Gen MCA4R a jeho polymorfismy

Gen MCA4R je po FTO oznacovan jako druhy nejsiln€jsi gen ovlivituji BMI/obezitu
(efekt FTO varianty na BMI je vétsi nez MC4R o0 0,1 kg/m? — 0,33 vs 0,23 kg/m?). Na rozdil
od FTO se vSak nenasla asociace mezi MC4R a celkovym energetickym piijmem ¢i piijmem
jednotlivych makronutrientd. (Thomsen et al., 2012)

Polymorfismus rs17782313 lezici 188 kb od MC4R je spojovan se zvySenym
piijmem energie a se signifikantné vyssim BMI i jinymi znaky obezity u déti i dospélych,
kdy kazda rizikova alela vede ke zvySeni BMI 0 0,2 jednotky. (Loos et al., 2008; Kochetova,
2015)

Dalsi prace nasly také spojeni mezi rs17782313 a dalSimi rizikovymi faktory pro
KVO: inzulinova rezistence a DM2T, hypertriglyceridémie u nositelti alely C polymorfismu.
(Tschritter et al., 2011; Katsuura-Kamano et al., 2014)

Energeticky

iptijem | 1 vijdej | 1 ptijem | Lvidej

Nucleus paraventricularis
hypothalami

Nucleus arcuatus
hypothalami

NPY/AgRP

(orexigenni)

Obrazek 4 - Funkce MC4R v energetické regulaci (upraveno podle Fani et al., 2014)
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3.4.Gen ApoE
3.4.1. Apolipoprotein E

Apolipoprotein E mé v organismu fadu funkci. Je v§ak pravdépodobné nejvice znam
jako vyznamny regulator v metabolismu lipoproteinti a lipidd. Je soucésti chylomikront,
VLDL, IDL, LDL HDL a Lp(a). Tento apolipoprotein funguje jako ligand pro receptory
lipoproteinti a podili se tak na regulaci jejich vychytavani z cirkulace a nasledné degradace.
APOE timto zptisobem kontroluje jejich hladinu v plazmé. Ugastni se rovnéz koagulace,
oxidativnich procest, homeostazy a regulace funkce gliovych bun¢k, makrofagil, neuront,
stejné tak ovliviiuje zanétlivé procesy a proliferaci bunék. Tento apolipoprotein mize téz
inhibovat lipoproteinovou lipazu a lipolyzu lipoproteinii bohatych na triglyceridy. Byla
prokéazana i jeho role v potencidlnim zvySeni produkce VLDL v jatrech. Rtizné koncentrace
ApoE jsou spojovany s jinou pfi¢inou mortality: vysoka hladina plazmatického ApoE je
asociovana s vyssi mortalitou na KVO a nadory, kdezto nizké hladiny s vy$si mortalitou pfi
demencich. (Packard a Shepherd, 1997; Hara et al., 2006; Rasmussen et al., 2019)

3.4.2. Gen ApoE a jeho polymorfismy

Gen APOE, ktery koduje apolipoprotein E, se exprimuje v mnoha tkanich, nejvice
vSak v jatrech, dale v mozku, ve slezin€, v ledvinach, v gonadach a v makrofazich. Je dlouhy
3,7 kilobazi se 4 exony a je lokalizovan na chromozomu 19 (19q13.2). Koduje prekurzor
apolipoproteinu E se 317 aminokyselinami. Po odtrZzeni 18aminokyselinového signalniho
peptidu z prekurzoru vznikd apolipoprotein E jako 34-kDa dlouhy protein s 299
aminokyselinami a je sloZzen ze dvou strukturalnich domén, kdy amino-terminalni konec
obsahuje misto pro vazbu na LDL ¢éstici. (Marais, 2019)

Dva missense (zdména nukleotidu v sekvenci ma za nasledek zafazeni jiné
aminokyseliny do polypeptidového fetézce) SNPs v genu APOE jsou pficinou tii izoforem
tohoto genu: produktem alely €2 je Apo-E2, alela €3 dava vznik Apo-E3 a alela €4 vede ke
vzniku Apo-E4. Izoforma E2 obsahuje Cystin v pozici 112 (rs7412; p.Argl76Cys) i 158
(rs429358), E3 obsahuje v pozici 112 Cystin a v pozici 158 Arginin, zatimco polymorfismus
E4 obsahuje v obou pozicich Arginin (obrazek 5). Tyto aminokyseliny méni konformaci
vazebného mista proteinu k receptorim, coz vede kodliSné aktivité a vazebné
afinité jednotlivych lipoproteinti k receptoriim i jejich stabilité, tudiz kazda z izoforem ma
za nasledek odlisné koncentrace lipoproteini v krvi. Nejbéznéjsi alelou je ¢€3.
Apolipoprotien E2 je zndm pro svou asociaci s hyperlipoproteinémii typu III diky nefunkéni
vazebné aktivité s receptory. Varianta Apo-E4 sice vykazuje normalni vazebnou funkci, ale
muze vést ke zvySené hlading cholesterolu a LDL. (Mahley et al., 1988; Mahley et al., 2009)

Nejaterogenng;jsi z téchto izoforem je alela E4. Nositelé alely E4 majiaz o 31 % vyssi
hladinu LDL nez nositelé alely E2. Jedinci s genotypem obsahujicim APOE4 maji také vyssi
krevni tlak ¢i vyssi riziko KVO, ale na druhou stranu 1épe reaguji na dietni intervence, kdy
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vykazuji vyraznéjsi pokles TAG po suplementaci EPA a DHA. (Dwyer et al., 2004; Bennett

etal., 2007)

1
2

DIS

exon 4

Chromozom 19

-

rs429358-C/T

rs7412- C/T

/\

€2 TGC Cys T6C Cys
€3 TGC Cys CGC Arg
g4 e Arg CGC Arg
\_ J

Obrazek 5 - gen ApoE a jeho varianty (upraveno podle Abondio et al., 2019)

3.5.Gen LCT a laktozova intolerance

3.5.1. Laktoza

Laktoza je disacharid vyskytujici se hlavné v mléce a mlécnych produktech, pro

jehoz vstfebavani je nutna hydrolyza na monosacharidy - glukézu a galalaktézu. Enzym

zodpovédny za hydrolyzu laktdézy se nazyva laktaza (nebo také B-galactosidaza Ci lactase-

phlorizin hydrolaza =

LPH) a je pfitomen v kartd¢ovém lemu tenkého stfeva. Tento

transmembranovy glykoprotein lokalizovany na lumindlni ploSe membrany microvilli

enterocytil miize hydrolyzovat nejen laktozu, ale i1 laktosylceramid, celobidzu, celotridzu,
flavonoidni glykosidy a phlorizin. (Naim, 2001)
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3.5.2. Laktozova intolerance a laktazova perzistence

Clovék vykazuje nejvyssi aktivitu laktazy béhem kojeneckého obdobi. Po tomto
obdobi se zac¢ina aktivita LPH znacn¢ snizovat kvili jeji klesajici produkci. Tento stav je
také znam jako laktdzova nonperzistence, jejimz néasledkem je neschopnost travit mlécny
cukr - laktézu. Opacny stav se nazyva laktdzova perzistence. (Naim, 2001)

Laktézova intolerance oznacuje stav, kdy jedinec vykazuje postupné s vékem
snizujici se aktivitu laktdzy. Miize se projevit riznymi gastrointestinalnimi piiznaky po
poziti jidla obsahujiciho laktézu. Ptiznaky jako osmoticky prijem, bolest bficha,
meteorismus nebo flatulence jsou zpisobeny malabsorpci laktdzy, naslednou ptitomnosti
laktozy i v tlustém stfeve a jeji fermentaci sttevnimi bakteriemi za vzniku plynt a laktatu.
Lakt6zova intolerance neni na rozdil od vzacné vrozené deficience laktdzy nemoci. Piestoze
schopnost travit laktozu u dospelych mize byt mnohymi vnimano jako samoziejmost, neni
tomu tak. Odhaduje se, ze az dv¢ tietiny svétové populace maji laktazovou nonperzistenci.
Laktazova perzistence se totiz vyvinula az jako forma evolu¢ni adaptace u lidi v oblastech,
kde se zacalo pit mléko i v dospélosti. Trebaze laktdzova perzistence neni puvodni
schopnosti Clovéka, miize ptinést neékteré vyhody nositelim polymorfismu této vlohy,
napiiklad vyssi piijem véapniku obsazeného v mléénych produktech jako prevence
osteoporozy. (Bouchard a Ordovas, 2014; Ségurel a Bon, 2017)

Zacatek zemédélstvi byl pravdépodobnym meznikem ve zméné zpiisobu zivota, a
tudiz i ve zplisobu stravovani pro lidskou spole¢nost. Vezméme si jako ptiklad chov dobytku
pro mléko, ktery v Evropé zacal pfed zhruba 9 000 lety a vyznamné zménil skladbu
jidelnicku tehdejSich obyvatel, ale ziejm€ i1 genetickou vybavu dneSnich Evropant.
Konzumace mléka i v dospé€losti po mnoha generacich zfejmeé vedla k rozsifeni schopnosti
Evropant travit laktézu i v dospélosti a frekvence vyskytu laktdzové perzistence je v této
populaci vysokd. Naopak gen pro laktazu nebyl pod vlivem selekce v asijskych populacich,
kde frekvence alely pro laktdzovou perzistenci ve varianté¢ 13910T bud’ chybi, nebo se
vyskytuje jen velmi zfidka. Pro uplnost 1ze dodat, Ze byly objeveny varianty pro LCT
vedouci k laktézové toleranci v populaci vychodnich Afri¢ani, které jsou zcela odlisné od
téch evropskych. (Kretchmer, 1971; Voight et al., 2006; Tishkoff et al., 2007)

3.5.3. Polymorfismus pro laktéozovou intoleranci/laktazovou perzistenci

LPH je kodovan genem pro laktdzu (gen LCT) lokalizovanym na chromozomu 2q21.
Gen LCT ma 17 exont kodujicich 1927 aminokyselin. Laktdzova perzistence je dominantné
dédicna a je zplsobena alespoii 5 nezavislymi SNPs voblasti genu MCM6
(minichromosome maintaince complex component 6). Lokus pro laktdzovou perzistenci lezi
mezi intronem 13 a exonem 17 genu MCM6 a je umistén smérem k 5 konci genu pro laktazu.
Varianta T — C v pozici 3712 a varianta C — T v pozici -13910 (rs4988235) v Evropé
vykazuji veétsi schopnost navazovat se na transkripéni faktor nez piivodni varianta. Kdyz
jsou oba polymorfismy ptitomny, aktivita enhanceru leziciho smérem k 5'konci LCT
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promotoru je zvysena a umoziuje tak laktazovou perzistenci az do dospélosti (Obrazek 6).
(Enattah et al., 2008; Fang et al., 2012)

Chromozom 2

N
o

N

-

Promotor LCT genu

= | (—
Intron 13
Intron 9 : Exon17
¢ g™
-1410 bp 1
CG/CTAAGT %
-13915 bp ¥ -13907bp
...GATAAT/GGTAGC/TCCC/GTG...

-13910 bp

rs4988235

Obrazek 6 - LCT a MCMG6 (upraveno podle Schulltheis et al., 2011)

Frekvence laktazové perzistence je vySsi v severnich oblastech Evropy a postupné
klesd smérem k jihu, a je velice nizka v Asii a Africe (Itan et al., 2010; Storhaug et al., 2017).

