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ABSTRAKT: Amylaza je enzym produkovany u ¢lovéka v pankreatu a slinnych zlazéach, jehoz funkci
je Stépeni Skrobu. Geny pro slinny izoenzym (AMY1) nachazejici se na chromozomu 1p21.1 vykazuji
vyraznou variabilitu v poctu kopii (CNV). Jejich pocet pozitivné koreluje s vyslednym mnozstvim
produkovaného enzymu. Tato variabilita je pravdépodobné dusledkem pozitivni selekce v lidské
evoluéni historii a odrazi zastoupeni $krobu v potravé jednotlivych populaci. Skrob prednatraveny
slinnou a-amylazou je vstiebavan efektivnéji, s vysSim ziskem energie v pozdé€jSich fazich jeho
metabolizace. Vyssi produkce a-amylazy tak mohla byt jednim z faktorti rapidniho zvétSovani mozku
u ¢lovéka a mnohem pozdgji i prechodu k zemédélstvi. Radila by se tim mezi dal§i znamé evoluéni
zmeény Vv lidském genomu podminéné subsistenci, vedouci napt. k laktazové perzistenci ¢i pomalejsi
acetylaci xenobiotik. V soucasnosti se poc¢et kopii a mnozstvi produkované a-amylazy mize odrazet
pfedevs§im na hladiné glukézy v krvi, produkci inzulinu po pfijmu potravy a na incidenci nékterych
civilizacnich onemocnéni, jakymi jsou napf. obezita ¢i diabetes II. typu. Sporny je vliv slinné a-amylazy
na sloZeni mikrobiomu, kardiovaskularni onemocnéni a prozanétlivy profil jedince. Pokracujici vyzkum
by mohl osvétlit podminky pfispivajici ke vzniku zminénych patologii a poskytnout poznatky pro

personalizaci diet v zavislosti na stravovacich navycich pivodnich lidskych populaci.

Kli¢ova slova: a-amylaza, CNV AMY1, evolu¢ni genetika, Skrob, obezita, diabetes



ABSTRACT: Amylase is a starch-digesting enzyme produced by the pancreas and salivary glands in
humans. Genes for the salivary isoenzyme (AMY1), located on chromosome 1p21.1, show remarkable
variability in their copy numbers (CNV). Their count is positively correlated with the final amount of
the produced enzyme. This variability could be the result of positive selection during human evolution,
depending on the amount of starch consumed by various populations. Starch pre-digested by salivary a-
amylase is absorbed more effectively, resulting in a greater gain of energy in later stages of the
metabolizing process. Thus, it could have been one of the factors for rapid brain growth in humans and,
significantly later, even for the agricultural transition. It could belong to a group of other known
subsistence-based evolutionary changes in the human genome, such as those resulting in lactase
persistence or slow acetylation of xenobiotics. Nowadays, the number of copies and the amount of
produced a-amylase can influence the glucose level in the blood and insulin production after
consumption, as well as the incidence of certain civilization diseases, such as obesity or type II diabetes.
The influence of salivary a-amylase on the composition of the microbiome, cardiovascular diseases, and
the pro-inflammatory profile remains uncertain. Further research could shed light on the conditions that
contribute to the pathologies mentioned above and provide information for creating personalized diets

based on the dietary habits of ancestral human populations.
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1 Uvod

Enzym o-amyldza, jehoz funkci je $tépeni Skrobu, nachdzime u mnoha zastupcl zivocisné fiSe.
Obratlovci jej mohou produkovat ve dvou izoformach — pankreatické a slinné. Pankreaticka forma se
vyskytuje u vSech obratlovci, k produkci slinné formy dochazi u omezeného poctu druhti. V lidském
genomu je slinnd forma enzymu kodovana nékolika kopiemi genu AMYI, jejichz pocet vykazuje
vyraznou variabilitu. Mnozstvi kopii AMY1 zaroven koreluje s vyslednym mnozstvim produkovaného
enzymu. Vzhledem k této korelaci a k odlisnému poctu kopii u lidskych populaci dle zastoupeni Skrobu
ve stravé se zda, ze jde o vysledek pozitivni selekce. Vzhledem k vyraznému navysSeni konzumace
Skrobu po zemédélské tranzici by pravé vyssi produkce a-amyldzy mohla hrat vyznamnou roli pfi

zvySovani ziskané energie a podilet se na zefektivnéni lidského metabolismu.

Geny AMY1 (AMYI1A, AMYIB, AMYI1C) se u cloveéka nachazi na chromozomu 1p21.1 v klastru
s dalsimi dvéma geny pro pankreatickou a-amylazu (AMY2A, AMY2B) a pseudogenem AMYPI.
Vsechny tyto geny pochazeji z jednoho ancestralniho genu, u néhoz doslo ke dvéma po sob¢ jdoucim
duplikacim s inzerci retroviralniho tseku v jedné z linii a nasledné triplikaci prekurzoru pro AMY1 geny.
Pocatecni vyvoj genu AMY1 lze sledovat v linii primatt, nicméné predpoklada se, ze k jeho duplikaci
doslo nezavisle jak v linii ¢lovéka, tak u ostatnich hominidii. Zménou stravovacich navyka a zvySenim
konzumace Skrobu u lidskych populaci poté doslo k navysSeni poctu kopii genu AMYI od 1 do 27

diploidnich kopii, nejspise prave v diisledku potravni adaptace.

S touto variabilitou jsou pak spojené individudlni odliSnosti v efektivité traveni Skrobu, coz
muze v nékterych ptipadech vést ke zvyseni Ci snizZeni rizika obezity, diabetu II. typu a, dle n¢kterych
vyzkumt, i metabolického syndromu ¢i kardiovaskularnich onemocnéni. Jiné vyzkumy dale naznacuji

provazanost se zménami slozeni stfevni ¢i Gstni mikroflory.

Tato bakalafska prace si klade za cil popsat strukturu lidskych gend pro a-amylazu, jejich
evoluéni vyvoj, a nasledné se zaméfit na pivod a vyznam lidské variability u kopii genu AMY]I.
Podrobné zmapuje vyvoj poctu kopii AMY1 pted odd€lenim linii neandertalci a anatomicky modernich
lidi, pfes vyraznou zménu v lidské subsistenci, kterou bylo zavedeni vyroby potravin domestikaci rostlin
a zvirat. Shrne poznatky, na jejichz zakladé se zd4, Ze vyvoj tohoto genu je dilem recentni pozitivni
patologické stavy soucasné spolecnosti. Nasledné bude vyvoj tohoto genu zasazen do SirSiho kontextu

selekén€ podminénych znaki v lidské evoluci, které primarné souvisi s potravnimi navyky.



2 Skrob a amylaza

2.1 Skrob a jeho role v lidské stravé

Skrob je glukézovy polymer vyskytujici se ve stabilnich semikrystalickych granulach. Je tvofen
predevsim amylozou a amylopektinem, pficemz procentualni zastoupeni téchto polymert se muize liSit
(Hardy et al., 2015). Stejné tak se 1isi obsah skrobu v jednotlivych potravinach. Mezi ty s vysokym

obsahem patii napft. ryze, brambory, obiloviny ¢i lusténiny.

Skrob se fadi mezi stravitelné sacharidy — tedy ty, které je lidské télo schopné zpracovat.
V lidské strave predstavuji dilezity zdroj energie, nebot’ odpovidaji za 40-75 % energetického ptijmu.
Praveé skrob mezi nimi zaujima prominentni postaveni jakozto nejvice zastoupeny stravitelny sacharid
(Hardy et al., 2015). Mnozstvi potravin s jeho vysokym obsahem ve stravé nicmén¢ neni u jednotlivych
lidskych populaci homogenni. Populace se tak daji rozd¢lit na ty s vyssim (high-starch, HS) ¢i niz§im
(low-starch, LS) ptijmem skrobu. Mezi HS se fadi pfevazna vétsina soucasnych populaci po prumyslové
revoluci. Malé mnozstvi Skrobu je konzumovano u populaci, jako jsou pastevecké komunity

vychodosibitskych Jakuti ¢i vychodoafrickych Datogili (Perry et al., 2007).

2.2 Amylaza

Amylaza je Siroce zastoupeny enzym S$tépici Skrob. Amyldza savcl (Mammalia) nese oznaceni o-
amylaza (a-1,4-glukan-4-glukan-hydroldza) s kddovym enzymovym ¢islem EC 3.2.1.1. (Merritt et al.,
1973). Jedna se o monomericky, vapnik vazici protein (Santos et al., 2012), existujici ve dvou formach
s rozdilnym organovym vyskytem. V pankreatu dochézi k produkci pankreatického izoenzymu a v tstni

dutin€ je slinnymi zldzami produkovan izoenzym slinny (Merritt et al., 1973).

K expresi a-amylazy v pankreatu dochazi u vSech obratlovci, nicméné ve slinnych zlazach je
a-amylaza produkovana pouze u nékolika druhti savcl ziadt primatd (Primates), zajicovcl
(Lagomorpha), hlodavct (Rodentia) a letount (Chiroptera) (Samuelson et al., 1996). Vzdy se jedna
o omnivorni, pfipadné herbivorni zivocichy, u savcu s obligatni karnivorii neni a-amylaza ve slinach

produkovana nikdy (*Boehlke et al., 2015).

Pro tento stav byly navrZzeny dva evoluc¢ni modely. Jeden tvrdi, Ze sav¢i pfedek exprimoval a-
amylazu v pankreatu i ve slindch a druha schopnost pak byla v n€kolika liniich ztracena. Druhy
(preferovany) model naopak postuluje, ze piedek savci exprimoval o-amylazu jen v pankreatu
a schopnost jeji exprese ve slinach byla nabyta n¢kolika fady savct druhotné€ a nezavisle na sobé. Tuto
teorii podporuje naptiklad strukturalni i sekvenéni rozdilnost promotorti pro amylazu ve slinach u lidi
a mysi. Jeji soucasti je také predpoklad pozitivni selekce ve prospéch produkce a-amylazy ve slinach

v evoluci savet (Samuelson et al., 1996; Ting et al., 1992).



I vzhledem k druhové omezenosti produkce a-amylazy ve slinach je za hlavni enzym trévici
Skrob povazovana pankreaticka a-amyladza. Roli slinné a-amyldzy je predevSim iniciace traviciho
procesu po aktivnim promichani enzymu srozzvykanou potravou (Mandel et al., 2010). Jejim
pusobenim dojde k uvolnéni oligomerti a malého mnozstvi gluk6zy z polymerniho Skrobu (Santos et al.,
2012). Jeho prvotni rozklad na oligo- a disacharidy umoziiuje percepci mensich sacharidovych jednotek
chutovymi receptory. Diky tomu dochazi k signalizaci travicimu systému, ¢imz se zefektivituje nasledny
prabeh traveni (Peyrot des Gachons and Breslin, 2016). Pfednatraveny Skrob postupuje do tenkého
stteva, kde je dale S§tépen pankreatickou o-amyldzou. Travici proces je dokonCen enzymy

(disacharidazami) kartacového lemu tenkého stfeva (Tucci et al., 2010).

2.2.1 Amylaza ve slinach a jeji funkce
Lidské sliny hraji pomémé dilezitou roli v travicim procesu. Zastavaji pii ném hned nékolik funkci od
solubilizace piijaté potravy, pies ¢isténi Gstni dutiny, formovani prvni ochranné bariéry proti patogentim,

podilu na vnimani chuti, po zacatek traveni lipida a Skrobu (Pedersen et al., 2002).

Tyto funkce vychazeji z jednotlivych slozek obsazenych ve slindch. Hlavni z nich je voda (az
99 %), zbylou ¢ast tvoii vice nez 2000 druhii peptidd. Z tohoto poctu je 400 az 600 druhh peptidi
produkovano slinnymi zlazami (Amado et al., 2010). Pravé do této skupiny se fadi i a-amylaza, jejiz
vysledné mnozstvi se pohybuje mezi 40-50 % vSech proteinti ve slinaich (Mandel et al., 2010). K jeji
produkci dochdzi po piislusné stimulaci, do které je zapojen jak sympaticky, tak parasympaticky systém
(Santos et al., 2012). Jeji funkci je, jak jiz bylo zminéno, katalyza hydrolytické ¢innosti vnittnich a-1,4-

glykosidickych vazeb, ¢imz zprostiedkovava traveni sacharidii - zejména Skrobu (Santos et al., 2012).

