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1 Uvod

Souhra mezi geny a prostiedim, obzvlasté stravou, je zasadni pro lidské zdravi.
(Ferguson, 2008) Strava piedstavuje multiparametricky pfistup k ochran¢ a/nebo
optimalizaci zdravi. Tvoii ji velké mnozstvi nutricnich a chemickych molekul schopnych
regulovat riznorodé biologické procesy. Nutrice vytvaii novy komplexni celek, ktery
prosperuje z vyuzivani novych technologii schopnych stanovit celou biologickou sit’ a ne

pouze jednotlivé koncové body.

Pole nutrice zahrnuje trvajici snahy o pochopeni vztahi mezi genomem a stravou
v soucasné dob¢ oznacCované jako nutrigenomika a nutrigenetika. Ackoli jsou tato dvé
pojeti tizce spojena, znamenaji zasadn¢ odliSny pfistup k pochopeni vztahii mezi geny a

stravou.

Nutrigenomika se snazi ur€it vliv béznych slozek stravy na genom a pokousi se
nalézat spojitosti rozdilnych fenotypti s odlisnostmi Vv biologickém systému na urovni
bunééné a genetické odpoveédi. V praxi popisuje nutrigenomika pouziti nastroju funkéni
genomiky ke zkoumdani biologickych systémil, které jsou ovlivnény nutriénim podnétem.
To pak umozni lepsi porozuméni, jak nutricni molekuly ovliviiuji metabolické cesty a
homeostazu. (Mutch, 2005) Nutrigenomika pfipousti, ze dietni doporuceni by méla byt
vytvofena na zakladé genotypu — co je dobré pro jednoho, nemusi byt nezbytné spravné
pro druhého. Pole nutrigenomiky ma tedy obrovsky potencial pro modifikaci lidského

zdravi. (Ferguson, 2008)

Nutrigenetika se na druhé stran¢ zamétuje na pochopeni, jak genetickd vybava
jedince koordinuje odpovéd’ na stravu, a studuje tedy predevSim zékladni genetické
polymorfizmy. Jinymi slovy nutrigenetika ztélesfiuje obor identifikujici a charakterizujici
varianty genu, které souvisi s rozdilnymi odpovéd'mi na nutrienty, a spojuje tyto varianty

se stavem nemaoci.

Obe¢ discipliny objasiuji interakce stravy a genomu. Jejich pfistup a okamzité cile
jsou ale odlisné. Nutrigenomika se bude zabyvat optimalni stravou zahrnujici série
nutri¢nich alternativ, zatimco nutrigenetika pfinese zasadné dulezité informace, které
budou pomahat klinikim urcovat optimalni dietu pro dané jedince, tj. individualizovanou
stravu. Navzdory odlisnym okamzitym cilim vyzaduje dlouhodoby cil — zlepsit zdravi a

predchazet nemocem pomoci vhodné stravy — slouceni obou disciplin. (Mutch, 2005)



2  Cil studie

Ve své diplomové praci jsem se zaméfila na dva nové obory — nutrigenetiku a
nutrigenomiku. Poznatky obou disciplin zahrnuji informace 0 interakci lidskych geni a
nékterych slozek stravy. Tyto interakce jsou pak hodnoceny v souvislosti s predispozicemi

k vybranym chronickym onemocnénim.

Cilem mé diplomové prace bylo zdlraznit vyznam stravy, pomoci niz lze zlepsit
zdravi jedince a pfedchazet nemocem. Je diilezité hodnotit genom kazdého jedince zvlast,
ne se zamétovat na vytvoreni univerzalnich doporuceni pro vSechny. Kazdy ¢lovék ma
totiz origindlni sestavu drobnych mutaci ve svém genomu a je tedy nutné tomuto faktu

ptizplisobovat 1 stravu a vytvaret tak individualizovana dietni doporuceni.