3.6.Gen ADH1B a konzumace alkoholu

3.6.1. Alkohol

Alkohol (etanol/etylalkohol) je soucasti mnoha kultur 1 socialnich norem a dopad
jeho konzumace je ptedmétem diskuzi jiz desitky let. Diskutuje se zejména o i¢inku malého
mnozstvi alkoholu na zdravi, nicmén¢ t€zky alkoholismus mé na zdravotni stav prokazané
mnoho nepfiznivych ucinkl jak akutnich, tak i chronickych. Mezi jeho bezprostiedni
nebezpeci patii riziko nehod, padu, z dlouhodobéjsich negativnich dopada alkoholu jsou to
zejména psychické problémy, zmény osobnosti, zavislost, jaterni cirh6za, nadorova 1
kardiovaskularni onemocnéni. (WHO, 2022)
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Miru konzumace alkoholu ¢i riziko vzniku zéavislosti na alkoholu/alkoholismu
ovliviiyji jednak socidlni normy, a jednak individudlni znaky jako je pohlavi, etnikum, vk
¢i socioekonomicky stav. (WHO, 2022)

3.6.2. Metabolismus alkoholu

Maly objem alkoholu je vstfebavan a metabolizovan hlavné sténou zaludku, vétsi
objemy nad first-pass kapacitou gastrointestinalni sliznice jsou metabolizovany piedevsim
vjatrech. Davky do 5-10 g etanolu/den jsou metabolizovany enzymem alkohol-
dehydrogendzou (ADH) na acetaldehyd v zaludku i v jatrech. Pii davkach >10 g
alkoholu/den se oxidace odehrava také v mikrozomalnim etanol-oxidujicim systému
(MEOS) zahrnujicim $kalu enzymi z rodiny cytochromi P-450. Oxidace acetaldehydu na
acetat je zajiStovana enzymem aldehyd-dehydrogenazou (ALDH). (Kohlmeier, 2015)

Za nepiijemné ptiznaky (Cervenani, nauzea, zvraceni, bolest hlavy, tachykardie) po
konzumaci alkoholu, jez jsou bézné souhrnné ozna¢ovany jako kocovina, miize nadbytecné
mnozstvi nahromadéného acetaldehydu, ktery tak muize odradit ¢lovéka v konzumaci
dalsiho alkoholu. Jsou zndmy rtizné varianty jak genu pro ADH, tak i genu pro ALDH, kter¢
mohou pfes acetaldehyd neptimo ovlivitovat pfijem alkoholu. (Sherman a Watson, 2002)

3.6.3. Gen ADHI1B a jeho polymorfismy

vvvvvv

odlisnymi geny. Existuje nékolik variant (alel) téchto genli s rozdilnymi vlastnostmi
vedoucimi naptiklad k rizné rychlosti oxidace alkoholu. (Hurley et al., 2002)

Geny pro ADH lezi na chromozomu 4 a kéduji 7 enzymti ADH, které funguji jako
dimery se 2 podjednotkami. Na zdklad€ podobnosti v sekvenci jejich aminokyselin a v jejich
kinetickych vlastnostech jsou rozdéleny do 5 tfid. Nejvyssi aktivitu vykazuje tfida I — geny
pro ADHIA, ADH1B a ADHIC liSici se jednou podjednotkou (a/B/y). (Hurley et al., 2002;
Lee et al., 2006)

ADHIB (rs1229984 anebo Arg49His) existuje ve tiech alelickych formach lisicich
se v sekvenci aminokyselin pro B-podjednotku: alela ADH1B*1, ktera je povazovéna za
referencni, koduje B1-podjednotku s argininem v pozici 48 a 370; alela ADH1B*2, ktera je
bézna u Asiatl, koduje B2-podjednotku s histidinem v pozici 48; ADH1B*3, pfitomna
zejména u Africant, koduje B3-podjednotku s cysteinem na pozici 370. Lze tedy fici, Ze
ADHI1B vykazuje zna¢né distribuéni rozdily mezi etnickymi skupinami. Zaména
aminokyseliny na obou podjednotkach B2 i B3 se nachazi v mist¢, kde se navazuje NAD+
nutné k oxidaci ethanolu. To vede k tomu, ze se koenzym z vazby uvolnuje rychleji nez u
B1. Formy ADH1B*2 a ADH1B*3 tedy oxiduji alkohol na acetaldehyd vyssi rychlosti nez
forma ADH1B*1, coz ma za nasledek nedostate¢nou rychlost pfemény a vétsi akumulaci
acetaldehydu po konzumaci alkoholu. Piedpokladd se, ze osoby s aspoii jednou kopii
ADH1B*2 budou mit diky hor§imu priibéhu kocoviny mensi riziko zavislosti na alkoholu.
(Hurley et al., 2002)
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Obrazek 7 - Polymorfismy v metabolismu alkoholu (upraveno podle Yokoyama et al., 2014)

Vime diky mnoZzstvi dochovanych dokumentli, ze v minulosti existovaly mezi
regiony zna¢né rozdily nejen ve stravovani ale i v pfijmu tekutin. Diivodem mohla byt
kultura, nédbozenstvi ¢i jednoduse zvyk. To vSechno se promitalo i do genetické vybavy
dnesnich lidi, kdy kulturni faktory v n€kterych oblastech daly pfednost genovym variantam
umoziujicim toleranci viici alkoholu. Jinde se efekt t€chto variant naopak nemohl uplatiiovat
a zacaly se tak z populace postupné ztracet. (Bouchard a Ordovas, 2014)

Vyznamné znaky selekce 1ze najit v genech pro alkohol-dehydrogenézu u obyvatel
vychodni Asie. Zejména funk¢éni varianta genu ADH1B — Arg47His zde prosla silnym
prirodnim vybérem, jelikoz tato varianta pravdépodobné umoznuje i jistou ochranu pied
toxiny z plesnivéjici ryze. V Asii je frekvence této alely Castéj$i u populaci, které zacaly se
zemé&délstvim pomémé brzo (Korejci, Japonci, Cifané, Hmong-Miefiané, Daici,
Austronésiané€), naopak niz8i vyskyt varianty ADH1B-47His lze najit u téch populaci, které
presly na zemédélstvi az v pozdé€jSich obdobich. (Voight et al., 2006; Cavalli-Sforza a
Feldman, 2003; Han et al., 2007)
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3.7.Gen HFE a hereditarni hemochromatoza
3.7.1. Metabolismus Zeleza

Zelezo je kli¢ové nejen jako kofaktor v pienosu kysliku (dychani), ale také v fadé
redoxnich reakci, v metabolismu aminokyselin, lipidi, alkoholu aj. Nejlepsimi zdroji zeleza
jsou potraviny obsahujici hemové Zelezo (Fe**) — Zivocisna strava. Potraviny rostlinného
puvodu, jako naptiklad luSténiny, také obsahuji zelezo, ale prevazné nehemové s hor$imi
absorp¢nimi vlastnostmi. (Kohlmeier, 2015)

Clové&k potiebuje pfijmout nejméné 8 mg Zeleza za den, aby pokryl jeho ztraty, s tim,
Ze vegetariani a menstruujici Zeny i t€hotné a kojici zeny by ho m¢li pfijimat vice. Pi{jem
zeleza, zejména hemového, byva nedostateény ve vétSiné oblasti svéta, zejména u déti a
mladych zen, coz u nich ¢asto vede k jeho deficitu. (Kohlmeier, 2015)

V metabolismu zeleza jsou znamé zejména varianty v genech: HFE, TF, TNF-a a
TMPRSS6. Vi se, ze vyskyt nékterych variant snizuje riziko vzniku deficitu zeleza ve
populacich oproti jinym. (Hentze et al., 2010; Folgueras et al., 2008; Benyamin et al., 2009;
Beutler et al., 2002)

3.7.2. Gen HFE a jeho polymorfismy

Gen HFE a jeho asociace s hemochromat6zou byly objeveny v roce 1996 Federem a
kol. (1996). Tento gen, ktery se nachézi na dlouhém raménku chromozomu 6 (6q) v oblasti
HLA tfidy I, se sklada z 9609 bp a obsahuje 7 exonll. Gen kdduje membranovy protein HFE,
jenz reguluje produkci hepcidinu. Hepcidin je protein produkovén jaternimi buiikami a je
nejvyznamnéjSim reguldtorem v transportu Zeleza. Piisobi prostfednictvim vazby s
ferroportinem v tenkém stfevé a na makrofazich. Vazbou na ferroportin inhibuje hepcidin
transport Zeleza z buné€k s naslednou degradaci v lyzosomech. Jedna cesta k regulaci exprese
genu pro hepcidin v jatrech je kontrola hladiny Zeleza pomoci TfR2. Kdyz je hladina Zeleza
vy$si, byva zvysena i1 hladina transferinu, vazby TfR1 jsou nasyceny a transferin je nucen se
navazat i na TfR2, ktery je za normalnich podminek volny. Vazba transferinu na TfR2 spusti
kaskadu reakci, které vyusti ve sniZzeni exprese hepcidinu. HFE je gen, ktery modifikuje
vazebné vlastnosti TfR2 a rozhoduje tak, pfi jaké koncentraci transferinu za¢ne narstat
exprese genu pro hepcidin (Obréazek 8). (Barbujani et al., 1997; Zhang, 2010)

Existuji varianty genu HFE, jejichZ nositelé nejsou tolik citlivi k deficitu zeleza a
anémii, naopak je u nich nutné vyssi koncentrace transferinu k navyseni produkce hepcidinu:
varianta rs1800562A (845G > A neboli Cys282Tyr) nachéazejici se v exonu 4 a varianty
rs1799945G (187C > G ¢i His63Asp) a rs1800730T (193A > T / Ser65Cys), které se
nachazeji v exonu 2 genu HFE (Obrazek 9).
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Obrdzek 8 - Uloha genu HFE v metabolismu Fe (upraveno podle Lawen a Lane, 2013)

Mezi nejvice studovanymi polymorfismy v tomto genu patii Cys282Tyr a H63D,
pricemz vice nez 80 % piipadi hemochromatozy je spojeno s variantou C282Y, ktera
blokuje interakci mezi HFE proteinem a receptorem pro transferin, coz muze byt pti¢inou
nadmérné akumulace zeleza v organismu. Mutace H63D ovliviiuje terciarni strukturu HFE
proteinu a tim méni regulaci absorpce Zeleza. Mutace S65C ma oproti dvou piedchozim
variantam niz8i asociaci s hemochromatézou, byl vSak potvrzen jeji vliv na mirnou
akumulaci Zeleza. Nositelé téchto mutaci vice retinuji Zelezo a mivaji tak nasobné vyssi
koncentraci volného Zeleza v krvi. V nékterych populacich se tyto varianty vyskytuji ve
vys$i frekvenci, a to pfedevSim v oblastech, kde lidé v minulosti vice trpéli na nedostatek
Zeleza. V dnes$ni dobé vSak na mnoha mistech s vy§Sim vyskytem Zelezo-retinujicich variant
JiZ neni o potraviny bohaté na Zelezo takovéa nouze, hrozi zde tak spiSe riziko manifestace
hemochromatézy z nadbyte¢né akumulace zeleza. Riziko klinické manifestace
hemochromatozy pii aspoit dvou kopiich rizikové alely varianty rs1800562 (Cys282Tyr)
nebo pii 3 kopiich jakékoli z rizikovych alel je pak az tisickrat vyssi nezZ pfi jejich absenci.

(Feder et al., 1996, Serensen et al., 2019; Caterina et al., 2019)
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Obrazek 9 - Gen HFE (upraveno podle de Campos et al., 2019)

3.7.3. Hereditarni hemochromatoza

Hereditarni hemochromatdza je autozomalni recesivni choroba, ktera se vyznacuje
extrémné vysokou hladinou volného Zzeleza v téle. Piebytecné Zelezo se kumuluje
v organech, nejvice v jaterni tkdni, pankreatu, srdci a mozku, kde tvofi ireverzibilni depozity
hemosiderinu. Toto onemocnéni je pomérné Casté zejména u obyvatel kavkazského etnika.
Feder a kol. (1996) potvrdil ve své praci vyskyt mutace pro variantu Cys282Tyr v genu HFE
az u 83 % pacienti s hereditarni hemochromatézou.

Casnymi nespecifickymi pfiznaky hemochromatézy jsou zejména letargie,
malatnost, bolesti bficha, ztrata hmotnosti, ztuhlé klouby nebo artritida. Pozdni pfiznaky

[ 24

rakovinu jater. Podobné 1 pankreas a srdce mohou selhavat. Diky zvySené hladiné Zeleza
hrozi zvySené riziko zejména bakterialnich infekei a nasledné sepse.

(Pietrangelo, 2010)
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4. Prakticka cast
4.1.Design studie
Design: Geneticka analyza a mezipopula¢ni komparace

4.2. Hypotézy

- Frekvence alel fady gent se 1iSi mezi rasami/populacemi.

o Napt. vyskyt riznych alel genu FTO a TCF7L2 mohou mit vliv na prevalenci
obezity a diabetes mellitus 2. typu v kazdé populaci/rase.

- Polymorfismy v genech pro laktdzu ve vietnamské populaci se budou vyrazné lisit
od téch v populaci Ceské, coz mé za dusledek absence enzymu laktazy u vétSiho
procenta vietnamské populace a tudiz i mnohonasobné mensi spotieby mlécnych
vyrobkii u Vietnamci nez u Cechi.

- Podobné predpokladdme odlisné frekvence alel v genech pro HFE (ovliviujici
metabolismus Zeleza) nebo ALDHIBI (ovliviiuyjici konzumaci alkoholu)

4.3.Cile

1. Priméarni cil: Geneticky analyzovat a porovnavat polymorfismy gent interagujicich
s vyzivou a s potencidlnim dopadem na rozvoj civiliza¢nich onemocnéni a zivotni
styl (obezita, DM2T a laktézova intoleranci) ve dvou populacich — cCeské a
vietnamské

2. Sekundarni cile:

a. Genetickd analyza polymorfismi genii pro FTO, HFE, ALDH1BI, LCT, ...
b. Komparace vyskytu alel ve zminénych populacich
c. Vztahovat vysledky genotypizaci k datiim ziskanym z dotaznikového Setieni

4.4.Vyzkumny soubor

Dobrovolnici viethamské narodnosti.