Amylazovy protein ve slinach muze byt glykosylovan (zhruba ctvrtina) ¢i bez glykosylace
(zbylé tii ¢tvrtiny), kazda z te€chto forem pak vykazuje odliSnou stabilitu a aktivitu (*Bank et al., 1991;
Yang et al., 2015b). Aktivita a-amylazy ve slinach je z velké ¢asti (byt’ ne uplné) inhibovana v prostiedi
s nizkym pH, a jeji funkce tedy spociva ptedevsim v iniciaci traveni v istni dutin€é. Mize zde zasahovat
také do bakterialniho sloZeni ¢i se dale podilet na regulaci homeostazi metabolické glukozy (Pajic et al.,
2019). Existuji nazory, Ze by slinnd a-amylaza mohla napomahat traveni Skrobu i po polknuti sousta
v dal$ich Castech travici soustavy, nebot’ inhibice nizkym pH neni dokonala (Santos et al., 2012). Pro
jednoznacny zaver vsak zatim neni dostatek dat. V malé mife byla pak produkce slinného izoenzymu
detekovana také v tukove tkani. Zatim vSak neni zcela jasné, jakou roli by méla zastavat zde (Falchi et

al., 2014; Mejia-Benitez et al., 2015).

Celkové mnozstvi produkované a-amylazy a jeji aktivita jsou mezi populacemi i jednotlivei znacné
variabilni v zavislosti na fyziologickych, psychosocialnich faktorech a také na prostedi. Je mozné mit
dva jedince se stejnou koncentraci a-amylazy ve slinach a rozdilnou aktivitou, kterou dané mnozstvi a-

amylazy vykazuje a vice versa (Mandel et al., 2010). Do tohoto vztahu vstupuji cirkadialni rytmy,
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mnozstvi stresu (Mandel et al., 2010), mira hydratace, stravovaci navyky a slozeni stravy — vétsi piijem
sacharidi ptispiva k vyssi aktivité a-amylazy (Santos et al., 2012; Squires, 1953). Roli hraje také stupen
vyvoje slinnych zlaz (Yang et al., 2015a) a mira exprese genu v riznych stadiich ontogenetického
vyvoje, nicméné zde jsou odliSnosti (i v porovnani s pankreatickou a-amyldzou) spiSe mensi. Exprese
gentl AMY v organismu zacind zpravidla jiz od 12.-18. tydne téhotenstvi. Po zbytek Zivota pak zlistava
relativné konstantni (Laxova, 1972; Tye et al., 1976). Vzhledem k tomu, Ze sekreci a-amylazy ve slinach
ovliviiuje adrenergni regulace a osa hypotalamus-hypofyza-nadledviny (HPA) (Granger et al., 2007),
byl zkouman také vliv télesné aktivity. Nékteré studie uvadeji, Ze pravé v reakei na cviceni se zvysuje
produkce tohoto proteinu (*Chatterton et al., 1996; *Kivlighan and Granger, 2006). Vliv kvality spanku
na mnozstvi produkované amylazy nebyl jednozna¢n¢ potvrzen, byt n¢které studie udavaji vliv méné
kvalitniho spanku na zvySené mnozstvi a-amylazy ve slinach. U objektivné meftitelnych faktort (jako

napf. délka spanku) se v8ak korelace neukazala (*Réikkonen et al., 2010; Van Lenten and Doane, 2016).

Geneticky se pak mnozstvi a-amylazy ve slinach odviji od poc¢tu kopii genu AMYI,
jednonukleotidovych polymorfismti (SNPs) vnich a rozdili v efektivite transkripce a translace

v kontextu rozdilnych haplotypti (Heianza et al., 2017; Mandel et al., 2010).

3 Geny pro amylazu

Geny kodujici a-amylazu se nachdzeji v klastru o 230 kb na chromozomu 1p21.1 (Obrazek 1).
U nejcastéjsiho lidského haplotypu se klastr sklada z péti gentt — gentt AMY1 (AMYI1A, AMYIB,
AMYI1QC), které koduji a-amylazu ve slinach, a gentt AMY2 (AMY2A, AMY2B), k jejichz expresi dochazi
v pankreatu. VSechny lidské geny pro a-amylazu obsahuji y-aktinovy pseudogen, do kterého je u AMY1
genu vlozen endogenni retrovirovy element (Cast elementu najdeme i v genu AMY2A, nicméné ne tak
rozsahlou). Dale se v klastru nachazi jesté pseudogen AMYP1 (Samuelson et al., 1996, 1990; Santos et
al., 2012).

Sekvence tii genli AMY! jsou navzajem identické z 99,9 %, tato sekvence je pak z 93,2%
identicka se sekvenci genu AMY24 a 7 93,6% s AMY2B. Mezi dvojici geni AMY?2 je identita 94 %
(Carpenter et al., 2015). Rozhrani intron/exon jsou u gentit AMY1 a AMY?2 velmi podobna, nicméné jejich
promotory si nejsou piibuzné. Transkripce AMY1 geni zacina uvnitf sekvence y-aktinového pseudogenu

a promotor je sloZen z pseudogenové a retrovirové sekvence (Samuelson et al., 1996).



Chromozom 1p21.1

104,100 K 104,150 K 104,200 K 104,250 K 104300 K
\ \ \
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m Y-aktinovy pseudogen
O retrovirovy element

Obrazek 1. Klastr genii pro a-amylazu na chromozomu Ip2l.1, ktery obsahuje 2 geny pro pankreatickou o-amyldzu
(AMY2B, AMY2A), 3 geny pro slinnou a-amylazu (AMYI1A, AMY1B, AMYI1C) a I pseudogen (AMYPI). Modre jsou znacené
sekvence y-aktinového pseudogenu, retroviralni sekvence jsou vyznacené bézovou barvou a jejich mnozstvi uddava pocet
znamének + (Santos et al., 2012) — upraveno.

3.1 CNVsvgenu pro amylazu
Variace poctu kopii (Copy Number Variants — CNVs) je v obecné roving termin pouzivany pro opakujici
se sekvence, jejichz pocet se mezi jedinci stejného druhu lisi. CNVs jsou tedy soucasti celkové diverzity

lidskych populaci a zaroven makro- i mikroevolu¢nich procest (Pos et al., 2021).

U moderniho ¢loveéka jsou uvadény CNV u genu pro o-amylazu v rozmezi 1-15 diploidnich
kopii (Mandel and Breslin, 2012), 1-18 diploidnich kopii (Yang et al., 2015b), 2-16 diploidnich kopii
(Perry et al., 2007; Santos et al., 2012; Tan et al., 2016), 2-20 diploidnich kopii (Santos et al., 2012), 2-
27 diploidnich kopii (*Ferndndez and Wiley, 2017; Marcovecchio et al., 2016). Zda se, ze maximalni
pocet kopii genu AMYI v té&chto souborech souvisi s poétem jedincii. Cim je poet pozorovani (pocet
jedincti v souboru) vyssi, tim vyssi je i pravdépodobnost zachytu jedince s vyS$im poctem kopii.

Rozlozeni CNV v nékolika vybranych populacich je uvedeno na Obrazek 2.
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Obrazek 2. Pocet diploidnich kopii genu AMY1: A) V kohorté 189 jedincii z Chile, v rozmezi 2-20 diploidnich kopii tohoto genu
mél nejveétsi pocet jedincii (32) 6 téchto kopii (Santos et al., 2012) - upraveno. B) V kohorté 118 jedincii z Velké Britanie, kde
je rozmezi poctu kopii AMY1 2-15, mélo nejvice jedincii rovnez 6 kopit (Carpenter et al., 2017) - upraveno. C) U kohorty 744
italskych jedincii byl v rozmezi 2-27 nejcastéjsi pocet kopii 7 (Marcovecchio et al., 2016) - upraveno.

Variabilita se li§i u konkrétnich gent klastru. Pseudogen AMYIP a geny pro a-amylazu ve
slinach AMY1A4 a AMYI1B vykazuji vyrazné vétsi variabilitu nez geny pankreatické a-amylazy AMY2A
a AMY2B (Santos et al., 2012). To vypovida o pusobeni rozdilnych selekénich tlakl na produkci enzym1,
které tyto geny koduji, a poukazuje na dilezitou roli, kterou a-amylaza ve slinach zastava (Mandel and
Breslin, 2012). Toto vSak nejspis neplati pro tfeti z a-amylazovych gent exprimovanych v ustni dutiné

(AMY1C), unéhoz je pocet kopii prevazné invariantni (Santos et al., 2012).



3.1.1 Asociace mezi CNV AMYI a AMY?2

Vétsina chromozomt ¢lovéka ma jednu kopii gend AMY2A a AMY2B a variabilni pocet kopii AMY1. Je
zajimavé, ze sudy pocet kopii genu AMY1 vyrazné pievazuje nad lichym (Rukh et al., 2017; Usher et
al., 2015). Navic je u populaci zfetelnd korelace mezi mnozstvim kopii AMY1 a AMY2A (Carpenter et
al., 2015), jejich pocty si odpovidaji sudosti/lichosti (Obrazek 3) (Usher et al., 2015). U mensinové ¢asti
populaci se objevuje lichy pocet kopii AMY 1, ktery je asociovan s deleci ¢i duplikaci gent AMY?2. Delece
AMY2A genu se zdaji ¢asté u jedincl soucasnych evropskych a euroamerickych populaci (Carpenter et
al., 2015), nejvétsi frekvence deleci genu AMY2A4 se ukazuje u populaci severovychodni Sibife. Tato
delece je asociovana s nizkym pocétem kopii AMY1 (Inchley et al., 2016). Nejvétsi miru duplikaci genti
AMY2A4/AMY2B vykazuji dle dostupnych vyzkumt Africané. U populaci jizni Asie se vyskytuje jen
malo variaci v poctu kopii AMY2 a témét vSichni zkoumani jedinci maji sudy pocet kopii AMYI

(Carpenter et al., 2015).
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Obrazek 3. A) vyskyt sudého a lichého poctu kopii pro 209 jedincii euroasijského piivodu; B) zndzornéni korelace mezi sudym
a lichym poctem kopii genit AMY1 dle poctu kopii genu AMY2A u stejné skupiny jedincii (Carpenter et al., 2015) — upraveno.

4 Evolu¢ni vyvoj genu AMY1

Cesta vzniku a vyvoje genu AMY1 napfti¢ druhy a jeho zmnozeni je zmapovana zpisobem viditelnym
na Obrazek 4. Pivod tohoto genu je odvozen od prekurzoru genu pro pankreatickou a-amylazu,
u kterého doslo upstream od prvniho kodujiciho exonu k inzerci y-aktin pseudogenu. Tato udalost byva
datovana do Casového useku pred minimalné 43 miliony let (Hardy et al., 2015; Pajic et al., 2019;
Samuelson et al., 1996, 1990). Spada tak do obdobi po oddéleni ploskonosych opic (opic Nového svéta,
Platyrrhini) od ancestralniho stromu primatd. U ploskonosych opic tedy y-aktin pseudogenovou
sekvenci u promotoru nenajdeme (Samuelson et al., 1996). Inzerci pseudogenu nasledovala duplikace
puvodniho genu na prekursor gentt AMY2A4 a AMY1 a prekursor pro gen AMY2B. Od té chvile dochazi

k jejich nezavislému vyvoji (Samuelson et al., 1990).

U prekursoru gentt AMY2A4 a AMY1 v misté y-aktin pseudogenu doslo upstream k retroviralni
inzerci a deleci 5’ konce v y-aktin pseudogenu. Teprve poté vznikly samotné geny AMY2A4 a AMY 1. Toto

se odehralo az po odd¢leni tzkonosych opic (opic Starého svéta, Catarrhini), a y-aktin pseudogen



pteruseny retrovirovou sekvenci tedy nachazime pouze u hominida (Samuelson et al., 1996; Santos et
al., 2012). Prekursor AMY byl nésledné triplikovén a dal vznik gentim AMYI1A4, AMYIB a AMYIC. Tuto
udalost 1ze datovat do doby po oddéleni linie lidi a Simpanz, ke kterému doslo pfed 5 az 7 miliony let
(Samuelson et al., 1990). S ohledem na podobnost sekvence téchto genti, které jsou identické az z 99,9%
(Carpenter et al., 2015), n¢které publikace tadi ptivod této triplikace do obdobi mladSiho nez 1 milion
let. Podobnost sekvenci vSak mize byt také dilem pozitivni selekce, a proto se na tento odhad nelze

jednoznacné spoléhat (Hardy et al., 2015).