3 Nutrigenomika a nutrigenetika obecné

3.1 Vyziva a lidsky genom

Jednotlivé interakce geni a vnéjSich faktort tvofi relativné maly piispevek
k celkové bunétné homeostaze, metabolizmu a zdravotnimu stavu celého téla. Spole¢né
vSak jejich vliv roste a mohou byt pfi¢inou fady polygenetickych onemocnéni
souvisejicich s vyzivou (kardiovaskularni onemocnéni, obezita, diabetes mellitus druhého

typu, atd.). (Roche, 2006)

3.2 Interakce mezi nutrienty a geny

Pfijem potravy a expozice nutrientim jsou klicovymi faktory ovliviiujici patogenezi
a progresi béznych polygenetickych onemocnéni souvisejicich s pfijmem potravy.
Interakce mezi lidskym genomem a faktory vnéjsiho prostiedi, kterym je ¢lovék vystaven
po cely zivot, pak formuji fenotyp kazdého jedince. Mezi vyzivou a lidskym genomem
tedy existuje dynamickd obousmérna interakce, ktera ovliviluje genovou expresi,

metabolickou odpovéd’ a individualni zdravotni stav. (Roche, 2006)

Jednotlivé interakce mezi nutrienty a geny mizeme rozd¢lit do tii hlavnich skupin:
1) ptima interakce: nutrienty se chovaji (nékdy po interakci s receptorem) jako transkripéni
faktory, které se mohou vazat na DNA a pfimo indukovat genovou expresi; 2) epigeneticka
interakce: nutrienty mohou ovlivilovat strukturu DNA (nebo strukturu histont
v chromatinu), a tak trvale pozménovat genovou expresi; a 3) genetické rozdily:
polymorfizmy jednotlivych nukleotidid (single-nucleotide polymorphism; SNP) mohou
ovlivitovat expresi nebo funk¢nost gent. Vsechny tyto mechanizmy mohou vyustit
v odlisnosti v metabolizmu nebo v odlisné dietni pozadavky kazdého jedince. (Zeisel,
2007)

3.2.1 Prima interakce mezi nutrienty a geny — efekt nutrienti na

genovou transkripci

Je znama tada ptipadd, kdy nutrienty piisobi jako transkripcni faktory a modifikuji
tak genovou expresi. Vitamin A, resp. retinoidy interaguji s proteiny receptoru pro



kyselinu retinovou. Tyto komplexy, po navazani na specifickd vazebna mista - motivy
(napf. retinoic acid response elements) vV promotorové oblasti genu, aktivuji nebo potlacuji
transkripci. Mastné kyseliny piijaté v potravé mohou interagovat s receptory aktivovanymi
peroxizomovymi proliferatory (peroxisome proliferator-activated receptor; PPAR), coz
nasledné vede k jejich vazbé na DNA a k modifikaci genové exprese. Mezi dalsi piiklady
interakei, které modifikuji genovou expresi, patii interakce vitaminu D s jeho receptorem,
kalcia s kalcineurinem a zinku s transkripénim faktorem 1 reagujicim s kovy
(metalresponsive transcription factor 1; MTF 1). VSechny tyto piiklady zahrnuji nutrienty,
které vystupuji jako kratkodobé signaly v okamzité zméné genové transkripce. Takové

efekty obvykle odezni, jestlize je expozice nutrientem odstranéna. (Zeisel, 2007)