Data z ¢eské populace jsou jiz kompletné dostupnéd v databazi laboratofe Institutu
klinické a experimentalni mediciny (IKEM)

Vzorky od vietnamskych dobrovolniki byly odebrany v prubéhu od 11.2022 do
3.2023.

Inclusion Kritéria pro nové sbirané vzorky:

- Cca 100 neptibuznych dobrovolnika vietnamského etnika

- Z kazdé rodiny max. 2 nepiibuzni clenové (napt. matka + otec) — zamezeni chyb
vnesenych analyzou pokrevné ptibuznych

- Kazdému z dobrovolnikii bude odebran vzorek DNA stérem bukalni sliznice.

Exclusion Kkritéria:

- Pokrevné ptibuzni jedinci
- Vékpod 18 let
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4.5.Sbér dat

4.5.1. Ceska populace

Data reprezentujici Ceskou populaci jsme ziskali ze dvou vétSich studii: studie post-
MONICA a studie rezidentli Jihoc¢eského kraje.

Projekt MONICA (Monitoring of trends and determinants in cardiovascular
disease) vyhlagen WHO sbiral data ze 26 zemi véetn& Ceské republiky a mél za
projekt probihal v CR (CSSR) v letech 1985, 1988 a 1992, na n&jz v pozdgjsich
letech navézaly dal$i nezavislé studie tzv. ,,Czech post-MONICA study®. Studie
post-MONICA se rovnéz rozsitila o dalSich Sest okrest, vzorek byl tedy vybiran
z ptiblizné 10 % ceské populace. (Cifkova, 2010)

V analyze varianty rs4988235 (pro laktdzovou intoleranci) bylo v ¢eské populaci
300 dospélych neptibuznych jedinci belosské etnika (dle informace
vySetiovanych do generace prarodicit) rezident Jihoceského kraje (Hubéacek et
al., 2017)

4.5.2. Vietnamska populace v Ceské republice

Stéry bukalni sliznice k analyze frekvence polymorfismii ve vietnamské mensiné

W oweer

byly provedeny na 100 dobrovolnicich vietnamského ptvodu, kteid dlouhodobé Ziji v CR.

Podminkou k ucasti na vyzkumu byl vé€k nad 18 let a pokrevni nepfibuznost mezi

dobrovolniky. Kazdy z dobrovolnikti podepsal pied vysetfenim informovany souhlas (viz

pfilohu €. 2). Vyzkum byl schvalen etickou komisi Institutu klinické a experimentalni

mediciny a Fakultni Thomayerovy nemocnice (viz ptilohu €. 1).

4.6.Bukalni stér

Material

o 4N6 FLOQSwabs Genetics sterilni vatova ty¢inka se zkumavkou od firmy
COPAN

Provedeni

Bukalni stér byl proveden setfenim bukélni sliznice z obou stran krouzivym

pohybem po dobu minimalné 30 sekund. Cést tyginky se vzorkem se odlomil do zkumavky.

Takto ziskany vzorek byl skladovan pfi teploté -20°C, nez byl dale zpracovan.

4.7.1zolace DNA

Izolaci DNA se rozumi technika skladajici se z chemickych a fyzikdlnich metod,

kterymi se dosahuje separace DNA od jinych komponentl (zneciSt'ujicich latek, proteint,

bunéénych membran ¢i jinych bunécnych organel). 1zolace DNA zahrnuje 1yzu bunék,

rozpusténi DNA, separaci a odstranéni makromolekul.

K izolaci DNA byl pouzit Xtreme DNA kit XME-50 od firmy Isohelix.
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- Material

Reagencie Objem
o Lyzacni roztok 500 pl
o Proteinaza 20 ul

= Rekonstrukce proteinazy K:

e Proteinaza K se ptfed pouzitim
rekonstruovala piidanim 110
ul ddHO.

e Po rekonstrukci bylo nutné

proteindzu uchovat v teploté

4°C.
o CB pufr (hydrogenuhli¢itanovy pufr) 750 ul
o EB pufr (eluéni pufr) 100 pl
o 70% ethanol 1250 ul
o WB puftr (promyvaci pufr) 750 ul

= Ptfed prvnim pouZitim se do WB
pufru piidalo 60 ml absolutniho

ethanolu.
Tabulka 1 - Izolace DNA

Xtreme DNA kolona
Kolekéni zkumavka
Cista zkumavka

o O O

o 1,5 m Eppendorf zkumavka urcena pro centrifugaci
- Provedeni

Postup byl proveden podle ndvodu poskytnutého firmou Isohelix.

DNA se ze vzorku ziskal 1lyzou bun¢k neorganickou metodou. Pro lyzu vzorku bylo
do zkumavky ptfidano 500 pl lyza¢niho roztoku a 20 pl proteinazy K. Takto pfipraveny
roztok se ulozil do inkubatoru na dobu alesponi 30 minut. Pro dalsi zpracovani bylo nutné
vzorek ptfenést do Sml zkumavky. Do roztoku se dale postupné ptidalo 750 ul CB pufru.
V dalsim kroku byl pfidan ethanol v objemu 1250 pl. Pipetou se pak roztok po 750 pl
postupné pirendsel do Xtreme DNA kolony uloZené ve sbérné zkumavce. Kolonka se
zkumavkou se poté centrifugovala pi1 maximalni rychlosti (13,4 K rpm, 12000 x g) po dobu
1 minuty. Nasledovalo ptidani 750 ul WB (promyvaciho pufru), a nasledna centrifugace byla
nastavena na 1 minutu pfi maximalni rychlosti. Stejnym zpiisobem byl pfedchozi krok
opakovan jesté jednou. Kolona byla poté pfemisténa do Cisté kolekéni zkumavky. Ke
zbaveni DNA od veskerého obsahu ethanolu se kolona nechala centrifugovat pfi maximalni
rychlosti po dobu 3 minut. DNA se dale eluovala do ¢isté 1,5 ml Eppendorf zkumavky
pfidanim EB pufru v mnozstvi 100 pl a centrifugaci pfi maximéalni rychlosti po dobu 1
minuty. Ziskali jsme tak DNA v 100 pl roztoku pfipravenou k dalSimu zpracovani ¢i
k uchovani v teploté -20°C.
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4.8.Kontrola produktii izolace

Pro minimalizaci komplikaci pti dal$i préaci se vzorky je nezbytné kvalitu a kvantitu
DNA ove¢ftit. Hodnoceni 1ze provést spektrofotometricky nebo elektroforeticky. Kvantita
vzorku je hodnocena vytéznosti a kvalita je dana mirou Cistoty (absence znecist'ujicich
komponentti) vzorku a integrity DNA. Kazdd z vySe zminénych metod méa vSak své
nedostatky, je tedy vhodné obé metody kombinovat.

4.8.1. Gelova agarozova elektroforéza

Elektroforetické metody vyuzivaji schopnost zaporné€ nabitych molekul DNA (fosfatové
skupiny) pohybovat se v elektrickém poli ve sméru od katody k anodé. Jako nosi¢ pro
elektroforézu se nejCastéji pouziva gel tvoteny ze siti molekul agardzy nebo polyakrylamidu.
Molekuly DNA se v elektricky nabitém prostiedi pohybuji dle své velikosti riznou rychlosti,
kdy velikost fragmentu DNA je nepfimo umérna jeho pohyblivosti.

- Material:
Reagencie Objem
o Agaroza: 9¢g
o TBE pufr — 10x koncentrovany (k 300 ml
ptipravé agar6zového gelu):

= Tris 30g
= EDTA (0,5M) 12 ml
= dH20 Doplnit do 300 ml

o Ethidium Bromid (0,5%):
* Ethidium bromid — 0,025 g
= Destilovana voda Sml

o TBE pufr — 0,5x koncentrovany (pro

elektroforézu)

o Barva 300 ul

* Bromfenolovd modf 0,1% 10 100 pg
mg

= Glycerol 60% - 6 ml 60 ul
= EDTA (0,5M) — 120 pul 1,2 ul
» Deionizovana voda — 3,88 ml 38,8 ul

o Hmotnostni marker 100 bp Sul
* Marker 1ul
= Pufr 2ul
* Destilovana voda 2ul

Tabulka 2 - Gelova elektrofordza na agaru
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- Provedeni:

Pro kontrolu produktl izolace byla pouzita horizontalni elektroforetickd metoda
na 1% agaré6zovém gelu, jehoz pfiprava spocivd ve smichdni agarozy s 10x
koncentrovanym TBE pufrem vpoméru 1:100. Agardéza se nechala rozpustit
v mikrovlnné troub¢ za ob¢asného michéani. Do rozpusténého gelu byl nasledné ptidan
Ethidium-bromid k vizualizaci pod UV svétlem. Pred tuhnutim se do gelu umistil
elektroforeticky hieben k vytvoteni jamek pro pozd¢€jsi nanaSeni vzorkt. Po zchladnuti
a ztuhnuti se gel vyjmul z formy a umistil se do elektroforetické vany tak, Ze byl cely
ponoten v 0,5x koncentrovaném TBE pufru.

Vzorky se pied elektroforézou smisily s roztokem bromfenolové modii
v poméru 4:1. Vzorky se postupné nanesly do jamek, prvni z nichz je vyhrazena pro
hmotnostni marker 100bp pro odhad velikosti fragmenti DNA. Elektroforetick4d vana
byla poté napojena na elektricky proud o napéti 60 V.

Po 30 az 60minutové elektroforéze Ize gel se vzorky hodnotit na UV-transluminatoru.

4.8.2. Spektrofotometricka kontrola DNA na nanodropu

Nanodrop je pfistroj, ktery vyuziva spektrofotometrickou metodu ke kvantifikaci
nukleovych kyselin nebo bilkovin v 1 — 2 ul vzorku. Spektrofotometrie spociva v zavislosti
mezi koncentraci vzorku a mirou jeho absorbance pfi uréitych vinovych délkach. Nukleové
kyseliny vétsinou absorbuji nejvice svétla ve vinové délce 260 nm.

- Material
o EB pufr jako blank
o PCR produkt

- Pristrojové vybaveni:
o Pfistroj Thermo ScientificTM nanodrop 2000/2000c Spectrophotometer
o Software Nucleic Acid

- Provedeni:

Pipetou se na optickou méftici plochu spektrofotometru nejdtive nanesl EB puft, jez

byl pouzit v poslednim kroku pfi izolaci DNA, jako blank neboli pozadi. Stazenim paky
smérem k méfici ploSe se mezi obéma povrchy vytvofil sloupec vzorku optimalni pro
meéteni. V aplikaci se poté spustilo méteni blanku. Pfed kazdym novym meéfenim je nutno
meéfici povrch vycistit ddH20. Méteni koncentrace DNA ve vzorku probihalo podobnym
zpusobem jen s tim rozdilem, Ze se v aplikaci spustilo misto méfeni blanku méteni vzorku.
Zméeiena koncentrace DNA byla nésledné zobrazena na obrazovce.

4.8.3. Vysledek kontroly

Z vysledku ziskanych elektroforézou a spektrofotometrii 100 vzorki jsme vytadili 6,
které vykazovaly nejslabsi koncentraci DNA v obou metodach méteni.
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4.9.Analyza SNPs
4.9.1. Metoda PCR

Jde o enzymatickou reakci, ktera se cyklicky opakuje, a za jejiz pomoci se
amplifikuje isek DNA definovany a ohrani¢eny pfislusSnymi primery (Tabulka 4) pfi
specifickych teplotach v termocykléru. Reakce se sklada ze ti krok:

1) Denaturace DNA se déje pfti teplot¢ mezi 92°C a 98°C po dobu 3 minut pfi
prvnim cyklu nebo pod 1 minutu pfi bézném cyklu. Cilem tohoto kroku je
zru$eni prostorové konformace DNA a rozpleteni jejiho dvouvlakna. Uplné
rozpleteni vlaken je predpokladem pro dalsi krok — annealing, nebot’ neuplné
rozpletena vlakna se mohou pfii snizené teploté znovu spojit a znemoznit tak
nasednuti primert. Teplota a doba trvani se odviji od délky a sekvence
templatu.

2) Annealing (hybridizace) je proces nasedani primerti na komplementarni
sekvenci DNA vlékna. Potiebna teplota v tomto kroku je pro kazdy primer
charakteristicka a je urcena prave jeho sekvenci a délkou, pohybuje se mezi
40°C a 65°C. Primery by mély byt navrhnuty tak, aby mély stejnou nebo
podobnou teplotu hybridizace.

3) Syntéza DNA je poslednim krokem cyklu, béhem kterého se pomoci
termostabilni DNA polymerazy syntetizuje komplementarni viakno DNA
v useku ohrani¢eném primery. Tento krok probiha pfi teploté 72°C, ktera je pro
pouzivanou Taq polymerazu optimalni.

Sledovany fragment se tak béhem ptiblizn€ 30 cykll exponencidlné zvysuje.