Panoval predpoklad, ze pravé vlozena retroviralni sekvence odpovida za tkanove specifickou
expresi a-amylazy ve slinnych Zlazach (Ting et al., 1992). Pfedpokladalo se, Ze jejim vlozenim byl
aktivovan krypticky promotor uvnité y-aktin pseudogenu. Casteénd excize retroviralni sekvence
u AMY2A by poté vratila expresi tohoto genu do pankreatu (Hardy et al., 2015; Samuelson et al., 1990).
Zname nicméné piipad opic Starého svéta, u kterych nedoslo k inzerci retroviru, zaroven vsak urcité
druhy (jak bude podrobnéji diskutovano v dalsi kapitole) amylazu ve slinadch exprimuji. Tento rozpor

hypotézu o retroviralni sekvenci urcujici specifitu spise vyvraci (Samuelson et al., 1996).
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Obrazek 4. Schéma vzniku jednotlivych genit pro a-amylazu s odhadovanou dataci jednotlivych udalosti. Ze spolecného
prekurzoru nejprve vznika gen AMY2B a spolecny prekurzor pro geny AMY2A a AMYI. U néj dochazi k retroviralni inzerci
a castecné deleci v y-aktin pseudogenu, nasledné projde duplikaci a vytvori samostatné linie AMY2A4 a AMY1, kterd ndsledné
projde triplikaci za vzniku genii pro a-amylazu ve slinach AMY1A, AMYIB, AMYI1C (Samuelson et al., 1990) - upraveno.



4.1 Vyvoj poctu kopii AMY1 a mnozstvi amylazy ve slinach napri¢ druhy

Zkoumanim amylazy u primat (Primates) se na zakladé studii lemuiiho genomu z podiadu poloopic
(Strepsirhini) a predchozich zkoumani genomu piedkil infratadu opic (Simiiformes) ukazuje, ze predek
primatd mél pravdépodobné jedinou haploidni kopii amylazového genu. Do tohoto infrafadu patfici
ploskonosé opice v bézné stravé skrob nekonzumuji, amylazu ve slinach neprodukuji (pfipadné jen
v minimalnim, nekvantifikovatelném mnozstvi) a genom vétSiny z nich obsahuje dvé haploidni kopie
AMY1. Vyjimkou je podceled’ malp (Cebinae), kterd ma vyssi zastoupeni skrobu v potravé nez ostatni

opice Nového svéta, a u nizZ se objevuje zmnozeni na 3 az 4 kopie (Pajic et al., 2019).

U infratadu uzkonosych opic je situace jesté riznorodé€jsi. Druhy opic Starého svéta, které se
zivi listy (guerézy — Colobus, langurové — Rhinopithecus a kahauové — Nasalis), maji pouze jednu kopii
genu, coz naznacuje ztratu v této linii. Nékolik druht (napt. makak rhesus — Macaca mulatta, druhy
pavianl — Papio) exprimuje a-amylazu ve slinach v relativné velkém mnozstvi (a to i pfi porovnani
s clovékem). K expresi zde dochazi i presto, ze se v jejich genomu nevyskytuji duplikace dosahujici
hodnot velkych primati (Pajic et al., 2019; Perry et al., 2007). Pti vzajemném porovnani nékterych rodi
z ¢eledi hominidd (Hominidae) se ukazuje urcita variabilita v po¢tu kopii AMY1 i mnozstvi a-amylazy

ve slinach, nicméné tato variabilita nedosahuje té u clovéka (Behringer et al., 2013).

Z ngkterych dostupnych dat vyplyva, Ze rod gorila (Gorilla) prevysuje poctem kopii AMYI rod
Simpanz (Pan) (Wilson et al., 2006). Jina data vSak udavaji u goril a Simpanza shodny pocet dvou kopii
AMY]I (Pajic et al., 2019). Uvnitf Simpanz je situace jeSt¢ méné ziejma. Nejprve se zdalo, Zze Simpanz
bonobo (Pan paniscus) pravdépodobné netvoii a-amylazu ve slinach viibec (Perry et al., 2007). Toto
tvrzeni bylo podpotfeno faktem, Ze je kodujici sekvence genit AMY! u Simpanze bonobo naruSena.
Nicméné pozdeéjsi data ukazala, ze bonobo produkuje mnozstvi amylazy ve slindch srovnatelné
s ostatnimi druhy velkych primata (tedy gorilami, orangutany a Simpanzi ucenlivymi) (Santos et al.,
2012). Data u Simpanze ucenlivého (Pan troglodytes) ukazuji, Ze amylazu ve slinach tvofi v Sestkrat az
osmkrat mens$im mnozstvi nez ¢lovek (Homo) (Perry et al., 2007). Aktivita amylazy je u obou druht

Simpanzd mensi nez u gorily a orangutana (Pongo) (Behringer et al., 2013).

Co se tyce genu AMY1, toho ma soucasny ¢loveék (Homo sapiens sapiens) pramérné asi tiikrat
vice kopii (tedy 6) nez Simpanz ucenlivy, ktery ma diploidni kopie 2 (Perry et al., 2015; Santos et al.,
2012). Pti porovnani sekvenci genl pro a-amylazu Simpanze bonobo a ¢lovéka dochazi k alignmentu
jednoho ancestralniho segmentu, zatimco zbylé kopie si neodpovidaji. To, spoletné s vyskytem
rozdilnych aminokyselin v produkovaném proteinu na pozici 19 (u ¢lovéka serin, u Simpanze prolin),
poukazuje na nezavislou duplikaci genu AMY1 u téchto linii z jediného spolecného genu (Yilmaz et al.,
2023). Zarovei tato srovnani napovidaji, Ze evolu¢ni vyvoj genu pro a-amylazu ve slinach probihal

spiSe cestou zmnoZeni kopii u ¢loveka nez jejich ztratou u Simpanze. To podporuje teorii pozitivni
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selekce poctu kopii genu AMY! u populaci druhti konzumujicich vétsi mnozstvi Skrobu (Obrazek 5),

nebot’ strava Simpanzl je v porovnani se stravou ¢lovéka na skrob mnohem chudsi (Perry et al., 2007).

Pocatecni duplikace genu AMY1 specificka pro ¢loveéka (Homo) pravdépodobné spadala do
obdobi pfed 6 miliony let (Samuelson et al., 1990) ¢i 700 000 lety (Yilmaz et al., 2023) — velmi
pravdépodobné tedy piedchdzela samotny vznik linie anatomicky modernich lidi (Perry et al., 2015;
Yilmaz et al., 2023). V popisu dalsiho vyvoje se vsak studie rozchazeji. Dle nékterych byl pocet
diploidnich kopii genu AMY! u linii pfibuznych modernimu ¢lovéku stanoven na 2. Pro neandertalce

(Homo neanderthalensis) se konkrétng jedna o 1,83 diploidni kopie, u denisovcti o 1,76 diploidni kopie.

Ze shodné nukleotidové skladby ptivodnich referen¢nich sekvenci jednotlivych kopii genu
autofi datuji ptivod druhého zmnozeni AMY! do obdobi pied 200 000 lety (Perry et al., 2015). Toto
tvrzeni je ve shodé¢ s dalsi studii, kterd druhou duplikaci AMY! datuje do obdobi po oddéleni linie
anatomicky modernich lidi od neandertalcti i v disledku oddéleni stravovacich navyka téchto dvou
populaci (Inchley et al., 2016). Dle vysledkl pozdéjsi studie se vsak jiz u neandertalci mohly vyskytovat
3 kopie genu (Yilmaz et al., 2023), coz je pocet, jaky ma referencni genom modernich lidi (Perry et al.,

2007).

Nejpravdépodobnéjsim mechanismem druhého i tfetiho zmnozeni genu pro AMY! u ¢loveka se
zda byt duplikace nealelickou homologni rekombinaci, kterd by mohla vysvétlovat prevazujici sudé
¢islo kopii AMY1 v genomu (Yilmaz et al., 2023). Soucasna variabilita v poctu kopii u lidského genu
AMY1 je pravdépodobné vysledkem pozdéjsiho pisobeni rozdilnych selekénich tlakti u rGznych
populaci. Jejich intenzita zavisela na sloZzeni potravy jednotlivych lidskych populaci a obsahu Skrobu

v ni (Perry et al., 2007).
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Obrazek 5. Vyvoj poctu genii pro a-amylazu v radu primatii. Fylogenetické vétveni znazornuje oddéleni jednotlivych linii s casovou specifikaci
na pravé strané diagramu. Oranzové tecky znaci mista predpokladané genové duplikace, cerveny kiizek pak oznacuje pravdépodobnou ztratu
genu v linii opic Starého svéta. Horni vétveni fylogenetického stromu je vyznaceno barvami dle prevazujici stravy pro dany rod primatii.
Oranzova oznacuje stravu s vysokym obsahem skrobu, Zlutd stiedni hodnotu a zelend malé zastoupeni Skrobu ve stravé. Cisla v zavorkdch
uvddi celkovy predpokladany pocet genii pro amyldazu — cernd v kulatych zavorkach byla ziskana pomoci techniky ddPCR, Sedd v hranatych
zavorkach byla stanovena na zakladé referencnich genomii. U nékterych rodii je ve vrchni casti diagramu uvedeno mnozstvi produkované a-
amylazy ve slindch (Pajic et al., 2019) - upraveno.
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4.2 Selekce a jeji vliv na pocet kopii AMYI u anatomicky moderniho ¢lovéka

Zda se, ze CNV AMYI u ¢lovéka pozitivné koreluje s findlnim vytvofenym mnozstvim a-amylazy ve
slinach. Z dostupnych dat soucasnych populaci, ktera v tomto kontextu prezentoval George H. Perry
(2007), vyplyva, ze populace, jejichz strava obsahuje vétsi mnozstvi skrobu, maji v priméru vice kopii
AMY]I nez populace s nizkym piijmem skrobu (Mandel et al., 2010; Mandel and Breslin, 2012; Perry et
al., 2007; Santos et al., 2012). Byla tedy formulovana teorie piisobeni pozitivni selekce vedouci ke
zmnozeni genu AMYI u zemédélcti a lovct sbéract v suchych oblastech, kde je konzumace Skrobu
vyssi. V disledku toho by se také zvysila produkce a-amylazy ve slinach, coz by umoznilo efektivnéjsi
traveni Skrobu a v minulosti poskytovalo v téchto podminkach evolu¢ni vyhodu. Naproti tomu
u populaci konzumujicich niz$i mnozstvi skrobu, kam spadaji lovci sbéraci z cirkum-arktické oblasti
a z oblasti destnych lestl, pfipadné také nékteti pastevci, by dochdzelo k neutralni evoluci pod vlivem

genetického driftu (Perry et al., 2007).

Na molekularni urovni by teorii o pusobeni pozitivni selekce odpovidala nezvykle nizka
diverzita v genovych tsecich ptiléhajicich k amylazovému lokusu (Inchley et al., 2016). Neni vsak jisté,
do jakého obdobi mizeme zacatek jejiho plisobeni a zmnozeni genu AMYI datovat. Nékteré studie
predpokladaji, ze jiz skupina lidi migrujicich z Afriky, ktera zalozila eurasijskou populaci pred cca 60
tis. lety (tzv. out-of-Africa), disponovala vy$§im mnozstvim kopii nez dvéma (Inchley et al., 2016;

Yilmaz et al., 2023).

Analyza aDNA (= ancient DNA) nenachdzi rozdil mezi variacemi poc¢tu opakovani pro gen
AMY1 mezi dnesnimi Evropany a t€émi z doby Zelezné, bronzové, ani z mezolitu a neolitu. Mezoliti¢ti
lovci-sbéraci dle této studie disponovali primérnym poctem kopii 7,2, ktery neni statisticky odlisny od
modernich Evropanil. Neoliticti zemédélci méli primérné 8,4 kopie. Jedinci ze svrchniho paleolitu méli
pocet kopii nizsi, konkrétné 3,4 (Mathieson and Mathieson, 2018). Studie zamétujici se na analyzu
aDNA z Némecka, Lucemburska a Svédska udava pocet kopii AMYI u ranych zemédélct na 16.

Zkoumané genomy lovci-sbérac¢t vykazuji hodnoty mezi 6 az 12 kopiemi (Lazaridis et al., 2014).

Mnozstvi kopii AMY1 by tedy bylo u populaci pred vznikem zemédé€lstvi srovnatelné s poctem
kopii u dnesnich lidi (Obrazek 6) (Mathieson and Mathieson, 2018). Data ziskana z DNA mezolitickych
lovcl-sbéract z tzemi Lucemburska ukazuji 13 kopii AMY1, coz odpovida dokonce vyssi hranici poctu
kopii modernich lidi (Inchley et al., 2016). Z téchto dat neni mozné jednotlivd zmnoZeni kopii presne
datovat, nicméné dochazime k zavéru, ze k nému muselo dojit jesté¢ pred vznikem zemédélstvi

(Mathieson and Mathieson, 2018).