3.2.2 Epigeneticka interakce mezi nutrienty a geny — efekt nutrientii na

genovou expresi

Epigenetickymi mechanizmy nutrientd, které maji trvaly vliv na genovou expresi,
se véda zacala zabyvat pomérn¢ nedavno. Tyto trvalé¢ efekty jsou zprostiedkovany
methylaci DNA nebo methylaci, acetylaci ¢i biotinylaci histoni, anebo oboji. Takovéto
epigenetické modifikace mohou vést ke zménam Vv genové expresi, které se mohou
projevovat po cely zivot jedince a dokonce se mohou pifenaset z generace na generaci.
Methylace DNA se obvykle vyskytuje mezi cytosiny, za nimiz nasleduje guanin (5-CpG-3
ostriivky), a ovliviiuje genovou transkripci a stabilitu. U savcl je 60 — 90 % CpG ostrivki
methylovdno. Pokud se tato modifikace nachézi v promotorové oblasti genu, dochdzi
k expresi. Vzrustajici poCet methylaci je obvykle spojen s utlumovanim nebo tplnou
redukci genové exprese, protoze na methylované CpG ostriivky se vazi capping proteiny a
brani tak pfistupu transkripénich faktort, které genovou expresi za normalnich okolnosti
zahajuji (Obrazek 1). Existuje také nékolik piipadl (ne pfilis béznych), kdy methylace
gend brani navazani inhibic¢nich faktort, coz vede k derepresi genu. Jakmile jsou jednou
CpG ostrivky v genech methylovany, methylace se reprodukuje pokazdé, kdy je gen
kopirovan. Takto muze efekt methylace perzistovat. Zmény v dostupnosti methylovych
skupin v potravé tedy mohou vyvolavat trvalé methylace genii, pozménovat genovou

expresi a nasledné i fenotyp. (Ziesel, 2007)
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Obrazek 1: Methylace DNA miiZe utlumovat genovou expresi. (Ziesel, 2007)
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Methylace cytosinu umisténého v seskupeni cytosin-guanosin v promotorové oblasti genu
(5-CpG-3 ostruvky) pritahuje capping proteiny, které brani ptistupu transkripénich faktort
ke genu, které by za normalnich okolnosti zahajily expresi genu a tvorbu mRNA. Pokud se
transkrip¢ni faktor nenavaze na promotorovou oblast genu, transkripce mRNA neprob&hne

a gen je utlumen.

3.2.3 Genetické odliSnosti — vliv na nutri¢ni pozadavky

Ackoli lidé sdili stejné geny, existuje mnoho individualnich odlisnosti v sekvencich
kodoni pro tyto geny. Celkem rozlisSujeme asi 10 milioni polymorfizmd v jednom
nukleotidu (single nucleotide polymorphism; SNP), které se objevuji u 1% populace.
Nekteré bézné SNP se objevuji dokonce u 5 az 50% populace. VétSina lidi ma ve svych
genech heterozygotni formu pro 50 000 SNP. Jen zlomek téchto SNP vede ke zméné
genové exprese nebo ke zménam produktl gent, tedy zmény ve struktufe nebo funkci
proteind. Mechanizmy, kterymi miliony SNP mohou ovliviiovat nutri¢ni pozadavky,
nejsou zatim presné znamy, ale souc¢asné metody zaznamenaly zna¢ny pokrok. I kdyz cena

genotypingu vyznamné poklesla, maly pocet dostupnych markerd déld genotyping vSech
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markertt nakladny. Proto je tfeba vybrat urCitou sadu markerd, které by odstranily
nezbytnost proméfovani vSech SNP. V ramci kratkych Usekli genti je mozné nalézt
kombinace sdruzenych SNP, jez se nachazeji u fady nepiibuznych jedinct (haplotypy).
Tyto SNP ziistavaji spojeny a jsou dédény pies mnoho generaci. Urcité vzory spojenych
SNP v haplotypech charakterizovala mezinarodni védecka asociace (international scientific
consortium). Identifikace né€kolika alel haplotypu jednoznaéné urCuje ostatni
polymorfizmy v ramci skupiny obyvatel podobné rasy a narodnosti, ¢imz se stiva SNP
analyza praktickou metodou pro odborniky na vyzivu i pro kliniky. O mnoha relativné

béznych SNP je také znamo, ze ovliviiuji nutri¢ni pozadavky.

Prikladem muize byt enzym 5,10-methylentetrahydrofolatreduktaza
(methylenetetrahydrofolate reductase; MTHFR) tcastnici se metabolizmu folati. Gen pro
MTHFR ma bézny SNP (C677T), jehoz vysledkem je redukce enzymatické aktivity;
homozygoti, pokud nepfijimaji dostatecné¢ velké mnozstvi folat, maji zvySenou

koncentraci homocysteinu v plazmé. Tento SNP se objevuje u 15 — 30 % populace.