- Material
Master mix:
e Roztoky Objem [pl]
o Voda 16,45 — 18,45
o Pufr dream Taq (10x 2,5
koncentrovany)
MgCl2 (25mM) 1,5
dNTP (10nM) 0,5
Primer F (forward) (50 1
nebo 10 pM)
o Primer R (reverse) (50 1
nebo 10 pM)
o Polymeraza dream Taq 0,05
DNA: 1-5ul

Tabulka 3 - PCR reakcni smés
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- Pristrojové vybaveni:
o PCR termocyklér T100 Thermal Cycler od spole¢nosti Bio-rad
- Provedeni

Ptiprava reakéni smési probihala v UV dekontaminacnich boxech, které umoziuji
dezinfekci pracovnich ploch uvnitt boxt pted praci 1 dezinfekei vzduchu béhem prace UV
svétlem a cirkuldtorem. Se sloZkami master mixu a s DNA se pracuje oddélené k zabranéni
kontaminace cizi nukleovou kyselinou.

Master mix pro vSechny vzorky se pfipravil z destilované vody, dream Taq pufru,
hotecnatych iontl, deoxyribonukleotidtrifosfatii, primert Forward, primert Reverse a DNA
polymerazy (Taq). Master mix se nasledné rovnomérné rozpipetoval automatickou pipetou
do jamek PCR desticky v objemu 20 — 24 ul na jeden vzorek podle metodiky.

Do jamek se k mixu dle jiz zavedené¢ metodiky pfidalo 1 — 5 pl DNA, pficemz
posledni jamka 11. a 12. fady (pozice H11 a H12) slouzily jako negativni kontroly, do nichz
se tedy DNA neptidavala. Jamky se pak zakaply silikonovym gelem a desticka se pielepila
folii k zabranéni vypatrovani a kontaminace vzorkd.

Desticka s pripravenou PCR smési se vlozila do termocykléru, na kterém se zvolil
prislusny program se specifickou teplotou pro dané primery.

Program pro vétSinu analyz trval 34 cykla s pocatecni teplotou k denaturaci 95°C po
dobu 3 minut, nasledovéana hybridizaci pii 57°- 69°C po dobu 30 sekund a syntéza DNA v
poslednim kroku probihala 1 minutu pfi teploté 72°C.
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Gen/ oligonukleotidy PCR Enzym | Restrikéni | Alela
SNP produkt fragmenty
rs17817449 | 5' GGG AAG AGG AGG AGA TTG 198 bp | AlwNI 198 bp
(FTO) TGT AAC TGG 3’ 99 bp + T
5" GAA GCC CTG AGA AGT TTA 99 bp
GAG TAA ATT GGG 37
rs7903146 | 5’GAA CAA TTA GAG AGC TAA 155bp | Rsal 155 bp T
(TCF7L2) | GCACTT TTT AGG 3’ 123 bp + C
5" TGT CCA GGG CCC CTC TAA 32 bp
CCTT3
rs17782313 | 5’AAG TTC TAC CTA CCA TGT 137 bp | Bell 136 bp
(MC4R) TCT TGG 3’ 107 bp + T
5" TTC CCC CTG AAG CTT TTC 30 bp
TTG TCATTT CCT A 3’
rs1229984 | 5" AGG GGC TTT AGA CTG AAT 92 bp | Hin6l 92 bp A
(ADHIB) | AACCTT GG 3’ 65 bp + G
5" AAT CCT GGA TGG TGA ACC 27 bp
ACA CG 3
rs1799945 | 5’ACA TGG TTA AGG CCT GTT GC 208 Bell 208 bp G
(HFE 3 138 bp + C
H63D) 5'GCC ACATCT GGC TTG AAATT 70 bp
3’
rs1800562 | 5" AAC CTT GGC TGT ACCCCCTG | 191bp | Rsal 191 bp G
(HFE 3 162 bp + A
C282Y) 5'GCC CAC CCC CTA ACA AAG 29 bp
AG3’
Rs4988235 | 5'GCT GGC AAT ACA GAT AAG 201 bp | Hnfl 201 bp
(LCT) ATA ATGGA 3’ 177 bp + T
5'CTG CTT TGG TTG AAG CGA 24 bp

AGAT3’

Tabulka 4 - PCR-RFLP
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4.9.2. Kontrola produkti PCR

Uspé&snost amplifikace - produkty PCR - se kontrolovaly na 3% agarézovém gelu.
Viz vyse s rozdilem v poméru agardzy : pufru = 3:100. Kontrolou produktl se ovétil uspéch
probéhlé PCR reakce ¢i spravnost jednotlivych kroki pii ptipraveé reakéni smési pred dalSim
krokem.

4.9.3. RFLP - restrikéni Stépeni produktu

Restrikéni analyzou specifickymi enzymy - endonukledzami (restriktazami) se
rozpozna a §tépi DNA, ktera obsahuje piesné definovanou sekvenci nukleotidi.

- Material
Reagencie Objemy
dH>O 7,5-9,6 ul
Reakéni pufr 2ul
Enzym restriktaza (viz 0,1 -0,5ul
tab. 1)
PCR produkt 10 ul

Tabulka 5 - Reakcni smés pro RFLP

- Provedeni:

K ptipravé mixu pro sto vzorki se smichala 750 ul (az 960 ul dle metody) vody s 200
ul reakéniho pufru (s vyjimkou stépeni MC4R enzymem Bcll, kde byla pouZita jen voda a
restriktaza) a 10 pl (az 50 pl dle metody) prislusného enzymu — restriktazy. Takto ptipraveny
mix se po 10 pl rozpipetoval do jednotlivych jamek desticky urcené k RFLP nebo do
desticky urc¢ené pro PCR (u MC4R a HFE-H63D s RFLP enzymem Bcll).

K mixu v jamkéch se nasledné ptidalo 10 ul PCR produktu.

Vzorky se poté zakryly vikem a inkubovaly pii specifické teploté optimalni pro
aktivitu daného enzymu rizné dlouhou dobu bud’ v termostatu pti 37°C ve vlhkém prostiedi
pfes noc nebo v termocykléru pifi 55°C na 4 hodiny (u $t€peni enzymem Bcll).

4.9.4. Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

Analyza ziskanych produkti po RFLP se provadi elektroforetickou separaci na
polyakrylamidovém gelu, ktery je vhodné&j$i zejména pro rozdélovani kratSich fragmenta.
Koncentrace gelu se zvoli podle délky fragmentt.
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o Material

Reagencie Objem
- Silan (pro lepsi pfilnuti gelu k desce)
o Absolutni etanol 99 ml
o Kyselina octova (99,5%) 0,5 ml
o Methacryloxy-propyl-trimethoxy-silan 0,5 ml
- Slozeni polyakrylamidového gelu pro 4 desky
Destilovana voda 124,5 ml
o 10x koncentrovany TBE pufr 10,5 ml
o Akrylamid (30%) mix 29:1 60 ml
o Tetramethylethylendiamin (jako katalyzator) 195 ul
o Peroxydisiran amonny (iniciator) 3x390 pul
- SlozZeni barveného produktu RFLP
o Barva (pro zvySeni hustoty vzorky a lep§i moznost 2,3 ul
sledovani pohybu vzorku béhem elektroforézy)
0,02%
= Modra
e Bromfenolova modi 4 mg
e Glycerol 60% 6 ml
e EDTA (0,5M) 20 ml
e Destilovana voda Doplnit do 100
ml
= Oranzova
e Oranz G 2 mg
e 0,5M EDTA 20 ml
e Glycerol 8 ml
e Destilovana voda Doplnit do 100
ml
o Produkty RFLP 7 ul
- Produkt PCR jako kontrola 7 ul
0,5x koncentrovany TBE pufr

Tabulka 6 - Elektroforéza na polyakrylmidovem gelu

- Provedeni:

Sklenéna deska se pokryla silanem, ktery umoziuje snazSimu pfilnuti gelu. Silan se
musel rozetfit do sucha a nesmé¢l piijit do kontaktu s jinymi povrchy ¢i latkami.
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Polyakrylamidovy gel se pfipravil smichanim vody, TBE pufru, akrylamidu,
TEMED a peroxydisiranu amonného a nalil se na ptipravené desky s hiebinky. Na nality gel
se opatrn¢ polozila sklenéna desku stranou natienou silanem dolli. Gel se nasledné nechal
polymerovat alesponi 30 minut.

Aby bylo mozné produkty na gelu pozdéji vizualizovat na UV-transluminétoru, bylo
nutné polyakrylamidové desky pied elektroforézou ponofit na 3 minuty do roztoku 0,5x
koncentrovaného TBE pufru s ethidium-bromidem.

K 7 pl produkti se pfimichala nanaSeci barva (bromfenolovd modi nebo oranz G)
rozpusténa v glycerolu vobjemu 3 pl. Smés se nasledné¢ nanesla do jamek v
polyakrylamidovém gelu ponofeném do 0,5x koncentrovaného TBE pufru v elektroforetické
vani¢ce. Misto prvni negativni kontroly se do posledni jamky ptedposledni fady (pozice
HI11) nanesl PCR produkt, ktery slouzil jako pozitivni kontrola. Elektroforéza se nechala
béZet 65 — 90 minut pod proudem o napéti 130 V. Po elektroforéze se vysledek podobné jako
v ptipadé€ agardézového gelu nechal zviditelnit na UV-transluminétoru. Na gelu bylo moZné
odecist, zda je jedinec heterozygot ¢i homozygot pro dany polymorfismus. (Obrazek 10,
Obrazek 11)

Obrazek 10 - Vysledek PCR-RFLP na polyakrylamidovém gelu pro polymorfismus v genu
ADHIB
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Obrazek 11 - Vysledek PCR-RFLP na agarozovém gelu pro HFE-H63D

4.9.5. Real-time PCR pro gen ApoE

Real-time PCR je metoda, ktera umoziuje amplifikaci a zaroven i kvantifikaci
produktu.

Je zalozena na principu klasické PCR, ale je pro ni charakteristické pouziti
fluorescencnich sond, diky kterym lze detekovat PCR produkty v redlném case (= real time).
Sondy o specifické sekvenci se navazi na DNA a tim umoziiuje jejich fluorescencni reportér
emisi fluorescen¢niho zatfeni. Mira detekované fluorescence je pak pfimo umérna mnozstvi
amplifikovaného PCR produktu.

- Material:
Reakéni smés: Objem
- Master mix Tagpath ProAmp Sul
o 20x assay 1 (VIC/FAM) 0,5 ul
» Assay je nutno pred
pouzitim nafedit TE pufrem
o PCR voda 3,5u
- DNA 1l

Tabulka 7 - Reakcni smés pro real-time PCR

o Pristrojové vybaveni:
* QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR Systém
= Software Quant Studio 6

- Provedeni:
Ptiprava reakéni smési pro RT-PCR podobné jako v ptipadé¢ PCR probihala
v PCR dekontaminac¢nich boxech a spocivala ve smichéni 500 pl (objem pro 100
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vzorkll) Master mixu TaqPath ProAmp se 350 ul PCR vody a 50 pl 20x nafedéného
assaye s barvami VIC a FAM. Smés se nasledn¢ rozpipetovala po 9 pl automatickou
pipetou do jednotlivych jamek desticky MicroAmp urcené pro Real-time PCR.
Osmikanalovou pipetou se v druhém dekontamina¢nim boxu ptidala do smési DNA
vobjemu 1 pl. Desticka se nasledn¢ prelepila optickou fo6lii a nechala se
centrifugovat pii rychlosti 1500 ot./min po dobu 5 minut. Desti¢ka byla po stoceni
ulozena do Real-time PCR pfistroje a v software Quant Studio 6 se zvolenymi
specifikami (velikost desticky: 96jamkova, typ: genotypizace, reagencie: TaqgMan,
spravné zvolené barvy podle vyrobce — v tomto ptipadé barvy VIC a FAM, spravné
oznaceni vzorkd a kontrol, spravny objem smési — 10 pl,...) se spustil start. Reakce
probihala nasledovné:

» Féaze ,Pre-read” pii 60°C po dobu 30 sekund

» Faze ,,Hold“ pti 95°C po dobu 5 minut k aktivaci polymerazy

» Vlastni PCR (40 cykli)

e 15 sekund pti 95°C — proces denaturace
¢ 1 minuta pii 60°C — proces hybridizace a extenze
» Faze ,Post-Read” pii 60°C po dobu 30 sekund
Vysledky reakce byly programem vyhodnoceny a zndzornény ve

spojnicovych a bodovych grafech, na kterych bylo mozné odlisit heterozygoty od
homozygotli pro normalni i minoritni alelu.

Metodou Real-time PCR jsme genotypovali SNPs genu ApoE se dvéma sadami,
jednou pro pozici 112 (rs7412) a podruhé pro pozici 158 (rs429358).
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4.10. Statistické zpracovani dat

Vysledky analytické casti prace byly statisticky hodnoceny pomoci statistickych
nastrojii dostupnych na internetu ¢i v programu Microsoft Excel.