13



Soucasnost [CEU]

Doba Zelezna (0,36) s iee o e
Doba bronzova (0,36) o0 o0 ¢ s e o
Rani zemédglci (0,02) Seed o Sedeee -‘= $ e o ° o
Lovci-sbéradi (0,48) o O Seee oo : .
Svrchni Paleolit (0,02) . o ®
[ [ [ I |
0 5 10 15 20

Diploidni pocet kopii AMY]

Obrazek 6. Graf porovnavajici pocet diploidnich kopii AMY1 u lidskych populaci od svrchniho paleolitu az do soucasnosti.
Data soucasnych populaci pochdzi od jedincii severoevropského pivodu (= CEU) (Usher et al., 2015). Udaje v zdvorkdch
uvddeéji p-hodnoty t-testu udavajici statistické rozdily poctit kopii pro populaci CEU a puvodni populace. Dle téchto dat
dochazelo ke zvysovani poctu kopii genu jiz pred vznikem zemédélstvi (Mathieson and Mathieson, 2018) — upraveno.

Tyto poznatky nejsou samy o sobé€ v ptimém rozporu s pozd¢jsi selekci navazanou na stravovaci
navyky, jak bylo uvedeno v ptivodni studii (Perry et al., 2007). Z vyzkumu zmén ustni mikrobioty
vychazi, ze Skrob zalina hrat ve stravé rodu Homo dilezitou roli jiz pted 600 tisici lety, coz by
pfedchéazelo divergenci neandertalc a modernich lidi (Fellows Yates et al., 2021). Mohl byt
konzumovan i lovci-sbéraci ve formé zasobnich podzemnich organti rostlin (cibuli ¢i hliz), které jsou

na tento polymer pomérné bohaté (Luca et al., 2010).

U balkanskych populaci modernich lidi se pak objevuji také doklady o sbéru a konzumaci
nektery druhd divokych obilovin. Zda se tedy, ze Skrob byl pfirozenou, byt ne tak hojnou, slozkou
potravy jesté pred vznikem zemé&délstvi. To pravdépodobné vedlo k vytvoreni zakladnich adaptaci na
jeho konzumaci, véetné zmnozeni genu pro a-amylazu ve slinach, a nasledné usnadnilo pfechod

k vyrob¢ potravin, predevsim Skrobu (Cristiani et al., 2021).

Dutvodu, které by za pozitivni selekci mohly stat, a vyhod, které by vyssi pocet kopii AMY1
a vyssi produkce a-amylazy v ustech mohly pfinaSet, bylo navrzeno hned né€kolik. Byva zdlraziiovana
dilezitost stravitelnych sacharidi pro plnéni zvySujicich se metabolickych pozadavkt zvétSujiciho se
mozku. Praveé vareny Skrob, jakozto zdroj glukozy, poméaha zdsobovat tkan€ s vysokou glukézovou
spotfebou — mozek, ¢ervené krvinky nebo vyvijejici se plod. Efektivita a-amylazy ve slinach je vetsi pii
traveni tepelné upraveného Skrobu. Proto by pozitivni selekce pro vyssi tvorbu a-amyldzy v ustech
mohla nasledovat rozsifeni tepelné upravy jidla u predkd anatomicky modernich lidi (Hardy et al., 2015;
Inchley et al., 2016). Koevoluce tepelné Upravy a zvysujiciho se poc¢tu kopii AMYI mohla umoznit
rychlejsi zvétsovani mozku, ke kterému dochazelo od stfedniho pleistocénu (pied 2 miliony az 500 000
lety). Zatazeni véts§iho mnozstvi Skrobu do jidelni¢ku vSezravych hominind jim tedy mohlo poskytnout

evoluéni vyhodu pro dalsi vyvoj (Hardy et al., 2015). Dale schopnost kompletniho a efektivniho straveni
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konzumovaného skrobu miize zamezovat rlstu patogent, které by mohly nestraveny skrob vyuzit. Timto
zpisobem by mohly vyssi pocet kopii AMYI a vyssi aktivita amylazy pfispivat nejen k vyzive, ale

1 k lepSimu zdravotnimu stavu populace (Pruimboom et al., 2014).

Nicméné vysledky analyzy molekuldrniho rozptylu mezi skupinami jihovychodni Asie
a severovychodni Sibife rozporuji tvrzeni o recentni pozitivni selekci pusobici na AMYI. Navic
porovnani poctu kopii genu soucasnych populaci a vzorkdt aDNA ukazuji v této studii naopak spise
klesajici trend a moznost sekundarni ztraty variability nékterych populaci (Inchley et al., 2016). Tato
studie se vSak, byt rozsifuje databazi studovanych sekvenci DNA na celosvétové meéfitko, obecné
vztahuje k vétSim skupindm a uzemnim celkim a nikoli k jednotlivym populacim. Svymi zavéry
puvodni teorii pozitivni selekce nepopira, ale nepovazuje ji za zcela odpovidajici. Ve své interpretaci
prvotniho ptisobeni pozitivni selekce a nasledné sekundérni ztraty variability u nékterych populaci je
spiSe osamocena. Védecka obec se tedy vétSinoveé piiklani k interpretaci ptivodni Perryho studie

hovotici o Cisté pozitivni selekci plsobici na zmnozovani poctu kopii genu pro a-amylazu.

5 CNV AMYI v kontextu souc¢asnych lidskych populaci

5.1 Konzumace Skrobu v celosvétovém méritku
Skrob je vyznamnym komponentem stravy moderniho ¢lovéka, i kdyz se jeho konkrétni obsah v potravé
soucasnych populaci li§i. Obecné lze dnes populace rozdélit na ty s celkoveé vySSim piijmem Skrobu

(high-starch, HS) a niz§im p#ijmem Skrobu (low-starch, LS) (Perry et al., 2007).

Nizky piijem $krobu maji populace lovcl-sbéracu, jako jsou stiedoafricti pygmejové Biaka (¢i
pouze Aka) a Mbuti. Dale sem spadaji také pastevecké komunity Datogli z Tanzanie a Jakutd
obyvajicich c¢ast Sibife. Jejich strava je z vétSi casti zaloZena na mase jako zdroji bilkovin
a jednoduchych sacharidech z ovoce, mléka ¢i medu (Perry et al., 2007). Naopak mezi populace
s vyraznym zastoupenim $krobu v potravé se fadi predevsim obyvatelstvo asijskych zemi jako je Cina,
Korea ¢i Japonsko, kde je jeho majoritnim zdrojem ryze. V Evropé se skrob konzumuje predevsim ve
formé pSenice a brambor. Stejn¢ je tomu v Severni Americe v Kanadé¢ a USA, kde u euroamerické
populace zodpovida Skrob za cca 25 % energetického piijmu. Mexicka populace také konzumuje velké
mnozstvi Skrobu — predev§im ve formé kukufice (Food and Agriculture Organization of the United
napt. pfislusnici kmene Hadzi ze severu Tanzanie. Jeho hlavnim zdrojem jsou zde kotinky a hlizy (Perry

et al., 2007).
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5.2 Korelace mezi mnozstvim Skrobu v potravé a CNV AMY1

Jak jiz bylo zminéno, z cetnych studii vyplyva pozitivni korelace mezi poctem kopii AMYI a mnozstvim
Skrobu v potravé. U high-starch populaci Euroameri¢anti, Japoncti a Hadzd se objevuje primérng 7
diploidnich kopii AMY1 (6,72 + 2,35, s rozpétim 2-15 kopii) (Perry et al., 2007). U ¢inské populace se
uvadi prumérné 8 diploidnich kopii (8,21 + 3,15, rozmezi 1-15 kopii) (Yang et al., 2015b). U korejské
populace bylo rozpéti poctu kopii mezi 2 a 19, s nejcastéjSimi hodnotami v rozmezi 4-10 (Choi et al.,
2015). V populaci mexickych déti bylo zaznamenano mnozstvi diploidnich kopii mezi 1-16 s nejCastéjsi
hodnotou 6 kopii (Mejia-Benitez et al., 2015). U low-starch populaci (Biaka, Mbuti, Datoga, Jakuti) se
dostavame k primémému poctu 5 diploidnich kopii (5,44 + 2,04, rozmezi 2-13 kopii) (Perry et al.,
2007).

Pti porovnani high-starch populaci Euroameric¢and, Japonct a Hadza (6,72 + 2,35 diploidnich
kopii AMYT) a ctyt low-starch populaci Biaka, Mbuti, Datogti a Jakuti (5,44 + 2,04 diploidnich kopii
AMYI), je primérny rozdil pocti kopii AMYI o 1,28 diploidni kopie ve prospéch populaci
konzumujicich Skrob ve vét§sim mnozstvi (Obrazek 7). Dale pocet jedinct s 6 a vice diploidnimi
kopiemi, je mezi HS populacemi témeét dvakrat vétsi (70 % vs. 37 %) (Perry et al., 2007). Prave toto
porovnani genomu soucasnych lidskych populaci a konzistentnost vyslednych rozdili v poctu kopii

mezi HS a LS populacemi je vyraznym argumentem pro model pozitivni selekce plisobici na amylazovy
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Obrazek 7. Porovnani poctu diploidnich kopii genu AMYI1 u populaci s nizkym (Cervené) a vysokym (Sedé) prijmem Skrobu
v potravé (Perry et al., 2007) - upraveno.
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5.3 Vlivy CNV AMYI na télesné funkce, metabolismus

Po pfijmu potravy dochazi v organismu ke zvySeni hladiny krevniho cukru (glukézy). Ta je vyssi
v ptipad€, Ze je potrava nejprve rozzvykana a smichdna se slinami, nez kdyz dojde k polknuti celého
sousta (Tan et al., 2016). V pfipadé, ze je tedy Skrob, jakozto stravitelny/glykemicky sacharid,
pfednatraven v tstech slinnou a-amylézou, zvysi se jeho stravena Cast a tim i mnozstvi absorbované
glukézy oproti pripadu, kdy by byl skrob rovnou transportovan do tenkého stfeva, kde dochézi k jeho
vstfebavani (Mandel et al., 2010; Santos et al., 2012).

Hladina glukézy v plazmé je pak jednim z faktord ovliviujicich sekreci inzulinu B-bunkami
pankreatu. Inzulin ma v téle mnoho funkci souvisejicich s metabolismem glukoézy, tukd a udrzovanim
homeostazi — od aktivace syntézy glykogenu a inhibice glukoneogeneze v jatrech, pies potla¢eni sekrece
glukagonu o-bufikami pankreatu, po inhibici odbouravani tuku ¢i zvySeni glukézového transportu
a podporu adipogeneze v bilé tukové tkani. Jeho nedostatecna produkce tedy pro organismus znamena
problémy s vyuzitim energie z pfijaté potravy (Park et al., 2021) a posprandialni hyperglykémie byva
spojovana s chronickymi onemocnénimi, napi. diabetes mellitus II. typu (Jakubowicz et al., 2021).
Efektivita trdveni Skrobu pak mutze mit vliv na obezitu, pfipadné na riziko vzniku metabolického
syndromu. Dale miize ovliviiovat také slozeni stfevniho mikrobiomu, nebot’ nestraveny skrob mitize

zvyhodiovat a poskytovat substrat pro jiné druhy bakterii (Poole et al., 2019).

Jednotlivé aspekty a mechanismy vlivu poc¢tu kopii AMYI byly proto studovany v riznych
populacich, v mnoha ptipadech vsak s protichtidnymi vysledky. Vyzkum v této oblasti jesté zdaleka neni
uzavfen a konkrétni role a-amylazy v nadvaznosti na néktera civilizacni onemocnéni, jako je obezita ¢i

diabetes, stale ceka na objasnéni.

5.3.1 CNV AMYI a BMI, obezita

Vzhledem k podilu a-amylazy na traveni byl zkouman jeji celkovy vliv na metabolismus, energeticky
piijem, BMI (= index télesné hmotnosti neboli body mass index) a télesné proporce. Ze série
provedenych studii nevychazi jednozna¢na jednoducha korelace mezi po¢tem kopii AMY1 a BMI, vahou
¢i vyskou (Arredouani et al., 2016; Atkinson et al., 2018; Usher et al., 2015). Lisi se 1 nazory na to, zda
a do jaké miry se do dat promitaji dalsi faktory, napt. v€k, pohlavi ¢i pivod. V nékterych studiich je
navic stanovené jen mnozstvi o-amylazy v séru, coz je smés pankreatické i slinné amylazy v témét
shodném zastoupeni obou slozek (*Skrha and Stépan, 1987). V téchto studiich tedy nelze jednoznacné

ur¢it miru vlivu samotné slinné formy.