Dalsim piikladem mize byt SNP, ktery ovliviiuje riziko rozvoje dysfunkce nebo
poskozeni organt u lidi, ktefi pfijimaji potravu chudou na cholin. U nékterych osob se
rozvine steatdza jater a posSkozeni jater a svalii, u n¢kterych nikoli. Premenopauzalni Zeny,
které jsou nositelkami velmi bézného SNP (MTHFRD1-G1958A), mély patnactkrat vyssi
pravdépodobnost neZ zeny bez tohoto SNP, Ze se u nich rozvinou znamky nedostatku
cholinu pfi nizkocholinové stravé. Riziko narozeni ditéte s defektem neuralni trubice taktéz
vrostlo u Zen s timto SNP. Zeny S niz§im piijmem cholinu ve stravé mély &tyfikrat vétsi
riziko narozeni ditéte s defektem neuralni trubice nez zeny s pfijmem cholinu vy$sim. Bylo

by zajimavé urcit, zda zeny s vysokym rizikem maji G1985 SNP v genu MTHFD1.

Gen pro fosfatidylethanolamin-N-methyltransferazu (phosphatidylethanolamine
N-methyltransferase; PEMT) koduje tento protein odpovédny za endogenni tvorbu cholinu
vjatrech a je indukovan estrogenem. Ve studiich organové dysfunkce ve vztahu
k nedostatku cholinu u lidi se zjistilo, ze SNP v oblasti promotoru genu PEMT

(rs12325817) byl spojen s vétsi nachylnosti k nedostatku cholinu u Zen, ale ne u muza.
Vsechny zvyse zminénych ptikladi genetickych variaci ovliviiujici nutriéni

pozadavky se ucastni jedno-uhlikového metabolizmu, byly vsak identifikovany i SNP

ovliviujici dal$i metabolické cesty. Prikladem muaze byt SNP v genu pro protein vazajici

MRNA serpinu 1 (serpinel mRNA binding protein 1; SERBP) ovliviujici jaterni
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lipogenezi indukovanou fruktéozou. Gen pro PPAR (peroxisome proliferator-activated
receptor) mé& SNP, ktery hraje roli vupravé koncentraci celkového -cholesterolu,
lipoproteinu o nizké hustoté (low-density lipoprotein; LDL) a apolipoproteinu B a
pozménuje odpoved na nutriéni pifijem ®-6 polynenasycenych mastnych kyselin. U lidi
s touto alelou byl zvySeny pfijem ®-6 polynenasycenych mastnych kyselin spojen se

zna¢nou redukci koncentrace triacylglycerolu.

Databaze funkéné dulezitych SNP by umoznila nutricnim specialistim pouzivat
SNP profilovani k tomu, aby vytvareli prakticka doporuceni jako soucast klinické praxe
(napf. doporucit zvySeny piijem cholinu béhem tehotenstvi u zen se SNP, ktery ovliviiuje

expresi genu PEMT). (Ziesel, 2007)

3.3 Vyziva a ochrana zdravi

Vyziva hraje diileZitou roli v ochrané zdravi a zpomalovani progrese onemocnéni.
K tomu, aby stoupl veék pocatku rozvoje chronickych degenerativnich onemocnéni a aby
byli lidé co mozna nejdéle zdravi, je potieba novych pfistuptl, které prosazuji vyzivové

komponenty ,,zdravého starnuti“. Cilem je, pokud mozno, snizit morbiditu.