4.10.1. Hardy-Weinbergova rovnovaha

Hardy-Weinbergtiv (HW) princip spociva v korelaci mezi alelovou cetnosti a
genotypovou Cetnosti v jedné populaci. Pro Hardy-Weibergiv princip byl navrzen velmi
jednoduchy model populace, kde neni pfitomen mutacni, selekéni ani migraéni tlak. HW
princip je vSak v jednoduchych vypoctech frekvenci alel a genotypti bézné lidské populace
také aplikovatelny.

Hardy-Weinbergova rovnovaha vyjadiuje ustaleni alelovych Cetnosti, které se v dalsi
generaci nebudou ménit, podobné jako stalost genotypovych cetnosti v jedné populaci. Pii
vyskytu pouze dvou alel v populaci miizeme Cetnosti homozygotil a heterozygotii vyjadiit
pomoci vzorce: p* + pq + q> = 1, kdy p? piedstavuje pocet dominantnich homozygotd, pq
pocet heterozygotli a q* pocet recesivnich homozygott.

Pomoci HW rovnovédhy mizeme zjistit odchylky od modelové populace, ¢i
v praktickych piipadech abnormality pfi vybéru vyzkumného souboru. Zasadni rozdily od
rovnovahy mohou poukézat i na metodicky problém s genotypizaci.

4.10.2. Chi-kvadrat (X?) test nezavislosti

Tento typ X? testu se pouZiva k ovéfeni hypotéz o vztahu dvou soubort hodnot.
Rozeznava se zde nulova a alternativni hypotéza, kdy nulova hypotéza je takova, kterd
popiré rozdil mezi sledovanymi skupinami, zatimco alternativni hypotéza je ta, ktera tvrzeni
nulové hypotézy vyvrati. Na zéklad¢ pozorovanych hodnot/vysledki miizeme pak v zavéru
nulovou hypotézu bud’ pfijmout nebo zamitnout. Pfi testovani vSak nelze eliminovat chyby.
Existuji dva zékladni typy chyb, jedny jsou fale$né pozitivni a druhé faleSné€ negativni. Pro
stanoveni nejvys§i mozné pravdépodobnosti chyb 1. typu zvolime vhodnou hladinu
vyznamnosti, nejcastéjsi vak 0,5.

(Social Science Statistics, 2023)
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5. Vysledky
5.1.Uspésnost genotypizace

Z celkového poctu 94 vzorkti DNA ziskanych od vietnamskych dobrovolnika jsme
genotypizovali celkem 9 variant nutrigeneticky vyznamnych gend. Uspé&$nost genotypizace
se u sledovanych variant pohybovala mezi 75.5-100 % (Tabulka 8). U vzorkil, kterym
nebylo mozné prifadit genotyp v ramci prvni genotypizace, jsme analyzu jeSté jednou
opakovali. Za neuspésné byly povazovany vzorky po dvou netspésnych pokusech

genotypizace.
Geny/rs N %
FTO - rs17817449 84 89,4%
TCF7L2 - rs7903146 77 81,9%
MC4R - rs17782313 83 88,3%
HFE-C282Y - rs1800562 71 75,5%
HFE-H63D - rs1800730 87 92,6%
ADHI1B - rs1229984 88 93,6%
LCT - rs4988235 79 84,0%
APOE -rs7412 a rs249358 94 100,0%

Tabulka 8 - Uspésnost genotypizace

5.2.Hardy-Weinbergova rovnovaha

U variant, které nebyly monoformni (poc¢et homozygott a heterozygotti > 0), jsme
ov¢ftili rozlozeni genotypii v populaci podle Hardy-Weinbergova zakona. Vysledky ukazuji,
ze frekvence genotypt odpovida HW rovnovaze s hodnotou P > .05, coz potvrzuje spravnost
metodiky a dale dokazuje, ze vybrana skupina dobrovolnikli odpovida normalnimu rozloZeni
ideélni populace a Ze vysledky nejsou zkresleny naptiklad zahrnutim pokrevné ptibuznych
jedinct do vyzkumu.
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5.3.Frekvence genotypt

Z predkladanych vysledki genotypizace a dostupnych dat z databaze genetické
laboratofe IKEM jsme porovnali celkem 9 polymorfismti v osmi genech:

5.3.1. Frekvence genotypu varianty rs17817449

V ptipadé¢ genu FTO je patrnd ve vietnamské populaci vyrazné nizsi frekvence
genotypu obsahujicich alelu G (P < .00001), ktera je v naprosté vétsin€ populaci spojena
s vyS$$im rizikem obezity a s vy$$imi hodnotami BMI.

Genotypy varianty Ceska populace Vietnamska populace P*
rs17817449
(1) o
(FTO) N Z) N Yo
GG 426 17,3 % 3 3,6 %
GG+ GTvs TT

GT 1224 49,6 % 22 26,2 %
<.00001

TT 817 33,1 % 59 70,2 %

G 2076 42,1 % 28 16,7 %
<.00001

T 2858 57,9 % 140 83,3 %

Tabulka 9 - Genotypy varianty rs17817449 v genu FTO

Frekvence genotypu varianty rs17817449 v genu
FTO

Cesdi l

Vietnamci I

0,0%» 10,0% 20,0 30,0% 40,0% 50,0% 60,0% 70,0% 80,0%

TT ®mGT mGG

Graf 1 — Frekvence genotypu varianty rs17817449 v genu FTO
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5.3.2. Frekvence genotyptu varianty rs7903146

U varianty rs7903146 jsme také nasli signifikantné nizsi vyskyt alely T (P < .00001),
ktera je rizikova pro vznik DM 2. typu. Rozdil byl extrémni, vietnamska populace ma tuto

frekvenci cca tficetkrat nizsi.

Genotypy varianty Ceska populace Vietnamska populace P*
rs7903146
o o
(TCF7L2) N 7o N %
TT 165 6,5 % 0 0%
TT + CTvs CC
CT 1042 41,0 % | 1,3 %
<.00001
CC 1336 52,5% 76 98,7 %
T 1372 27,0 % | 0,6 %
<.00001
C 3714 73,0 % 153 99,4 %

Tabulka 10 - Genotypy varianty rs7903146 v genu TCF7L2

Frekvence genotypu varianty rs7903146 v genu

TCF7L2
100,00% 98,7%
A—
80,00%
60,00% S5y,
o, ,5%
40,00% 4L0% <A
20,00% 6,5% %
0,00% 3%
TT
CT
CC
Cedi W Vietnamci

Graf 2 - Frekvence genotypu varianty rs7903146 v genu TCF7L2
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5.3.3. Frekvence genotypiu varianty rs17782313

Rozdil v rozlozeni alel pro variantu rs17782313 genu MC4R se v Ceské a vietnamské
populaci jevi jako nevyznamny. Frekvence vyskytu alely C, ktera je spojena s vy$sim BMI

a s vy$§im rizikem obezity, byla kolem 22 % v obou populacich.

Genotypy varianty Ceska populace Vietnamska populace P*
rs17782313
o (1)
(MC4R) N % N 7
CC 128 5,0 % 3 3,6 %
CC+CTvsTT
CT 910 35,6 % 30 36,1 % _ g8
TT 1521 59,4 % 50 60,2 %
C 1166 22,8 % 36 21,7 %
=.74
T 3952 77,2 % 130 78,3 %

Tabulka 11 - Genotypy varianty rs17782313 v genu MC4R

5.3.4. Frekvence genotyptu varianty rs1229984

Vyskyt alely A varianty rs1229984 v genu ADHIB, ktera je spojena s horSimi
pfiznaky kocoviny, a tedy 1 moZnym niz8§im rizikem alkoholismu, je vyznamné vyssi ve

vietnamské populaci nez mezi Cechy.

Genotypy varianty Ceska populace Vietnamska populace P*
rs1229984
0, o,
(ADHIB) N % N %
AA 7 0,3 % 34 38,6 %
AA + AG vs. GG
AG 266 10,4 % 39 44,3 %
<.0001
GG 2286 89,3 % 15 17,1 %
A 280 55% 107 60,8 %
<.0001
G 4838 94,5 % 69 39,2 %

Tabulka 12 - Genotypy varianty rs1229984 v genu ADHIB
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Frekvence genotyp( varianty rs1229984 v genu
ADH1B

et &#

Vietnamci (O a5 2
0,0% 20,0% 40,0% 60,0% 80,0% 100,0%
AA  AG mGG

Graf 3 - Frekvence genotypii varianty rs1229984 v genu ADHIB

5.3.5. Frekvence genotyptu varianty rs1799945

Ve vietnamské populaci je u varianty rs1799945 (H63D) v genu HFE nizsi frekvence
alely G (P =.0072), kterd miize za vyssi riziko mirné formy hereditarni hemochromatdzy.

Genotypy varianty Ceska populace Vietnamska populace P*
rs1799945
(1) ()
(HFE H63D) N % N %
GG 51 2,0 % 1 1,1 %
GG+ CGvs CC

CG 629 24,6 % 11 12,2 %

< .005
CC 1875 73,4 % 78 86,7 %
G 731 14,3 % 13 7,2 %

< .007
C 4378 85,7 % 167 92,8 %

Tabulka 13 - Genotypy varianty rs1799945 (H63D) v genu HFE

50



Zastoupeni alel varianty rs1799945 (H63D) v genu
HFE

.o |

‘ Cesi |

. Vietnamci
G
Cesi

0,00% 20,00% 40,00% 60,00% 80,00% 100,00%

= Vietnamci O Cesi

Graf 4 - Zastoupeni rizikové alely G varianty rs1799945 (H63D) v genu HFE

5.3.6. Frekvence genotyptu varianty rs1800562

Vyskyt alel varianty rs1800562 (C282Y) genu HFE v ¢eské a vietnamské populaci
je statisticky srovnatelny (P = .13). Vyskyt homozygoti pro alelu A, ktera je rizikova pro
vznik vazné formy hemochromat6zy, je v obou populacich velmi nizky. To miZe byt
pfi¢inou, Ze ani cca 4x vy$si frekvence v eské populaci neni statisticky rozpoznana jako
vyznamné vysSi.

Genotypy varianty Ceska populace Vietnamska populace P*
rs1800562
(1) (1)
(HFE C282Y) N 7o N 7
AA 3 0,1 % 0 0%
AA + AG vs GG
AG 124 5,4 % 1 1,4 % Is
GG 2286 94,5 % 70 98,6 %
A 130 2,8 % 1 0,7 %
=.13
G 4484 97,2 % 141 99,3 %

Tabulka 14 - Genotypy varianty rs1800562 (C282Y) v genu HFE
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5.3.7. Frekvence genotypi varianty rs4988235

U varianty rs4988235 je vyskyt alely T, kterd je spojena s moznosti laktazové
perzistence, nulovy. Hodnoty proto nebylo mozné zvolenou metodou statisticky porovnat.
Vysledky vsak jasné ukazuji rozdil ve schopnosti travit mlécny cukr — v Ceské populaci se
tato schopnost vyskytuje u vétSiny populace, kdezto v populaci vietnamskeé je tato schopnost

nulova.
Genotypy varianty Ceska populace Vietnamska populace P*
rs4988235
(1) ()
(MCM6) N % N %
CC 68 23,6 % 70 100 %
CT 146 50,7 % 0 0% nelze vyhodnotit
TT 74 25,7 % 0 0%
C 282 49 % 158 100 %
nelze vyhodnotit
T 294 51,0 % 0 0 %

Tabulka 15 - Genotypy varianty rs4988235 v genu MCM6

Frekvence genotypl varianty rs4988235 v

genu MCM6
120,0%
100,0%
TT
80,0%
60,0%
@c CcT
40,0%
20,0%
CC
0,0%
Vietnamci Cesi
CC mCT =TT

Graf'5 - Frekvence genotypu varianty rs498235 v genu MCM6
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5.3.8. Frekvence genotypu v genu ApoE (variant rs7412 a rs249358)

V piipad¢é genu pro apolipoprotein E jsme porovnali homozygotni a heterozygotni
konstituce i frekvence jednotlivych izoforem e2, €3 a e4. Statisticky vyznamny rozdil jsme
nasli jen ve frekvenci izoformy e4 (zodpovédné za vyssi cholesterolémii), kterd je mirné
Castéjsi ve vietnamské populaci (P = .03). V porovnani zahrnujicim zaroven i protektivni
genotypy s alelou €2 jsme vyznamny rozdil nenalezli.