Existuje skupina studii, které se shoduji na vlivu poctu kopii AMY1 a a-amylazy na BMI a riziko

vzniku obezity. Nepanuje v nich v§ak shoda na mife a okolnostech tohoto vlivu. V nékterych pripadech
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je viditelna signifikantni korelace z celkového souboru dat. Vyzkum provedeny na asijskych (konkrétné
japonskych a ¢inskych) populacich poukazuje na asociaci mezi nizkou aktivitou amyldzy v séru
a zvySenym rizikem vzniku obezity (Nakajima et al., 2011; Zhao et al., 2014). K tomuto modelu se
ptiklani studie provedend na nekolika australskych jedincich s nadvdhou ¢i obezitou (Marquina et al.,
2019), i dalsi dvé studie na katarské populaci, z nichz jedna uvadi vyssi adipozitu u obyvatel Kataru
arabského ptuvodu, ktefi maji obecné nizsi pocty kopii AMYI nez obyvatelé Kataru perského ptivodu
(Rossi et al., 2021). Druha ze studii potvrzuje signifikantni inverzni asociaci mezi aktivitou slinné a-
amylazy a BMI napfi¢ katarskou populaci (Al-Akl et al., 2022). V souladu s tim vychazi i zavéry studie
na populaci Saudské Arabie, kde nizsi aktivita a-amylazy opét koreluje s vySS§im rizikem obezity

(Aldossari et al., 2019).

Také zaveéry studie z amerického kontinentu zamétujici se na mexickou populaci hovoii pro
snizené riziko obezity shodné u déti i dospélych s vyssim poctem kopii AMYI (Leén-Mimila et al.,
2018). U détské populace (6-10 let) v Alabamé se ukazuje signifikantni korelace nizSiho poctu kopii
s obezitou (Selvaraju et al., 2020; Venkatapoorna et al., 2019). Tato korelace je vSak podle jedné
z provedenych studii vétsi u déti afroamerického pGvodu nez u téch euroamerického plivodu
(Venkatapoorna et al., 2019). Svédska studie nicméné nachazi vyraznou souvislost mezi vy$§im poétem
kopii AMY1 a niz§im BMI i rizikem obezity u jedinct evropského ptivodu. Predpoklada dokonce, Ze by
CNV v AMYI mohlo odpovidat za 2,47 az 19,86% genetického vlivu na obezitu (Falchi et al., 2014).
Studie provedena selektivné na populaci mexickych déti nicméné prichazi se zavérem, Ze ke snizeni
rizika obezity u jedinci dochazi az od urcitého mnozstvi poctu kopii genu pro slinnou a-amylazu.
Z hodnot BMI a vzorkit DNA ziskanych pro tuto studii vyplyva, ze priumérny pocet kopii AMY1
u obéznich déti (s pfepo¢tem BMI na veék v rozmezi nad 95. percentilem) je nizsi nez u kontrol, které
maji hodnotu BMI po piepoctu na veék pod 85. percentilem. K redukci obezity vSak nejvyraznéji
piispivaji nejvyssi poéty kopii AMY1 a vSechny déti s poétem diploidnich kopii > 10 v této studii
vykazuji normalni hmotnost. U nizsiho poctu kopii AMY1 (<9) neni signifikantni efekt na riziko vzniku
obezity (Mejia-Benitez et al., 2015). Tento trend ukazuje 1 dalsi ze studii, jeZ nachazi inverzni asociaci
mezi poctem AMY1 a BMI pouze u jedincti s poctem > 10 (Farrell et al., 2021). Studie na francouzské
populaci uvadi silnou korelaci mezi aktivitou slinné ¢i pankreatické amylazy a niz§im BMI, nicméné

obecné povazuje roli poctu kopii AMY1 ve snizeni BMI za méné vyznamnou (Bonnefond et al., 2017).

Existujici ale nepfili§ vyznamnou negativni korelaci mezi CN AMY! a BMI potvrzuje i dalsi ze
studii, ktera vSak dale nenachazi asociaci poctu kopii AMY! s jakymikoli glykemickymi parametry.
Z kohorty jedinct s nadvahou ¢i obezitou, ktefi podstoupili nizkokalorickou dietu a nasledné ptesli na
rozdilné vahu-udrzujici diety, nevychazi pocet kopii AMY1 jakozto relevantni biomarker pro klinické
hubnouci programy (Valsesia et al., 2019). Naopak jina ze studii udava vétsi Gbytek na vaze pii

nizkokalorické dieté a vySs$i ubytek adipozity u jedincl s vys$§i amylazovou aktivitou a vySSim
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mnozstvim poctu kopii (Heianza et al., 2017). Efekt se zesiluje s postupem ¢asu, coz mtze byt jedno

z moznych vysvétleni pro nezachyceni tohoto trendu u ptedchozi kratsi studie.

V nékterych studiich se ukazuje rozdilny vliv poctu kopii AMY1 u opacnych pohlavi. Na vzorku
italskych déti skolniho véku se pii studiu vztahu mezi BMI a CNV AMY1 objevuje negativni korelace
z-skore BMI a poctu kopii pouze u chlapct. Jedinci tohoto pohlavi s 8 a vice kopiemi AMYI maji z-
skore BMI vyrazné niz§i v porovnani s jejich vrstevniky s niz§im poctem kopii. Stejné tak obvod pasu
u chlapci v této studii negativné koreluje s poctem kopii AMYI. U divek shodného véku neni zadna ze
zavislosti viditelna. Stejné tak se neukazuje zadny ptimy vliv poctu kopii AMYI na obezitu u celkové

populace italskych déti obou pohlavi (Marcovecchio et al., 2016).

Finska studie vSak dochézi k opa¢nym zavéram. Vliv poctu kopii AMY na détskou obezitu se
zde projevuje pouze u Zenského pohlavi. Signifikantni inverzni korelaci mezi poc¢tem kopii AMY1 a BMI
1 procenty télesného tuku dale pozoruji také u mladych tézce obéznich Zen. Pro vyrazny rozdil vlivu
mezi pohlavimi mluvi i dal§i data, kterd ukazuji vyssi pfiristek koncentrace celkového mnozstvi
amylazy na kopii genu u obéznich zen a niz$i u obéznich muzii. To by napovidalo nizs$i funkénosti

jednotlivych kopii genu u obéznich muzt (Viljakainen et al., 2015).

V poslednich letech byly nicméné provedeny i studie, které s tvrzenim, ze vysSi pocet kopii
AMY1 snizuje riziko obezity, polemizuji. Studie kohorty japonskych Zen s normalni télesnou hmotnosti
nevykazuje zddnou signifikantni korelaci mezi poctem kopii AMYI a BMI (Higuchi et al., 2020). Dalsi
z vyzkumil pak poukazuji na trend korelace zavisly na mnozstvi konzumovaného Skrobu. Vztah mezi
poctem kopii AMY1 a BMI ¢i procenty t€lesného tuku se zde neukazuje, dokud jedince neroztadime do
skupin dle obsahu Skrobu v potravé. U jedinct s nizkym pifijmem skrobu pak dochézi k inverzni asociaci
mezi poctem kopii AMY1 a BMI, u skupiny s vyss$im piijmem skrobu se projevuje pozitivni vztah mezi
poctem kopii AMY1 a BMI. Nejnizsi prumérna hodnota BMI se ukazuje u skupiny s niz§im poctem kopii
AMY]I a vys§im ptijmem Skrobu (Heianza et al., 2020; Rukh et al., 2017). Japonska studie pak pozitivni
korelaci mezi poctem kopii AMYI a BMI nachazi napti¢ celym vzorkem zkoumanych jedincii
(Hasegawa et al., 2022). Moznym vysvétlenim by mohlo byt to, ze pfi nedokonalé metabolizaci $krobu
na glukozu je celkovy pfijem energie z potravy mensi a nasledné ji nemuize byt v téle ulozeno tolik

(Rukh et al., 2017).

Vzhledem k poctu studii, které¢ nachazi inverzni korelaci mezi poctem kopii AMY1 a BMI ¢i
obezitou, se jako pravdépodobnéjsi jevi zavér, ze takovyto vliv skutecné existuje. Nejedna se vSak
o linearni zévislost a ani zdaleka o jediny €i nejvyraznéjsi faktor obezitu ovlivilyjici. Vzhledem ke
komplexite tohoto onemocnéni a poctu faktort, které do vztahu mohou vstoupit, bude jist€ nutné provést
dalsi a rozséhlejsi vyzkum a peclivéji vyhodnotit roli véku, pohlavi, etnicity ¢i toho, jestli neni efekt na
obezitu jednozna¢né prokazatelny az od urcitého poctu kopii AMY1. Dale by se pii studiu tohoto vztahu

dalo zaméfit i na konkrétni ptijem Skrobu a sacharidii v kazdodenni stravé zkoumanych jedinci.
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5.3.2 CNV AMY1 a inzulin, diabetes, glykemicka odpovéd’

Vliv a-amylédzy, jejiho ptsobeni na glykemickou odpovéd’ a produkci inzulinu, pfipadné potencidlni
zvySené riziko vzniku diabetu, patii mezi dal$i hojn€¢ zkoumand témata. Série studii se zde pftiklani
k z&véru, Ze jedinci s vy$§im mnozstvim produkované a-amylazy maji signifikantné nizsi glykemickou
odpovéd po jidle s obsahem skrobu (Locia-Morales et al., 2022; Mandel and Breslin, 2012; Nakajima
et al., 2011). Moznym vysvétlenim je, Ze hladinu glukozy v krvi ovliviiuje vyssi koncentrace
inzulinu pozorovana v prvnich 9 minutach po zacatku pfijmu potravy u jedinc produkujicich vétsi
mnozstvi a-amylazy. Nasledné dochézi k vyrovnani hladiny inzulinu u jedincti s vy$sim i niz§im poctem
kopii genu pro a-amylazu. Celkova koncentrace inzulinu v rozmezi dvou hodin po zacatku piijimani

potravy je srovnatelna u obou skupin.

Nabizi se zavér, ze pocet kopii AMYI a mnozstvi a-amyldzy ovliviluje preabsorpcni uvolnéni
inzulinu, které brani chronické dlouhodobé¢ vysoké koncentraci glukézy v krvi. Vys§si pocet kopii tedy
muze zvysSenou preabsorpcni produkei inzulinu snizovat riziko vzniku diabetu (Mandel and Breslin,
2012; Zhang et al., 2023), tento vliv vSak nemusi byt dominantni (Choi et al., 2015). Nekteré studie
zminénou inverzni asociaci nachazeji pouze ve skupin€ jedinct s poctem kopii AMY1 > 10 (Hamid et
al., 2020). Dle jinych se riziko vzniku inzulinové rezistence zvysuje u lidi s nizkym poétem AMY1 (<6
diploidnich kopii) s postupujicim vékem (Liu et al., 2020). Jednotlivé studie se rozchazeji v popisu
mechanismu, jakym vy§8$i pocet kopii snizuje riziko inzulinové rezistence, 1 zda je tento trend konstantni

¢i proménlivy.

S opacnym tvrzenim ohledné vztahu mezi poctem kopii AMYI a glykemickou odpovédi pak
ptichazi dalsi z vyzkumt. Z ného vyplyva, Ze jedinci s vyssim poctem kopii AMY] efektivnéji travi
Skrob a po konzumaci potravin, které jej obsahuji, maji vyss$i hladinu cukru v krvi — tedy vyssi
glykemickou odpovéd — nez jedinci s niz§im poctem kopii AMYI. Nejsou zde znamky rozdilné
produkce inzulinu v navaznosti na pocet kopii AMYI (Atkinson et al., 2018). Dochazi tak k presné
ziskana data, dle kterych naopak nizsi pocet kopii AMYI u mladych obéznich zen miize branit vzniku
inzulinové rezistence tim, ze pomalejsi a méné efektivni traveni Skrobu vede k vyrovnanému vzrastu

hladiny glukézy v krvi (Viljakainen et al., 2015).