Genotypy Ceska populace Vietnamska populace P*
v genu ApoE N % N %

e2/e2 20 0,8 % 1 1 %

e3/e2 324 12,4 % 10 10,6 %

e3/e3 1787 68,6 % 60 63,8 % 12 vs. 33 vs. +4

ed/e2 35 1,3 % 3 3,2 % =47

ed/e3 406 15,6 % 20 21,3 %

ed/e4 33 1,3 % 0 0%
e2 399 7,7 % 15 7,9 % =.71
e3 4304 82,6 % 150 79,8 %
e4 507 9,7 % 23 12,2 % =.03

Tabulka 16 - Genotypy v genu ApoE
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5.4.Dotaznikové Setieni

Cilem dotaznikového Setieni bylo mapovat jidelni zvyklosti dobrovolnika
vietnamského plivodu a vztahovat ziskana data k zavérim vyplyvajicim z genetickych
analyz. Dotaznik byl sestaven z celkem 40 otdzek a mnozstvi ziskanych idaji bylo vétsi,
nez je pro ucel této prace nutné. Diraz byl proto kladen zejména na otdzky, které maji
souvislost s vySetienymi geny. Jde naptiklad o otazky tykajici se konzumace mléka a
mlécnych vyrobkd, kterd ma pfimou navaznost na frekvenci vyskytu alel varianty rs4988235
pro lakt6zovou intoleranci a dale otazky tykajici se frekvence konzumace alkoholickych
napoju a jejich objemu, které by mély korelovat s vyskytem alel varianty rs1229984 v genu
ADHIB pro alkohol-dehydrogenazu. Udaje byly ziskany od dobrovolniki, kterym byl
odebran i vzorek bunck stérem bukalni sliznice, a z dat ziskanych z mé bakalarské prace s
nazvem ,,Stravovaci zvyklosti a Zivotni styl ve vietnamské komunité v CR v porovnani s
populaci Vietnamu a rodilymi Cechy* (Vzor dotazniku viz piilohy).

5.4.1. Charakteristiky skupin respondenti

Ve skupiné vietnamskych respondentil se vyskytovalo vyrazné vice jedinct ve véku
36-50 let, zatimco mezi ¢eskymi respondenty méla nejvyssi zastoupeni vékova skupina 18—
24 let. V obou skupinach se Setfeni zucastnilo vice Zen nez muzi. Ve vietnamské skupiné
dokonce ve vSech vé€kovych skupinéch.

Rozlozeni pohlavi a vékovych skupin u
vietnamskych respondentt

40%

30%

20%
10% 1_| I I |
A
0%
18-24 25-35 36-50 51-65 66 -75

Zeny M muzi

Graf 6 - Rozlozeni pohlavi a vekovych skupin u vietnamskych respondentii

54



RozlozZzeni pohlavi a vékovych skupin u
ceskych respondentd

40,0%
35,0% —
30,0%
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20,0%
15,0%
10,0%
5,0% I I |
0.0% [ o —

18-24 25-35 36-50 51-65 66 -75

OZeny | muzi

Graf 7 - Rozlozeni pohlavi a vekovych skupin u ceskych respondentii
5.4.2. Vyskyt metabolickych civiliza¢nich onemocnéni
Udaje o vyskytu metabolickych civilizaénich chorob byly ziskany pouze formou

odpovédi, nebyly zméteny zadné antropometrické ¢i jiné laboratorni hodnoty. Hodnoty BMI
byly vypocitany z tidaji o télesné vysce a hmotnosti respondentii a nasledné¢ sefazeny do

odpovidajicich skupin:
<185. i podvyziva
18,5-2409.............norma
25-299............ nadvaha
>30 i obezita

Vyskyt obezity a nadvahy je 2x vyssi v Ceské skuping.

Vietnamci % Cesi %
Obezita a nadvaha 14 14 % 41 40 %
DM 9 8,8 % 6 5,.8%
Dyslipidémie 10 9,8 % 6 5.8%
Hypertenze 8 7,8 % 8 7,8 %
KVO 0 0 3 2,9%
Jiné 10 9,8 % 12 11,7 %

Tabulka 17 - Vyskyt metabolickych civilizacnich onemocnéni
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Vyskyt metabolickych civilizacnich onemocnéni
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Graf 8 - Vyskyt metabolickych civilizacnich onemocnent

5.4.3. Frekvence konzumace mléénych vyrobkii

Konzumace mléka a mlé¢nych vyrobki byla hodnocena podle udaji ve frekvenéni
tabulce s moznostmi volby, jak jsou uvedeny v tabulce 18:

Vietnamci % Cesi %
Kazdy den 11 10,8% 32 31,1%
4 - 6x/ 6 5,9% 33 32%
tyden
2 -3x/ 19 18,6% 23 22,3%
tyden
1x/tyden 13 12,8% 3 2,9%
1-2x/ 5 4,9% 3 2,9%
mésic
Malokdy 21 20,6% 4 3,9%
Nikdy 26 25,5% 5 4,9%

Tabulka 18 - Frekvence konzumace mlécnych vyrobkii
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Pro ptehlednost jsou udaje o frekvenci konzumace mléka v tydennim intervalu
zpracovany do grafické podoby:

Frekvence konzumace mléénych vyrobku

100,00%
80,00%
60,00%
40,00% kazdy tyden

20,00%

5 - 7x/tyden
0,00%
Vietnamci Cesi

W 5-7x/tyden W kazdy tyden

Graf 9 - Frekvence konzumace mlécnych vyrobkii v tydennim intervalu

5.4.4. Spotieba alkoholu

Primérna ro¢ni spotieba alkoholickych napoji byla vypocitana dle udajii o frekvenci
konzumace alkoholu v tydennim, mési¢énim nebo ro¢nim intervalu a zudaji o objemu
vypitého néapoje v jedné davce. Vyrazné vyssi spotieba piva a vina byla pozorovana ve
skupiné ¢eskych respondentti. Naopak mirné vyssi primérna spotieba destilati byla vyssi
ve skupiné Vietnamcti.

Prdmeérna rocni spotreba alkoholu

s 111
Destilaty 1,9
. 10,5
Vino 1,8
. 60
Pivo 16

0 10 20 30 40 50 60
PRUMERNA ROCNI SPOTREBA V LITRECH

DRUH ALKOHOLU

m Cedi W Vietnamci

Graf 10 - Primérnd rocni spotreba alkoholu
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6. Diskuse

Pro analyzu genotypt ve vietnamské populaci jsme v této diplomové praci pouzili
DNA ziskanou ze stérii bukalni sliznice. Pfednosti této metody je zejména neinvazivnost,
ale také pomérné snadnd manipulace, coz se potvrdilo relativné kratkym ¢asem, za ktery
jsme vzorky odebrali. Na druhou stranu se nadm pii analyze DNA z bukdlni sliznice
opakovang stalo, ze tspésnost jednotlivych krokti byla vétSinou nizsi nez pti analyze DNA
z plné krve. Dalsi nevyhodou této metody odbéru materidlu je riziko kontaminace
mikrobiomem pfitomnym v Gstni dutiné. Genom mikroorganismil se vSak od toho lidského
natolik 1i8i, Ze riziko vlivu pfipadné kontaminace na konecnych vysledcich lze povazovat za
nulové.

Genotypizace byla provedena dvéma zplsoby, PCR-RFLP a real-time PCR. Real-
time metoda poskytla vyrazné vyssi uspéSnost (100%) nez metoda Sté€peni restrikénich
fragmentl. Pfi této metod€ se také uSetfil Cas potiebny k inkubaci ve fazi S$tépeni
endonukledzou. Metoda PCR-RFLP naopak poskytla prostor pro uvédomeéni si vyznamu
pouzitych primert i restriktaz.

Pti porovnani frekvence genotypt mezi ¢eskou a vietnamskou populaci jsme nalezli
vyznamné rozdily ve 4 z 8 gend, a to v genech: FTO, TCF7L2, ADHIB a LCT.

Velmi malé ¢i nepatrné rozdily byly shledany v polymorfismech gent MC4R, HFE
(varianty H63D a C282Y) a ApoE.

6.1. Laktozova intolerance

Ze vSech gent byl rozdil nejvice patrny v genu pro laktazovou intoleranci, kde jsme
dle ocekavani nalezli, ze frekvence vyskytu homozygoti pro alelu C, ktefi nebudou
s nejveétsi pravdépodobnosti schopni travit laktozu, je ve vietnamské populaci prakticky
stoprocentni. Zatimco frekvence alely T zodpovédné za laktdzovou perzistenci v bélosské
populaci se mezi ¢eskymi obyvateli vyskytuje v drtivé vétSing.

Kvili homogenité v zastoupeni alel ve vietnamské populaci jsme metodiku pro
genotypizaci varianty rs4988235 jest¢ ovéfili tak, ze jsme soubézné analyzovali vzorky
z vietnamské populace 1 vzorky z ¢eské populace (vzorky dostupné z projektu post-
MONICA). Po provedeni RFLP jsme potvrdili spravnost metodiky, kdy se homozygotni a
heterozygotni formy v ¢eské populaci objevily v o¢ekavané frekvenci.

S timto nalezem koreluji data z dotaznikového Setfeni, ve kterém jsme se
respondentll ptali na jejich frekvenci konzumace mléénych vyrobkll. Ttebaze vétSina
vietnamskych respondentii ve svém dotaznikli ve vyctu svych potravinovych alergii a
intoleranci lakt6zovou intoleranci neuvedli, z vysledk jasné vyplyva, ze respondenti
vietnamského pivodu konzumuji vyrazné¢ méné mléka nez lidé ceského etnika.

Podle Jarvise a kol. (2002) vétSina vyzivovych doporu€eni v zapadnich zemich
doporucuje pro své obyvatelstvo 3 sklenice mléka denné pro dostatecny piijem vapniku 1
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jinych zivin v mléce obsazenych. Toto doporuceni by se vSak v zemich Vychodni Asie, a
tedy i ve Vietnamu, nejspise nemohlo uplatiovat, nebot’ velka ¢ast zdejSich obyvatel trpi
laktézovou intoleranci. U takovych populaci je nutné k hrazeni chybéjicitho véapniku a
bilkovin nachézejicich se v mléce nahradit jinym zplisobem, a tudiz by pro né méla byt
vyzivova doporuceni vhodné modifikovana. Nahradu by mohlo ptedstavit vyrobky s niz§im
obsahem laktézy jako jsou rizné druhy syri, bezlaktézové mléko/mlécné vyrobky, vyrobky
fortifikované vapnikem atd.

6.2.Vliv genovych polymorfismi na konzumaci alkoholu

Dalsim genem, pro ktery jsme shledali rozdil ve frekvenci vyskytu jeho genotypii
vyznamny, je ADH1B kodujici alkohol dehydrogenazu. Jak jiz bylo feceno, alela A varianty
rs1229984 kodujici histidin v pozici 48 podjednotky B2 je ve vyznamné vysSim zastoupeni
ve vietnamské populaci nez v populaci ¢eské. Podjednotka B2 podminénd alelou A spolu
s podjednotkou B3 (frekventovand zejména v africké populaci) mohou za ptiznaky kocoviny
zahrnujici Cervenani v obliceji, nauzeu a zvraceni. Pfedpoklada se také, ze horsi pribéh
kocoviny je jednou z pfi€in, pro¢ nositelé alely A maji nizsi tendenci k alkoholismu. Ve
vysledcich dotaznikového Setfeni se ndm tato domnénka do jisté miry potvrdila. V dotazniku
jsme se respondentii ptali na jejich frekvenci konzumace alkoholickych napoja (piva, vina a
destilatl) a na objem vypitého alkoholického népoje v jedné dévce. Z uvedenych dat jsme
vypocitali primérnou rocni spotiebu alkoholu pro kazdou populaci. Vyznamné vyssi
spotfeba zejména piva v Ceské populaci je zifejmé déna i1 niz§im zastoupenim rychlych
metabolizatorti pro alkohol dehydrogenazu v populaci.

Vyskyt alely A, a tedy 1 pfitomnost podjednotky 2, vSak nemusi nutn€ vést k nizsi
konzumaci alkoholu, jak dokazuje prace Hendershota a kol. (2009), kde autofi nasli méné
signifikantni korelaci mezi rizikovym genotypem pro ADH1B nez pro gen kodujici aldehyd-
dehydrogendzu (ALDH2) zejména u muzl korejského pivodu. ALDH2 je druhym
dalezitym genem v metabolismu alkoholu. Varianta Glu487Lys (rs671) tohoto genu, ktera
se vyskytuje ve vyssi frekvenci v populaci obyvatel Vychodni Asie (varianta je monoformni
v bélosskych populacich), mize téz predstavovat ochranu svého nositele pied zavislosti na
alkoholu. Nositel¢é této varianty dostanou po konzumaci alkoholu rudy ruménec v obliceji,
oznacovany jako ,,flushing face®. Tento fenomén spolu s nauzeou a tachykardii po poziti
alkoholu se nachazi u zhruba 36 % vychodnich Asiat. Tyto osoby jsou vSak na druhou
stranu pfi nadmérné konzumaci alkoholu citlivéjsi k nemocem indukovanym alkoholem jako
jsou razné nadory jater a jicnu 1 dalSich ¢asti gastrointestinalniho traktu. Pro takové jedince
s variantou rs671 by mélo byt vysloveno zvySené zdravotni riziko a doporuc¢eni omezovat
konzumaci alkoholickych napojt. (Hurley et al, 2002)

Podobné jako u ADHB existuje nékolik forem ALDH enzymi: Alela ALDH2*2
(rs671 A) koéduje enzym, ktery vykazuje snizenou aktivitu oproti ALDH2*1. V alele
ALDH2*2 dochazi k substituci aminokyseliny lyzin za glutaméat v pozici 504, ktera
zapticinuje témet nulovou funkci enzymu ALDH2 a nemoZnost oxidace acetaldehydu na

59



acetat. Z tohoto diivodu se acetaldehyd v tomto piipad¢ rovnéz nadmérné kumuluje. (Ding
et al, 2010; Lin a Cheng, 2002)

Ptesny diivod k takové pozitivni selekci jest€¢ neni zndm. Goldman a Enoch (2001)
vSak pfisli se dvéma hypotézami. V té prvni z nich mohou podle autorti za takovou frekvenci
alel v Asii mykotoxiny v plesnivé ryzi, jez jsou rizikovym faktorem pro fadu naddorovych
onemocnéni. Podle této hypotézy mohou enzymy ALDH pievést promykotoxiny na toxiny,
tudiz nositelé mutace genu ALDH budou produkovat méné toxinli a mit tak vyhodu oproti
homozygotlim s majoritni alelou pro ALDH. Ve druhé hypotéze se diskutuje o vyznamu
acetaldehydu v boji proti fad¢€ bakterii a protozoi k nému citlivych. Nositelé alely ALDH2*2
tedy budou mit vyssi koncentraci plazmatického acetaldehydu a pravdépodobné budou i vice
rezistentni k patogentim a infekcim, tudiz by mohli mit i vyssi Sanci na pfeziti.

6.3. Diabetes mellitus 2. typu

Vyznamny rozdil ve frekvenci vyskytu alel byl zaznamenan také u polymorfismu
1s7903146 v genu TCF7L2. Polymorfismy genu TCF7L2 jsou podle mnoha studii vyznamné
asociovany s rizikem vzniku DM2T, pfi¢emz nejvyssi riziko vykazuje varianta rs7903146,
kterou jsme analyzovali 1 v této praci. Vyrazné niz$i distribuce rizikového genotypu TT ve
vietnamské populaci je zfejmée také divodem pro nizsi prevalenci DM2T v této zemi (7,1 %
- Ministerstvo zdravotnictvi VN, 2022) oproti CR (10 % - UZIS, 2017). Byt tomu
neodpovidaji data z dotaznikového Setteni, kde je vyskyt DM2T vys§i ve vietnamské
populaci nez v ¢eské populaci. Za takové vysledky mohla zfejmé i nesrovnatelnost mezi
vékovymi skupinami v obou populacich, kdy bylo do studie zahrnuto vice jedincii
vietnamského ptivodu, kteti jsou vySsiho véku. Mlzeme zde vSak také klast otazku, zda a
do jaké miry miZze za zvySeny vyskyt metabolickych onemocnéni ve skupiné¢ Vietnamct
dlouhodobe Zijicich v CR zména stravovacich zvyklosti a adaptace na nové Zivotni prostiedi.

6.4.0bezita

Na vzniku DM2T 1 jinych metabolickych onemocnéni se muze rovnéz podilet i
obezita. V asijské populaci je vSak nizsi korelace mezi BMI a rizikem pro DM2T neZ pro
evropskou populaci. Dle Boffety a kol. (2004) a Koh-Banerjeeho a kol. (2011) pfedstavuje
obezita 3x vyssi riziko rozvoje DM2T u Asiatd, ale toto riziko je az 8x vyssi pro obyvatele
bélosského etnika.

Pro vznik obezity jsou povazovany polymorfismy v genu FTO. Jde naptiklad o
polymorfismus 1s993960, ktery vykazuje nejvyznamné;jsi asociaci s vyssim BMI a obezitou.
Jiné polymorfismy, vcetn¢ toho, ktery byl pfedmétem i této prace — rs17817449, a
polymorfismu 1421085 jsou vSak se zminénym polymorfismem 1s993960 v témét uplné
genoveé vazbg€. Analyzovali jsme proto variantu rs17817449, jejiz genotypizace miva vyssi
uspéSnost (Hubacek et al., 2009). Nositelé rizikové alely A varianty rs9939609 maji
zménény piijem potravy: homozygoti AA pfijimaji o 1231 kJ vice a heterozygoti AT
ptijimaji o 505 kJ vice nez homozygoti TT. Coz vysvétluje mnozstvi studii na vyznam alel
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genu FTO po dietnich intervencich, které nasly, Ze nositelé alely A také Iépe reaguji na
snizeni energetického pfijmu (Speakman, 2010; de Luis, 2013). Homozygot nesouci
rizikovou alelu mlize mit az o 3 kg vyssi vahu nez homozygot bez ni a jedna rizikova alela
muze predstavovat az o 1 kg navic oproti nerizikové alele (Gerken et al., 2007; Andersen et
al., 2008). Metaanalyza z roku 2013 se 177 330 subjekty (154 439 bilych, 5 776 Afro-
Americ¢ant, 17 115 Asiatl) ze 40 studii nasla, ze minoritni alela (A) varianty rs9939609 genu
FTO je asociovéna s vy$§im BMI u viech o primémé 0,30 kg/m? po 1 rizikové alele, u
bilych > 0,34 kg/m? na jednu alelu, u Asiati > 0,25 kg/m?, ale nenasla se 74dnd asociace u
Afroameri¢anti (efekt jedné alely je mezi -0,20 — 0,20 kg/m?). Tato alela je spojovana s
niz§im celkovym energetickym pfijmem (-6,4 kcal/den na jednu alelu), vy$sim pifijmem
proteind (+0,08 % CEP na jednu alelu) ale niz§im piijmem sacharidt (efekt jedné alely: -
0,07 % CEP), kdezto asociace mezi minoritni alelou varianty genu FTO a piijmem tuki
nebyla potvrzena. (Qi et al., 2013)

Obezita se ve vietnamské populaci vyskytuje vyrazné méné nez v ¢eské populaci,
coz dokazuji i vysledky z dotaznikl. Tento nalez je tedy znovu v souladu s nizsi (o zhruba
2,5x) frekvenci vyskytu alely G mezi Vietnamci nez mezi Cechy.

Ptimou korelaci s pfijmem potravy, a tedy nepiimou korelaci s BMI a obezitou,
vykazuje také gen MC4R. Tady jsme vSak hodnoty ve frekvenci jak jednotlivych alel, tak v
rozlozeni genotypi shledali téméf totozné pro obé€ populace a neni tedy pravdépodobné, ze
tento gen bude hrat roli v pozorovanych rozdilech ve vyskytu obezity mezi populacemi.

6.5.ApoE a cholesterolémie

Gen ApoE kodujici apolipoprotein E jako jeden z klicovych genli v metabolismu
lipidt, a tedy i predisponujici rizikovy faktor KVO i Alzheimerovy choroby, je hojné
genotypizovan po celém svété. Je znamo, Ze nositelé alel pro APOE*2 maji v porovnani
s nositeli alel pro APOE*3 nizsi hladinu LDL cholesterolu. Alely pro APOE*4, které naopak
vedou k vy$s$i hladiné LDL cholesterolu, jsou rizikovymi faktory pro ischemické choroby a
KVO. V této praci jsme zaznamenali jen mirn€ zvySenou frekvenci rizikové izoformy E4 ve
vietnamské populaci. Tato frekvence vSak odpovida frekvenci v jinych vychodoasijskych
populaci jako je Korea, Japonsko, Malaysie (10—-12 %), o néco niZsi je frekvence alel pro e4
v ¢inské populaci (7,1 %). Borco a kol. (1999) ve své praci porovnali frekvence vyskytu alel
pro ApoE v riiznych populacich a diskutovali, zda patii ApoE mezi tzv. ,Setfici geny*.
Domnivali se, ze izoforma e3 poskytovala vyznamnou vyhodu pfi zméné zpiisobu zivota ze
sbéracstvi na chov a péstovani. Tato izoforma se proto vyskytuje nejcastéji v téch oblastech,
kde je jiz dlouho zavedeno zeméd¢lstvi. Podle stejnych autort muze byt vyskyt izoformy e4
stale uziteCny, a to zejména v téch populacich, kde byva zasobovani potravy jen narazové ¢i
nedostatecné. Tato jinak rizikova izoforma zde piedstavuje jistou prevenci pied pfiilis
nizkymi hladinami cholesterolu.
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6.6.Hereditarni hemochromatoza

Hereditarni hemochromatozu, pokud je v¢as diagnostikovana, lze pomérné¢ dobie
lécit. Mutace v genu HFE predstavuji jednu znejcastéjSich pficin  hereditarni
hemochromat6zy. Rozpoznat piitomnost rizikovych alel v genu HFE se proto mize
ptedstavit jako vyznamné jak v prevenci, tak i v terapii hereditarni hemochromatozy. Ze tii
variant v genu HFE: C282Y, H63D a S65C mé nejvetsi vyznam varianta C282Y
(rs1800562), kdy vyskyt rizikové alely A v homozygotni kombinaci piedstavuje riziko
vazné hemochromatoézy, predevsim u muzi a postmenopauzalnich zen. U dvou variant, které
jsme genotypizovali v této praci, byl vyskyt rizikovych alel vzdy pomérné nizky v obou
populacich, a to zejména ve vietnamské populaci. Podle Simona a kol. (1980) se mutace
v genu HFE poprvé objevily u Keltd na izemi dneSniho Irska a Walesu a postupné se
rozs$ifily primarné na zbylé oblasti Evropy a pak, i kdyz v nesrovnatelné¢ mensi mife, i do
zbytku svéta. Vyskyt mutaci je tak v asijskych zemich obecné velmi nizky.

6.7.Limitace

Jsem si pln€¢ védoma limitaci, které moje prace obsahuje. Relativné maly vyzkumny
vzorek predstavujici vietnamskou populaci by mohl byt pfi¢inou problémovych vypocti pii
porovnavani. Do této prace byly také vice zahrnuty zeny vietnamského pivodu nezli muzi,
coz ve vysledku mohlo do jisté miry ovlivnit naptiklad hodnoty v konzumaci alkoholickych
napoju. Rozdily mezi populacemi ve frekvencich nékterych genotypu byly vsak tak velké,
7ze bylo mozZné je povazovat za signifikantni 1 pfes uvedené nedostatky. Z diivodu
nemoznosti ziskani udaji ohledné¢ frekvence konzumace potravy od cCeskych jedincii
zapojenych do projektu post-MONICA jsem pro tcel této prace pouzila data z mé bakalarske
prace. Vékove rozlozeni jedinct dvou skupin proto nebylo zcela srovnatelné, coz mohlo mit
vliv na hodnoty frekvence vyskytu metabolickych chorob, které ne zcela odpovidaji
oficialnim datim vydanym statistickymi ufady dvou zemi.
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7. Z.avér

V ramci této diplomové prace byly porovnany frekvence vyskytu alel polymorfismii
v raznych genech, které jsou dlouho znamy svou asociaci s nékterou z metabolickych
civilizacnich chorob nebo jinak ovliviiuji metabolismus rtiznych Zzivin. Jmenovité §lo o
polymorfismy v genech FTO a MC4R v souvislosti s nadvdhou a obezitou, v genu TCF7L2
v souvislosti s rizikem vzniku DM2T, v genu HFE (C282Y a H63D) v metabolismu Zeleza,
v genu ADHIB v metabolismu alkoholu a v neposledni fad¢ polymorfismus ovliviiuji
laktdzovou perzistenci a nepfimo tak ptijem mléka a vapniku.

Potvrdily se nam hypotézy o rozdilném zastoupeni alel v eské a vietnamské
populaci, a to zejména u polymorfismit v genu pro laktézovou intoleranci, v genu pro
alkohol-dehydrogenazu, v genu TCF7L2 a v genu FTO. Ve tfech posledné zminénych
variantach jsme vzdy nalezli nizsi frekvenci vyskytu rizikové alely ve vietnamské komunité
nez v majoritni populaci ¢eské. V genu pro laktézovou intoleranci jsme naopak nasli, ze
vyskyt alely zodpovédné za laktézovou intoleranci byl vyssi u Vietnamcu, coz koreluje
s nalezenymi Udaji o niz8i konzumaci mléka v této populaci.

Vysledky prace byly také podlozeny poctem studii zahrnujicich bélosskou populaci
a/nebo asijskou populaci. Pro ucel této prace jsme rovnéz vyhledavali publikované prace,
které se zamé&fily na genotypizaci a porovnani vyskyt alel zminénych polymorfismt mezi
Ceskou a vietnamskou populaci. Z vysledki dostupnych v databazi védeckych ¢lankt
Pubmed se domnivame, Ze tato prace je svym tématem a zamétenim jedinecna. Také se
domnivame, ze vysledky genotypizace variant rs4988235 pro laktdzovou perzistenci,
rs7903146 v genu TCF7L2 a rs17782313 v genu MC4R v dospélé vietnamské populaci
zatim jeSté neexistuji, nebo jesté nejsou publikovany a vysledky v této praci by mohly byt
v dané problematice prvni.