Rozdil v glykemické odpoveédi po jidle mezi jedinci s vy$$im a niz§im poctem kopii AMY! by
mohl byt opét provazan s obsahem $krobu v potrave. Studie, ktera porovnava hladiny glukézy a inzulinu
v krvi, nachazi vyrazngjsi zvyseni glukézy i inzulinu u jedincii s vy$§im mnozstvim kopii AMY1 oproti
tém s mensim poctem kopii pfi ptijmu 40 g Skrobu. U dvojnasobné davky skrobu je rozdil mnohem
mensi, az nesignifikantni. Mlze se zde jednat o saturacni efekt. Déle je u jedinct s vys$im poctem kopii
genl pro a-amylazu vétsi rozmezi glykemické a inzulinové odpovédi — jedinci s vy$$im poctem kopii

AMY]I se tedy lisi ve své odpovédi na piijem potravy vice (Farrell et al., 2021).
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Jedna ze studii na korejské populaci se nezabyvad poctem kopii AMYI, ale pracuje
s jeSté komplexnéjSim pojetim. Rozlisuje jednotlivé varianty genu AMY! dle jednonukleotidovych
polymorfismti (SNPs). Pifedpokladem je, Ze tyto nesynonymni polymorfismy maji dodatecny vliv na
produkci o-amylazy. Z Sesti zkoumanych variant: rs10881197, rs4244372, rs6696797, rs1566154,
rs1930212 a rs1999478 nachazi studie u tii z nich: rs6696797, rs4244372 a rs10881197 asociaci s vyssi
incidenci diabetu II. typu. To vSak plati pouze u Zen, u nichz sacharidy odpovidaji za vice nez 65 %
energetického piijmu. Z této skupiny je pak nejvyssi incidence u Zen s variantou rs6696797 nebo
1s4244372 nesoucich minoritni alelu A, ¢i rs10881197 s minoritni alelou G. U korejskych muzt nebyla

nalezena 7adna signifikantni korelace (Shin and Lee, 2021).

Nékolik studii nicméné nenachazi signifikantni vliv poctu kopii AMYI na inzulinovou
rezistenci. Jednou z nich je pomérné robustni studie na katarské populaci (Al-Akl et al., 2021) a vliv
amyldzové aktivity vtomto sméru popira i dal$i ze studii zaméfend na populaci francouzskou
(Bonnefond et al., 2017). Studie provadéna na populaci mexickych déti nachazi pozitivni asociaci mezi
enzymatickou aktivitou pankreatické amyldzy a inzulinovou rezistenci u obéznich jedinct z této
skupiny, i vliv amylazy v séru na hladinu glukézy v krvi po pfijmu potravy, nicméné samotnd a-amylaza
ve slinach zadnou signifikantni miru vlivu nevykazuje. S timto zavérem koresponduji vysledky studie
na muzské asijské populaci (se zastoupenim etnik asijskych indiant, Cifiand a Malajci), kterd také
neprokazuje zadnou asociaci mezi glykemickou odpovédi a amyldzovou aktivitou ¢i poctem kopii
AMY1. Naopak dochazi k zavéru, ze mezi poctem kopi AMY1 a metabolismem sacharidi musi byt jiny
mechanismus vlivu (Tan et al., 2016). Ani mensi studie zamétena na ¢inskou populaci neudava zadnou
signifikantni korelaci mezi poc¢tem kopii AMY1 a inzulinovou rezistenci, potazmo diabetem II. typu (Lv
et al., 2023). Stejné zaveéry se pak daji vyvodit i z kanadské a australské studie na toto téma (Marquina

et al., 2019; Wolever et al., 2021).

Nékteré dalsi studie pozoruji zvySené mnozstvi a-amylazy ve slinach u neléenych pacientt
s diabetem II. typu oproti léCenym pacientim i kontroldm (*Aydin, 2007; *Dodds and Dodds, 1997;
Kheirmand Parizi et al., 2019). Tyto studie se vSak nezabyvaly kauzalitou téchto jevl. A i v tomto
ptipad¢ se vyskytuji studie ukazujici pravy opak (Prathibha et al., 2013; Yavuzyilmaz et al., 1996), ¢i

nenachazejici signifikantni zmény (Carda et al., 2006).

Vzhledem k rozporuplnym vysledkim i jejich interpretacim neni zatim mozné udélat
jednoznaény zavér ohledné vztahu mnozstvi a-amyldzy, produkce inzulinu a rizikem vzniku diabetu.
Budouci vyzkum by se tedy mél — kromé presného mechanismu glykemické odpovédi na proporci
straveného Skrobu — zaméfit i na jednotlivé faktory, které k riziku pfispivaji. Zda se také dulezité
provazat pocet kopii AMY1 s konkrétnim mnozstvim Skrobu, které je zvykly dany jedinec konzumovat,
a dale vzit v tivahu to, Ze se reakce metabolismu muze liSit i u konkrétniho jedince mezi jednotlivymi

jidly. Mira rozdilu se pak miZze lisit u jedinct s niz§im a vy$$§im mnozstvim kopii genu pro a-amylazu.
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Vyrazny deficit je pak v zohlediovani SNPs. Ty byly prozatim zahrnuté jen v minimu studii, které vSak

naznacuji, ze by mohly mit vliv na incidenci diabetu II. typu.

5.3.3 Vliv amylazy v souvislosti s mikrobiomem

Faktorem vstupujicim do vztahu mezi a-amyldzou, stravovacimi ndvyky a potazmo narGstem ci
poklesem hmotnosti mtze byt také stfevni mikrobiota. Ta by vSak zaroveii mohla byt ovlivilovana
aktivitou a-amylazy. Studie se v této souvislosti zaméfuji predevSim na vyskyt bakterie rodu Prevotella
(Christensen et al., 2022; Le6n-Mimila et al., 2018), piipadn€ na pomér zastoupeni rodt Prevotella
a Bacteriodes (Hjorth et al., 2020) ve stievech. Danska studie poukazuje na roli, kterou hraje pomér P/B
spolu se slozenim stravy u zmén hmotnosti jedincti s niz§im poétem kopii 4MYI. Ubytek na vaze
u subjektil s vysokym poctem kopii genu AMY] se nelisi u skupin dle poméru P/B a pfijimané stravy.

Zato jedinci s niz§im poc¢tem kopii AMY1 se 1isi v reakci na typ stravy dle zastoupeni P/B.

Nabizi se vysvétleni, Ze u nizs§tho poctu kopii AMY1 je vétsi podil nestraveného Skrobu, ktery
doputuje do tlustého stieva. Tam jeho osud zélezi pfevazné na zpracovani mikrobiotou. Ta v tomto
ptipadé tedy hraje vyrazngjsi roli, nez u jedinct s vy$$im poctem kopii AMY! (Hjorth et al., 2020).
Timto principem by podle dalsi studie mohla byt vysvétlena i vy$si produkce metanu pii trdveni Skrobu
u jedincd s niz§im poctem kopii genu AMY1 (Atkinson et al., 2018). Danské studii dava Castené za
pravdu dalsi vyzkum. Ten udava pozitivni vliv vyskytu bakterii Prevotella na hubnuti pti celozrnné dieté
u jedinct s nizkym poctem kopii AMYI. U jedinch s vy$Sim poctem kopii genu AMYI s vyhradné
celozrnnou stravou se neukazuje zadny rozdil ubytku na vaze souvisejici se zastoupenim Prevotella
v mikrobiomu. Stejné tak pii konzumaci bézné procesovanych potravin neni patrny vliv mnozstvi kopii
AMYI na hubnuti ¢i zménu poméru télesného tuku. Zastoupeni Prevotella v mikrobité stiev taktéZ nema

vliv (Christensen et al., 2022).

Nékteré studie nachazeji pozitivni korelaci mezi mnozstvim bakterii rodu Prevotella
v mikrobiomu stfeva a poctem kopii AMY1. Signifikantni je tento vztah vSak pouze u dospélych jedinci
(Leon-Mimila et al., 2018). Dalsi data udavaji, Ze mikrobiota ve stfevech jedinct s vy$sim poctem kopii
AMY]I obsahuje vétsi mnozstvi nejen bakterii rodu Prevotella, ale také rodu Ruminococcus. Dle téchto
zaveri se zda, Ze s vetSim mnozstvim kopii AMY1 dochdzi ve stfevni mikroflote k nabohaceni taxonti
zodpovédnych za traveni rezistentniho skrobu (Poole et al., 2019). Jesté novejsi studie nachazi korelaci
mezi poctem kopii AMY1 a rozsahlejsi skupinou rodii mikroorganismti ve stievech. Pozitivni korelaci
udava u rodt Klebsiella, Granulococcus, Escherichia/Shigella a Rothia. Negativni korelace se vyskytuje

u rodt Clostridium_IV, Anaerovorax, Alistipes, Sporobacter, Bacteroides a Parabacteroides (Lv et al.,

2023).

Stejné tak vztah mezi mikrobiotou a po¢tem kopii AMYI ukazuje i studie zaméfujici se na

prostiedi Gstni dutiny. Zde se projevuje negativni korelace mezi mnozstvim gram-negativnich bakterii
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rodu Capnocytophaga a poctem kopii AMYI. U bakterii rodu Dialister jsou mezipohlavni rozdily
v korelaci, nebot’ se zd4, Ze dochazi ke zvyseni jeho zastoupeni u muzl pti vys$Sim poctu kopii genu
AMY1, zatimco u Zen je v tomto piipadé zastoupeni Dialister v ustnim mikrobiomu mensi (Hasegawa
et al., 2022). Dalsi studie mluvi o celkové bohat§im mikrobiomu v tstech u jedinci s vys§im poctem

kopii AMY1 (Poole et al., 2019).

Pocet kopii AMY1 by tedy (v navaznosti na mnozstvi produkované a-amylazy) mohl ovliviiovat
sloZeni oralniho i stfevniho mikrobiomu (Poole et al., 2019). Ten se pak dale podili na celkovém zisku
Zivin a na zménach hmotnosti tam, kde vlivem nizsi produkce a-amyldzy dochazi k natraveni mensi
¢asti piijatého Skrobu. Nicmén¢ ani vtomto pfipad¢ nevyznivaji vSechny vysledky jednomyslné

a nékteré studie vliv poctu kopii AMY 1 na mikrobiom nenachdzi (Farrell et al., 2021; Hjorth et al., 2020).

5.3.4 DalSi mozné vlivy poctu kopii AMY1 na lidsky organismus

Zkoumany je také vliv aktivity a mnozstvi amylazy v séru na metabolicky syndrom (MetS), coz je
skupina onemocnéni zahrnujici obezitu, hypertenzi, hyperglykémii, zvySenou viskozitu krve,
hyperinsulinemii, hyperurikémii, dyslipidémii a steatézu jater. Byt studii na toto téma neni mnoho, ty,
které jsou prozatim k dispozici, vykazuji signifikantni asociaci mezi niz§im mnozstvim amylazy v séru
a vétsim rizikem vzniku metabolického syndromu u japonské (Nakajima et al., 2011) i ¢inské (Zhan et
al., 2021) populace. V ¢inské studii navic skupina jedinci s metabolickym syndromem vykazovala
mirné nizsi pocCet kopii AMYI oproti kontroldm, nicméné rozdil nebyl statisticky signifikantni.
Potencialnim biomarkerem pro zvysen¢ riziko MetS by tedy mohla byt jen celkova nizsi aktivita
amyldzy v séru, kde mé své zastoupeni i slinna a-amylaza, byt jeji role v tomto ptipad€ nebude klicova

(Zhan et al., 2021).

Studie na jedincich s nadvahou a obezitou udava zvysenou koncentraci LDL cholesterolu
u jedinch s niz§im poétem kopii AMYI (< 4), u dalSich lipida v séru vSak korelace zjisténa nebyla
(Marquina et al., 2019). Naopak starsi studie na francouzské populaci udava pouze vztah mezi vyssi
aktivitou o-amylazy a vyS$8i koncentraci HDL cholesterolu, Zadny signifikantni vztah s LDL se
neprokézal (Bonnefond et al., 2017). Zadny rozdil se neobjevil mezi skupinami s nizkym a vysokym
poctem kopii AMY] ani u jinych kardiovaskularnich parametri. Nicméné nizsi pocet kopii genu pro a-
amylazu odpovidal vyssi koncentraci inflamatornich markerd jako jsou IL-6, IL-13, TNF-a a MCP.
Stejné tak byla u zminéné skupiny zvysena koncentrace adiponektinu a lektinu — signifikance v tomto

ptipadé¢ vSak mizi po adjustaci na mnozstvi tukové tkané (Marquina et al., 2019).