Ptinos této prace vidim zejména ve vyznamu znalosti genetickych predispozic
k metabolickym onemocnénim, které¢ by se meély odraZet 1 v obecnych vyzivovych a
interven¢nich doporucenich pro rtizné skupiny obyvatel. Tato prace by tak mohla poskytnout
jisty podklad pro vytvoreni specifického vyZivového doporuceni ur€en¢ho hlavné pro mistni
komunitu Vietnamct, ktefi se v Ceské republice stale adaptuji na nové Zivotni prostiedi.
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Priloha ¢. 2 Informovany souhlas k genetickému vySetfen

Institut klinické a experimentalni mediciny, _
Videriska 1958/9, 140 21 Praha 4, tel.: +420 26136 1111, IC 00023001

IKE
M

Souhlas vySetFované/ho s genetickym laboratornim vySetfenim

Udaje o vysetrované osobé:

Jméno a pfijmeni.........) _ .............................
Ré&:......... e ———
POJISTOVIA: s nmssapanisi I -

/

Nizev studie: Polymorfismy nutrigeneticky funk&nich genti ve vietnamské a Eeské populaci.

Cil, povaha a postup vykonu: Jednd se o laboratorni vySetfeni, pfi kterém se zjist'uje, jakou
variantou uréitého genu je vySetfovand osoba vybavena. Material k vySetfeni bude ziskén stérem
bunék bukalni sliznice.

Okekavany p¥inos vykonu: Zjidt&ni potencidlnf genetické predispozice k chorobé.

Rizika a komplikace vykonu: Z4dn4, jednd se o neinvazivni ziskani vzorku.

Omezeni po provedeném vykonu: Zadna, jednd se o neinvazivni ziskéni vzorku.

Alternativni moZnosti vykonu: Genetické vySetfeni nemd alternativu.

Dopliiujici otdzky pacienta:

A. Prohlaseni lékafe, ktery podal informace o vvetfeni pacientovi (zdkonnému zastupci)
Prohladuji, Ze jsem vySetfované/mu (zédkonnému zastupci vysetfovaného) jasn€ a srozumiteln&
vysvétlil/a ugel, povahu, predpokladany prospéch, ndsledky i moZnd rizika niZe uvedeného
genetického laboratorniho vydetfeni. RovnéZ jsem vySetfovanou osobu seznimil/a s moZnymi
vysledky a s disledky toho, Ze by vysetfeni nebylo moZno za niZe uvedenym uéelem provést
(nezdafilo by se) nebo by nemélo potfebnou vypovidaci schopnost pro naplnéni sledovaného tcelu.
Vysledky laboratorniho vySetfeni budou divémé a nebudou bez souhlasu vySetfované
osoby/zékonného zastupce sd&lovany teti strang, pokud platné pravni predpisy neurtujf jinak.
Pacientovi byl / nebyl* vydan informaéni list vztahujici se k poZzadovanému genetickému vySetieni.

*nehodici se §krtnéte

B. Prohlafeni vySetfované osoby

Potvrzuji, Ze mi byly poskytnuty informace ke genetickému laboratornimu vySetfeni za tdelem
uvedenym v odstavei B1. Ve mi bylo sdéleno a vysvétleno jasné a srozumitelné. Mél/a jsem
moznost vie si fadné, v klidu a v dostateéné poskytnutém ¢ase zvazit, mél/a jsem moZnost se lékafe
zeptat na vie, co jsem povaZoval/a za pro mne podstatné a potfebné védét a probrat s nim vie, éemu
jsem nerozum&l/a. Na ty to mé dotazy jsem dostal/a jasnou a srozumitelnou odpovéd'.

F170 IKEM Souhlas vy3etfované/ho (zakonného zéstupce) s genetickym laboratornim vysetfenim Stranka 1z 2
Verze 03
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B. 1 Za tudelem vySe uvedenym souhlasim s odbérem dile uvedeného vzorku z mého téla a
s provedenim téchto vySetieni:

Molekulirné geneticks vySetieni: Analyzovény budou b&Zné varianty gend potencialné spojenych
vyskytem civilizaénich onemocnéni (obezita, diabetes) a ovliviiujicich n¥ktere stravovaci zvyklosti
(ptijem mléka, Zeleza ¢&i alkoholickych napoji).

Ze vzorku: bukalni sliznice

2 Rozhodl/a jsem, e se vzorkem bude po ukonéeni testovéni naloZzeno takto:

@ Pokud to bude mozné, bude mij vzorek (vzorky) skladovan pro dalsi analyzu provedenou
k mému prospéchu a prospéchu mé rodiny, ale vzdy budu pfed dal3im vySetfenim poucena a
nové navthovana geneticka laboratorni vySetfeni budou provedena aZz s mym aktudlnim
informovanym souhlasem.

W Souhlasim s anonymnim vyuZitim mé DNA/RNA k lékafskému vyzkumu a s tim, aby
vysledky vySetfeni vietng informaci o mém zdravotnim stavu zjisténeé v souvislosti s timto
vyzkumem mohly byt anonymné, tedy bez uvedeni jména a dalsich identifika¢nich udaji
pouzité pro prezentaci v odbornych védeckych kruzich & v odbornych ¢asopisech

o Mij vzorek (vzorky) bude po provedeni genetick¢ho laboratorniho vy3etieni zlikvidovan
stim rizikem, e nebude jiz moZné v budoucnosti vysledek vysetieni v piipadé potfeby
znovu ovétit a pro daldi genetické testovéani bude nutny novy odbér materialu.

B JANBY.. oo s e s nmmo b e e v SR RN TS VE S ¥ ST SR SR § B e v

Na zikladé tohoto pouleni prohlasuji, ze souhlasim s odbérem pfisluiného vzorku z mého téla
a s provedenim vySe popsaného genetického laboratorniho vySetfeni s podminkami
uvedenymi vySe.

Jsem si védom/a, Ze sviij souhlas mohu kdykoliv odvolat.

Obdrzel/a jsem datovany a podepsany stejnopis tohoto IS.

Podpis vySetfované osoby

............................

v }7211/’4 ..... e Dne.. A28 200 S eeeereerererenaons

Tento informovany souhlas je vyhotoven ve dvou stejnopisech, znichi jeden obdrZi osoba
odebirajici vzorek a druhy vySetfovana osoba. Pro potfeby ostatnich subjektll podilejicich se na
diagnostice se poskytuje lékafem potvrzend kopie.

Detailni informace o zpracovani osobnich Udajll naleznete na webové strance adpr.ikem.cz

F170 IKEM Souhlas vySetfované/ho (zékonného zastupce) s genetickym laboratornim vysetfenim Stranka 2z 2
Verze 03
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Priloha ¢. 3 Dotaznik

Dobry den,

Jsem studentkou 1. lékarské fakulty univerzity Karlovy. Chtéla bych Vis poZddat o vipinéni
kratkého dotazniku, ktery vvuziji ke zpracovani mé bakaldrské prdce na téma Rozdily v jidelnich
zwvklostech a Zivotnim stviu mezi Vietnamei a Cechy. Dotaznik je zcela anonymni, nikdo (tedy ani
autorka prace) Vis nebude moct dle ziskanyeh dat identifikovat, poprosim Vs proto o pravdivé
wwplnéni dotazniku. Také aby data bylo mozné zpracovar a prdace méla vipovidajici hodnotu, budu
Vim velice vdécnd za peclivé viplnéni celého dotazniku. Dékuji.

[ N )

[ N I

10.

11
®
®
®

12.

Zakladni udaje:

Pohlavi: Socio-ekonomicka situace:

zena

muz 5. Va3e nejvyie dosaZené vzdélani:
® zikladni

Vék: ® stiedni bez maturity
® stiedni s maturitou

Vyska: ® vysokoskolské

Viha:

Zdravotni stav:

Trpite néjakym onemocnénim?

Diabetes

dyslipidémie

Kardiovaskularni onemocnéni (aterosklerdza, ischemicka choroba srdeéni, infarkt

myokardu, ischemicka choroba dolnich kon¢etin, ischemicka cévni mozkova piithoda)
Hypertenze

Jiné (které?):

Mate néjaké dietni alergie/intolerance? Napiste prosim konkrétné jaké.

Stravujete se podle né&jakého alternativniho sméru? (napi vegetarianstvi, veganstvi,...)
Stravovani:

Stravujete se pravidelné?

ano

ne

Kolik jidel denné konzumujete:

. Snidate:

ano
ne
nepravidelné

Kolik mivite denné teplych jidel?
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. Kolik krat tydné jite v restauraci?
nikdy
1-2x%
3-5x
6 a vicekrat

-
eosoe:-

. Cim sladite?
hnédym cukrem
bilym cukrem
medem
sirupem
umeélym sladidlem
stévii

L0 BB B By

. Dosolujete si u stolu?
ano
ne

oo

16. Kolik litrii nealkoholickych tekutin vypijete priumérné za den?................. 1

17. Co pijete nejcastéji? (sefadit podle frekvence — ocislovat od 1 = nejcastéjik 4 =
nejméné casto)

vodu

caj

dzus

sladké limonady

18. Jaké druhy masa jite? (sefadit podle frekvence — ocislovat od 1 = nejcastéji k 4 =
nejméné casto)

dritbezi

vepiove

hovezi

ryby

19. Jaké mlécné vyrobky konzumujete (sef'adit podle frekvence — oéislovat od 1 —
nejcastéji k 5):

tvrdé syry

tavené syry

tvaroh

jogurt

kefir

20. Z technologickych uprav jidel preferujete? (seradit podle frekvence — oCislovat od 1 —
nejcastéji k 5)

e vafeni

e smazeni

e grilovani
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e duseni / vareni v paie / ve vodni lazm
e peceni

Zivotni styl

1. Koufite?
ano
nikdy jsem nekouiil(a)
byvaly kuidk

[ I B

22. Kolik cigaret denné v prameéru koutite? Pokud jste nikdy nekouiil(a), tuto otazku prosim
pieskoéte.

23. Pijete alkohol? Pokud ho pijete, jak ¢asto ho pijete? (Oznacte, prosim, moznost, ktera Vasi
konzumaci daného alkoholického napoje nejvice vystihuje).

Nikdy 1x- 3x/ 1-3x/ 1x/ 2-4x/ Kazdy den
rok mésic tyden tyden
Pive
Vino
Destildry

24. Jaké mnozstvi alkoholu pijete?

Primémé mnozstvi vypitého alkoholu pii kazdé konzumaci (v ml)
Pivo
Vino
Destildaty
25. Pijete denné kavu?
® ano 27. Je vade prace/zaméstnani pirevazné:
® ne ® sedava
® fyvzicka
26. Kolik 3ilka kavy denné pijete? ® kombinace obojiho

. Délate néjaky sport, pfipadné néjaky druh pohybové aktivity (alespofi na 20 minut):
kazdy den
2 - 3x tydné
1x tydné
1 — 2x za mesic

Vibec

[
0000

29. Kolik hodin denné spite?
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Frekvenéni dotaznik:

Tabulka frekvence konzumace jidel:

Zaznamenejte, prosim, do tabulky jak ¢asto jednotlivé potraviny prumémeé konzumujete.

Druh
potravy

Kazdy
den

4-
6x/tyden

2-3x/tyden

1x/ty¥den

1x/mésic

Vyjimeén
€ (Ix/ctvrt
roku -
1x/rok)

Nikdy

Maso

Ryby

Zelenina

Ovoce

Miéko a
mlécné
vyrobky

SmaZend
jidla

Sladkosti

Slané
trvanlivé
vyrobky *

Bilé peivo

86




Univerzita Karlova, 1. 1ékaiska fakulta
Katefinska 32, Praha 2

Prohlaseni zajemce o nahlédnuti do zavérecné prace absolventa studijniho
programu uskutecCniovaného na 1. lékaiské fakulté Univerzity Karlovy.

Jsem si védom/a, ze zavére¢na prace je autorskym dilem a Ze informace ziskané
nahlédnutim do zpfistupnéné zavérecné prace nemohou byt pouzity k vydélecnym tceltim,
ani nemohou byt vydavany za studijni, védeckou nebo jinou tvlirci ¢innost jiné osoby nez
autora.

Byl/a jsem seznamen/a se skutec¢nosti, Ze si mohu potizovat vypisy, opisy nebo
kopie zavéreéné prace, jsem vSak povinen/a s nimi nakladat jako s autorskym dilem a
zachovavat pravidla uvedend v pfedchozim odstavci.

Cislo dokladu
P#ijmeni, jméno totoZnosti vypijcitele Signatura .
. i , . , e e, Datum Podpis
(hilkovym pismem) (napt. OP, cestovni | zavérecné prace
pas)
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