Z téchto vysledkt vyplyva, ze obézni jedinci ¢i jedinci s nadvahou a niz§im poétem kopii AMY1
mohou mit hor§i kardiometabolicky a prozanétlivy profil a zvySené riziko kardiovaskularnich
onemocnéni (Marquina et al., 2019). Pomérné robustni vyzkum vlivu pocétu kopii AMYI na

kardiovaskularni onemocnéni u populace evropského piivodu nicméné nenachazi spojitost mezi t€émito
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fenomény, ani mezi poctem kopii AMYI a mnozstvim proteind v plazmé asociovanych prave se
zminénym onemocnénim. VIiv poctu kopii AMY1 na mortalitu se v této souvislosti také neprojevuje (Li

etal., 2023).

Dle dalsi studie by vSak pocet kopii genu pro a-amylazu mohl hrat roli v metabolismu lipidd.
Skupina zen s niz§im poctem kopii AMY! vykazuje dle jedné ze studii v séru vyssi zastoupeni derivati
dikarboxylovych kyselin suberatu, sebakatu, azelatu a dodekanoatu v porovnani se skupinou Zen
s poctem kopii AMY1> 4. Tyto vysledky napovidaji mozné upregulaci m-oxidace, ktera za normalnich
okolnosti hraje v t€le mensi roli nez B-oxidace mastnych kyselin. Skupina Zen s niz§im poctem kopii
AMYI ma dale snizenou koncentraci mastnych kyselin s dlouhym fetézcem v séru a zvySené mnozstvi
2-hydroxybutyratu, coz je biomarker pro inzulinovou rezistenci. Celkové se zd4, Ze u Zen s niZ§im
poctem kopii genu AMYI dochazi ke snizené absorpci gluk6zy bunkami, jeji mnozstvi je v séru lehce

zvySené. Metabolismus nasledné zvysuje vyuziti lipidii (Arredouani et al., 2016).

5.3.5 Shrnuti vlivu amylizy na metabolismus

Celkove lze povazovat vliv a-amylazy a poctu kopii AMYI za pravdépodobné existujici u télesné
hmotnosti, glykemické odpovédi i rizika diabetu II. typu. Naznaky provazanosti s poctem kopii AMY1
a mnozstvim o-amylazy se ukazuji i u slozeni mikrobiomu (at’ uz v tstech ¢i stievech). Presné
mechanismy ptsobeni vSak bude potfeba definovat ¢i ovéfit budoucim vyzkumem. U vlivli na
metabolismus lipid, koncentraci inflamatornich markerti ¢i na riziko metabolického syndromu
a kardiovaskularnich onemocnéni neni vyzkum dostate¢né robustni na to, aby z n€j mohly byt vyvozeny

obecn¢jsi zavery.

Co se tyCe rozporuplnosti vysledkt vySe citovanych studii, mohou byt dany fadou parametra.
Vztah mezi poctem kopii AMYI, mnozstvim a aktivitou a-amylazy mize byt narusen vnéjSimi vlivy
a Zivotnim stylem (napf. cigaretové komponenty aktivitu proteinu vyrazné snizuji) (Choi et al., 2015).
Mezi poctem AMYI a obezitou, BMI, ¢i inzulinovou rezistenci nenachdzime jednoduchou korelaci,
nebot” se jedna o multifaktoridlni fenomény. Do tohoto vztahu mize vstupovat bezpocet dalSich vlivi
(at’ uz genetickych ¢i vnéjsich) a najit presnou roli, kterou pocet kopii AMYI v tomto komplexnim
systému hraje, je obtizné. K odlisnostem jisté pfispivaji i parametry, na kterych jsou jednotlivé studie
postavené. Muze se jednat o rozdilnost v komplexité vybéru jedinct a jejich Zivotnich stylt. Dale se 1isi
robustnost studii, nebot’ do nékterych byly zahrnuty tisice pfipadi, zatimco jina data vychazi ze skupiny

desitky jedinc.

Vyuzité kvantifikacni a statistické metody op€t generuji odliSnosti. V tomto pfipadé je Casto
diskutovan zptisob urceni poctu kopii AMY 1. Mnoho ze zminovanych vyzkumi vyuzilo k tomuto ucelu
kvantitativni PCR (qPCR) ¢&i droplet digital PCR (ddPCR). Jejich citlivost je s nejvetsi

pravdépodobnosti rozdilna do té miry, Ze mize ovlivnit vysledna data a tim i zavéry z nich vyvozené.
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U bukalnich i slinnych vzorkd se objevuje signifikantni rozdil mezi poctem kopii AMYI stanovenym
gPCR a ddPCR, které je obecn€ povazovano za citlivéjsi metodu (Eisfeldt et al., 2018; Ooi et al., 2017).
Zda je nutné v tomto ohledu provést revizi dat ziskanych qPCR, ¢i zda budou ovéfena a potvrzena, je

také pfedmétem dalsi debaty a nasledného vyzkumu.

6 Potravni adaptace v lidské evoluci

V lidské historii doslo k n€kolika zménam sloZeni potravy. Posledni markantni zménou byl pfechod na
dnes$ni, intenzivni zemédélskou produkci péstované plodiny a vysoce procesovanou stravu. Ve
vzdalenéjsi minulosti byly vyraznymi zménami tepelna uprava jidla, nartist konzumace masa, mlécnych
vyrobkll ¢i mnohokrat zminéného Skrobu. Dilezitym milnikem byla zemédélska tranzice a pocatky
domestikace zvitat a rostlin. S témito zménami doslo k zisku novych genovych funkci a pozitivni
selekci, ptfipadné ke ztraté funkce gend jinych (Mathieson and Mathieson, 2018; Perry et al., 2015).
AMY]1 je jen jednim z né€kolika znamych genti, pomoci nichz mizeme vytvofit obrazek o zménach
stravovacich navyki v historii lidského druhu. Adaptace na tyto zmény pak maji relevanci i pro dnes$ni

spole¢nost a mohou poskytovat vysvétleni vzniku nékterych civilizacnich onemocnéni.

6.1 Prehled znamych adaptaci na zmény stravovacich navyki v lidské evoluci

Mezi nejlépe prozkoumané piipady pozitivni selekce v nedavné minulosti lidského druhu patti vyvoj
genu pro laktazu, LCT. Laktaza je zodpovédna za trdveni mlécného cukru, laktozy, ke kterému dochdzi
u mlad’at sav¢ich druhti pfevazné v pribéhu kojeni. Po jejich odstaveni dochazi k zastaveni exprese
genu. U populaci modernich lidi jsou vSak pozorovany mutace v LCT genu, které zajist'uji jeho expresi
1 vdospélosti (¥Ingram et al., 2009). Tato tzv. laktdzova perzistence ma nejvySsi zastoupeni
v severoevropskych statech a jeji geograficka distribuce odpovida zvySenému vyskytu chovu dojnic
a hojné konzumaci mléka (a mléénych vyrobki) v minulosti (Bersaglieri et al., 2004; *Scrimshaw and
Murray, 1988). K jejimu vzniku pravdépodobné doslo po osidleni Evropy a oddéleni evropskych
populaci od africkych i asijskych. Nejrozsitenéjsi alela pro tento fenotyp se objevuje v rozmezi pred 9-
6 tisici lety, nicméné jeji frekvence na souc¢asnou hladinu vystoupala kolem roku 1200 naseho letopocétu
(Burger et al., 2007; Itan et al., 2009). Velmi silna pozitivni selekce, ktera vznik laktazové perzistence
nasledovala, doklad4 vyznam mlécnych vyrobki pro lidskou stravu (Bersaglieri et al., 2004). Opacny
stav — laktazova deficience — je jednou z pfiCin laktézové intolerance a problémut s ni spojenych

(Swallow, 2003)

Pravdépodobna relaxace pozitivni selekce se projevuje u genu pro arylamine N-
acetyltransferazu, NAT2. Arylamine N-acetyltransferaza je enzym, ktery pomaha metabolizovat

xenobitika a v soucasné dob¢ tedy odpovida i za reakci organismu na urcita 1é¢iva. Dle daného haplotypu
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muze v organismu dochézet k rychlé nebo pomalé acetylaci téchto latek (Patin et al., 2006; Vangenot et
al., 2019). U zeméd¢lct a pastevcil se celosvétove projevuje spiSe pomalejsi typ acetylace, zatimco
u lovci-sbéract je mnohem Castéjsi acetylace rychlejsi. Prave ta je povazovana za pivodni. Pomalu-
acetylujici fenotyp se objevuje v zdpadni a sttedni Evropé v rozmezi pted 7-5 tisici lety — tedy po
agrikulturni tranzici — a vzrust frekvence jeho vyskytu je zde pomérné rychly (Patin et al., 2006; Sabbagh
et al., 2011). Jeho nejvétsi zastoupeni nachdzime u jedinct na Stiednim vychodé, coz je jedno z prvnich
mist, kde bylo pted 10 tisici lety zavedeno zemédélstvi (Patin et al., 2006). Dalsi vyzkum tohoto procesu
a geografického rozlozeni alel by mohl pomoci v personalizované medicin€, nebot’ poskytne informace

o metabolizaci 1€kl riznymi jedinci.

Dalsi z ptedpokladanych adaptaci na zménu slozeni stravy u lidskych populaci je u gentd FADS1
a FADS2. Jimi kodované proteiny hraji roli katalyzator v biosyntéze lipidi — konkrétn€é v draze
syntetizujici polynenasycené¢ mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (*Glaser et al., 2010). Zatimco
u stravy, kterd obsahuje vEtSi mnozstvi masa, piipadné motskych plodd, je velké mnozstvi t€chto MK
rovnou ptijiméno v potrave, a tedy aktivita FADSI a FADS2 maze byt niZsi, u prevazné rostlinné stravy
je tomu naopak. Z tohoto divodu byly geny FADS1 a FADS?2 v lidské evoluci vystaveny pozitivni selekci
objevuje pravdépodobné po oddeleni linii modernich lidi a neandertalcti, u kterych nachdzime jen jeho
nekompletni sekvenci (Green et al., 2010). K selekci a fixaci tohoto haplotypu doSlo v Africe
pravdépodobné cca pied 85 000 lety (a tedy pted udalosti out-of-Afrika). Poté se tento fenotyp dostal do
euroasijského prostoru (Mathias et al., 2012), kde se jeho frekvence mirné zvysila po vzniku zeméd¢€lstvi
(kolem obdobi pied 8 500 lety). Vyraznéjsi znamky selekce jsou vSak patrné az od obdobi pted 4 tisici
lety do soucasnosti. Zda se tedy, ze zeméd¢lska tranzice neméla bezprostiedni vliv na tvorbu souc¢asné
frekvence zastoupeni alely FADSI se zvy$enou expresi. Pro dnesni dobu miize mit zastoupeni rozdilnych
haplotypti FADSI a FADS2 vyznam pro nachylnost jedinci i populaci k metabolickym onemocnénim

asociovanych s lipidy a jejich metabolismem (Mathieson and Mathieson, 2018).

Kromé prezentovanych ptipadl pozitivni selekce dochazelo v evoluci také ke ztratdm funkci
genll a mutacim znemoziujicim jejich expresi. Pfikladem tohoto trendu je gen pro sarkomericky myosin,
MYH]I6, ktery neni u ¢lovéka exprimovan. V disledku toho jsou Zvykaci svaly clovéka méné masivni
nez u ostatnich primatt (Stedman et al., 2004). Panuje pfedpoklad, Ze ke ztraté exprese MYH16 doslo
po ovladnuti ohn¢ homininy a je spojend s konzumaci mek¢i, tepelné upravené stravy (Wrangham and
Conklin-Brittain, 2003). Tato ztrata se vyskytuje nejen u modernich lidi, ale také u neandertalct
a denisovcl. S ohledem na to mohla byt datovana do obdobi pted 2,4 miliony lety (Perry et al., 2015;
Stedman et al., 2004), coz zhruba odpovida obdobi, kdy se rozsitilo tepelné zpracovavani potravy

(*Wrangham et al., 1999).
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S pfechodem na rozdilné slozky potravy s nejvétsi pravdépodobnosti souvisi i mutace v genech
pro receptory hotké chuti TAS2R62 a TAS2R64. Vyskyt pfed¢asnych stop kodonil v sekvencich téchto
gent je opét specificky prave pro homininy. V této linii se ukazuje zvySena mira pseudogenizace u genti
pro receptory hotké chuti T2R, ktera vrcholi u ¢loveka (Go et al., 2005). Vzhledem k tomu, Ze si v tomto
misté odpovidaji referencni sekvence genomt modernich lidi, neandertalc i denisovci, dochéazi ke
ztraté funkce dvou zminénych gend pravdépodobné jesté pred oddélenim téchto linii. Casovy odhad
hovoti o obdobi pied 590-550 tisici lety. Panuje piedpoklad, Ze nasi predci v tu dobu prestali
konzumovat plody, které obsahuji latky tyto receptory aktivujici, a ty tedy pozbyly svlj vyznam.
Nicméné zatim nevime s jistotou, jaké molekuly jsou receptory TAS2R62 a TAS2R64 rozpoznavany
(Perry et al., 2015). Identifikace téchto molekul by pomohla upfesnit, k jaké zméné stravy se ztrata
funkce TAS2R62 a TAS2R64 mize vztahovat.

6.2 Chronologicky prehled evolu¢nich zmén dle subsistence
Z vyse zminénych informaci lze sestavit zjednoduseny obrazek evoluce genti moderniho ¢lovéka a jeho

predki v odpovédi na zmény sloZeni a struktury konzumované stravy.

K odd¢lenti linii ¢lovéka a Simpanzii dochazi zhruba pfed 6 miliony let a od té doby hovoiime
o samostatném vyvoji postupné az k rodu Homo. U tohoto rodu dochézi dle n€kterych zdroju pred 2,4
milionu let ke ztrat€ exprese genu MYH16, ¢imz se zmensSuji Zvykaci svaly (Perry et al., 2015). Zhruba
v podobnou dobu akceleruje zvétSovani mozku u rodu Homo (pied 2 miliony let) a strava je nové tepelné
upravovana (pied 1,9 miliony let) (Hardy et al., 2015). Jiné studie pak kladou ztratu exprese genu
MYH16 do obdobi tésné po objevu vyuzivani ohn¢ a ptisuzuji ji pravé zmekéeni konzumované potravy
jeji tepelnou upravou (Wrangham and Conklin-Brittain, 2003). Na pfesném potadi udalosti tedy

nepanuje shoda, nicméné predpoklada se, ze k nim doslo v pfiblizné podobném casovém useku.

Zvétsujici se mozek ma vétsi energetické naroky na organismus a musi dochazet k zefektivnéni
traveni. K tomu mohlo pfispét jednak tepelné zpracovani potravy, ale také zmnozeni genu pro a-amylazu
ve slinach. Jak jiz bylo zminéno, na obdobi piivodniho zmnoZeni nepanuje v literatufe shoda a udavané
rozmezi sahd od doby pied cca 6 miliony lety (Samuelson et al., 1990) do doby pted cca 700 tisici lety
(Yilmaz et al., 2023). Zhruba v tomto obdobi se Skrob stal dilezitou soucasti lidské stravy (Fellows
Yates et al., 2021). V obdobi pted 590-550 tisici lety pak u rodu Homo dochazi ke ztraté exprese 2 gent
pro hotkou chut’ TAS2R62 a TAS2R64, coz bylo pravdépodobné v reakci na ubytek konzumace prozatim
nespecifikované slozky potravy (Perry et al., 2015).

Pred 400 tisici lety dochazi k definitivnimu oddéleni linie modernich lidi od neandertalcti
(Langergraber et al., 2012). V linii modernich lidi dochazi jes$té na tzemi Afriky (pfed cca 85 000 lety)

k selekci a fixaci haplotypu s vyssi expresi genu FADSI a nasledné vyssi mife biosyntézy
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polynenasycenych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem (Mathias et al., 2012). Ohledné vyvoje genu
AMY1 se v této tazi objevuje spor o to, zda méli 3 kopie genu AMY] jiz neandertalci (Samuelson et al.,
1990; Yilmaz et al., 2023), ¢i jestli k druhé duplikaci genu pro amylazu doslo oddélené¢ az kolem doby
pted 200 tisici lety (Perry et al., 2015). Nicméné na tom, Ze vys$Sim poctem kopii genu pro amylazu nez
puvodnimi dvéma disponovali populace anatomicky moderniho ¢lovéka jiz ped vznikem zeméedélstvi,
panuje shoda. Uvadény pocet kopii genu AMYI u prvnich zeméd¢€lct se ale v riiznych studiich lisi

(Inchley et al., 2016; Mathieson and Mathieson, 2018; Perry et al., 2015; Yilmaz et al., 2023).

S agrikulturni tranzici pred 10 tisici lety se pak mira konzumace Skrobu zvySuje, coz
pravdépodobné vede k pozitivni selekci pro zvySeni kopii AMYI (Perry et al., 2007). Se zménou
zivotniho stylu, domestikaci rostlin i zvitat a s vyuzivanim jejich produktt se poji dalsi dvé vyznamné
genotypové a fenotypové zmeény. Jednou z nich je selekce genu pro laktdzovou perzistenci. Ta se
objevuje spolu s konzumaci mléka a mlécnych vyrobkti pravé od obdobi pted 10 tisici lety primarné
u evropskych populaci. Objev nejrozsitené;si alely pro tento fenotyp sahé 9-6 tisic let zpatky. Jedna se
o nejlépe zdokumentovany ptipad nedavné pozitivni selekce u ¢loveéka (Bersaglieri et al., 2004; Perry
et al., 2015). Druhou novinkou je pfed 7-5 tisici lety pomalu-acetylujici fenotyp pfi metabolizaci
xenobiotik, kde se u genu pro enzym arylamin N-acetyltransferaza, NAT2, projevuje relaxace pozitivni
selekce ve prospéch rychlé acetylace. Tento jev byva davan do souvislosti s vétsi kontrolou nad
konzumovanymi plodinami, kterou zeméd¢lci na rozdil od lovcti-sbéracii maji, a tedy snizenim tlaku na

schopnost metabolizovat piipadné jedovaté latky (Patin et al., 2006).

V nasledujicich obdobich evoluce moderniho ¢loveéka dochazi k dalsimu zmnozovani poctu kopii
u genu pro a-amylazu ve slinach, jehoz nejvyssi udavana hodnota je v soucasnosti az 27 diploidnich
kopii (Marcovecchio et al., 2016). Od obdobi pted zhruba 4 tisici lety je také zfetelna pozitivni selekce
haplotypu s vétsi expresi genu FADSI u evropské populace. Ta vede az k soucasné frekvenci vyskytu
tohoto haplotypu, kterd byvéa udavana na 60 % (Mathieson and Mathieson, 2018). Dale také pokracuje
vyrazna pozitivni selekce pro laktazovou perzistenci, ktera dosahuje soucasné frekvence zhruba

v obdobi stfedoveku (Burger et al., 2007). U jednotlivych populaci se vSak vyskytuji odchylky —nejvyssi

svvr

v

u pasteveckych populaci v Africe. Nejniz§i frekvenci laktazové perzistence nachazime

u nepasteveckych asijskych a africkych populaci (Tishkoff et al., 2007).

7 Zavér
Tato bakalaiska prace shrnuje dosavadni poznatky tykajici se evolu¢niho vyvoje variability v genech
AMY1, které u Clovéka koduji a-amylazovy izoenzym exprimovany ve slinnych zlazach a uvadi je

do kontextu ostatnich, pfedevsim vyZzivovych adaptaci clovéka. Piedstavuje soucasny pohled na mozné
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pusobeni pozitivni selekce na tyto geny s ohledem na stravu lidskych populaci v minulosti. Dale
nastifluje dtsledky, které takto podminéna diverzita méa na metabolismus, zpracovavani skrobu a néktera

civiliza¢ni onemocnéni.

Vyzkum v oblasti evolu¢niho vyvoje poctu kopii AMYI je v mnoha aspektech prozatim
nejednotny. V pievazujici Casti studii nicméné panuje predpoklad, ze minimaln¢ k prvni duplikaci genu
AMY1 doslo jesté pied oddélenim linii anatomicky modernich lidi od neandertalcii. Nejasnosti panuji
ohledné poctu kopii genu u neandertalct, a tedy obdobi, kdy mélo dojit k druhé duplikaci genu pro o-
amylazu ve slinach. V literatufe se lze setkat s rozmezim 700-200 tisic let, které zahrnuje obdobi pied
ipo divergenci obou populaci. Dal§i zmnozovani genu pak probihalo v linii vedouci k modernimu
¢lovéku. Oproti plivodni predstaveé, Zze pozitivni selekce ptsobila na tento lokus az po agrikulturni
tranzici, je dnes na zaklad¢é provedenych studii pravdépodobnéjsi, Ze selekce plsobila od ranéjsiho

obdobi.

Skrob byl prokazatelné soucasti lidské stravy jiz pred prechodem k zemé&délstvi, a selekéni tlaky
se tedy mohly objevit diive. Nasledné zmnozovani kopii v pribéhu vyvoje anatomicky modernich lidi
pak odpovida obsahu skrobu v potravé jednotlivych populaci. Dne$ni rozmezi saha od 1 az do 27
diploidnich kopii a rozdily v jejich poctu nachazime primarné mezi populacemi konzumujicimi malé
a velké mnozstvi skrobu. Pravé na zakladé tohoto poznatku byla prvné formulovana teorie pozitivni
selekce puasobici na geny amylazového lokusu. Byt se najdou i studie, které stouto hypotézou
nesouhlasi, ve vétsiné piipadl je piijimana jako stale platna. Navic doposud nebylo podano jiné
vysvétleni pro mezipopulaéni rozdily v poc¢tu kopii kromé selekce navdzané na mnozstvi

konzumovaného Skrobu.

Vzhledem k tomu, Ze se a-amylaza ve slinach podili na traveni Skrobu, probiha vyzkum vlivu
poctu kopii AMYI a mnozstvi produkované amyldzy na lidsky metabolismus a nékteré patologie.
Vétsina studii v tomto ohledu vsak dochazi k rozporuplnym vysledklim a vyzkum v této oblasti jeste
zdaleka neni u konce. I kdyz se zda, Ze urcita asociace mezi poctem kopii AMY1, potazmo mnoZzstvim
slinné izoformy a-amylazového enzymu, existuje u obezity, glykémie a diabetu 1. typu, jejich vliv bude
spiSe mensi. Do jejich plisobeni vstupuji modifikace aktivity a-amylazy dle prostiedi ustni dutiny a stavu
organismu, slozeni mikrobiomu, celkové genetické pozadi a ptipadné také etnické, mezipohlavni
a vékové rozdily. Samoziejmé se mohou projevit i rozdily mezi evoluéni adaptaci na uréitou stravu

a soucasnou vysoce procesovanou potravu.

Se zménou metod vyuZzivanych k urceni poctu kopii genu bude mozna nutné néktera pivodni
data ziskand méné senzitivni qPCR ov¢fit dnes Casteji pouzivanou ddPCR. Vsechny tyto vlivy do
vyzkuml na téma predispozic k obezit¢, diabetu II. typu, kardiovaskularnich onemocnéni Cci

metabolického syndromu s ohledem na pocet kopii AMY1 vstupuji. Pokud tedy opravdu chceme stanovit
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roli CNV AMYI a a-amylazy pro lidsky organismus, bude potieba hlubsi pochopeni metabolickych

funkeci a jejich variability mezi jedinci i populacemi.

Geny pro a-amylazu vSak zdaleka nejsou v lidské evolucni historii jediné podléhajici selekci
s ohledem na ménici se slozeni lidské stravy. Tato prace proto kratce prezentuje nékolik dalSich gent
souvisejicich s potravnimi adaptacemi. Pozitivni selekci, byt v rozdilné mife, podléhaly geny pro
laktazu LCT, arylamine N-acetyltransferazu NAT2 ¢i katalyzatory biosyntézy polynenasycenych MK
s dlouhym fetézcem FADS1 a FADS?2. Negativni selekce pak ptsobila na geny pro sarkomericky myosin
MYH]I6 a pro receptory hoiké chuti TAS2R62 a TAS2R64. Vyznam v sestaveni piehledu téchto zmén
nespociva pouze v pochopeni ¢asti evolucni historie lidského druhu, nicméné také v pochopeni jejich
soucasné role v lidském metabolismu a variability mezi populacemi nebo jedinci. Na zakladé znalosti
vlivil jednotlivych odlisnosti pak bude v budoucnu mozné sestavovat do vét$i miry personalizované
diety, plan 1écby nékterych civilizacnich onemocnéni, ptipadné stanovit riziko jejich vzniku. Vyzkum
v tomto ohledu a dal$i prohlubovani znalosti evolu¢ni historie, selek¢nich tlakli a jejich pfi¢in miize

v budoucnu pomoci osvétlit fungovani lidského organismu jako celku.
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