Na dikazech zalozeny, na prevenci orientovany, V populaci rozsifeny celozivotni
pristup k ochrané zdravi zahrnuje strategie jak pro b&éznou populaci, tak pro lidi s vysokym
rizikem onemocnéni. Tento preventivni pfistup identifikuje ty, ktefi maji markery
pravdépodobnosti vyskytu urcitého onemocnéni, ale jest¢ se u nich toto onemocnéni
neprojevilo, a zaméfuje se piedeviim na prevenci. Urovng, na kterych mohou byt
provedena vhodna opatieni, jsou ndsledujici: udrzovani co nejvétsiho mnozstvi lidi mimo
riziko (primarni prevence), udrzovani rizikovych lidi v co nejmenSim mozném riziku a
oddaleni propuknuti onemocnéni (sekundarni prevence), a u lidi, ktefi jiz onemocnéli,

1éCeni a sniZovani progrese onemocnéni (terciarni prevence). (Dwyer, 2006)

3.4 Individualizace vyzivy

Nase zavislost na jidle kvili preziti je evidentni. Krom¢ toho jiz dlouho znédme i
schopnost stravy pfispivat ke zdravi. Navzdory tomuto faktu je prevalence onemocnéni

souvisejicich se stravou (napf. obezity, diabetu mellitu 2. typu, kardiovaskularnich
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onemocnéni) v zapadnich zemich stidle na vzestupu. Primdrni vliv na pocatek téchto
onemocnéni prameni ze zmén v nasem Zzivotnim stylu, tj. vysoky pfijem stravy spole¢né
s nizkou fyzickou aktivitou. Ale i pfesto, ze zname jasné vzajemné vztahy mezi stavem
onemocnéni a nutrici, pfesné mechanizmy, kterymi zmény v zivotnim stylu ovliviiuji
zdravi, ziistavaji neobjasnény. Tato zahada je dolozena velice béznymi piipady dvou
jedinct, kdy oba maji stejnou uroven fyzické aktivity, jedi stejnou stravu, ale jen jeden

zvysi svoji hmotnost.

Ackoli nutricni doporuceni ke zlepSeni zdravi a snizeni rizika kardiovaskularnich
onemocnéni, rakoviny, hypertenze, diabetu mellitu druhého typu a obezity jsou bézné
pouzivana, jsou zalozena na charakteru celé populace, nikoli na jedinci samotném.
Vyrazné odlisné odpovédi mezi jedinci na pfijatou potravu ukazuji, Ze naSe dosavadni
chapani mechanizmu téchto rozdila je daleko od skutecnosti. Proto se zacal rozvijet velmi
intenzivni zajem o pochopeni biologickych mechanizmi, které jsou Spoustény vnéjSimi
podminkami. Ackoli je ziejmé, ze koufeni, fyzicka aktivita a toxiny jsou schopné

ovliviiovat zdravi, je to pfedev§im nase soustavna celozivotni expozice potravinam, ktera

vvvvvv

Pozorovatelné rozdily v odpovédi jedince na stravu jsou pfisuzovany odliSnostem
ve stavbé zakladni genetické informace. Tento poznatek podnécuje prozkoumani role
interakci gend a nutrientli a uréeni zdravého fenotypu. Pfistup k takovému vyzkumu je
usnadnén nedavnym vstupem do post-genomické éry, coz bylo potvrzeno rozvojem
analytickych metod a shromazdénim doplnujicich dat. Na zaklad¢ téchto dat se vytvareji

algoritmy, pomoci nichz 1ze kompletné studovat a interpretovat biologicky systém.

Na rozdil od farmaceutického priimyslu, jehoz cilem je zlepSovat zdravi zacilenim
na dysfunkéni geny €i genové produkty, zamétuji se nutri€ni snahy na komplexni smés
nutricnich molekul (tj. stravu) a na to, jak kazda jednotliva sloZka ovliviiuje biologicky
systém. Tudiz, v porovnani s léCivy, vyZziva drasticky zvysila pocet molekuldrnich cila,
které jsou schopné ovliviiovat fenotyp, a proto se umistila oblast nutrigenomiky a
nutrigenetiky na pfedni pozici a zacala hojné vyuzivat technologické inovace
postgenomické éry. Vzor farmaceutického primyslu, Ze jedna molekula lé¢iva ma
v organizmu jeden cil, je pro tuto novou oblast zamér nevhodny. Z tohoto divodu byl

nastup nutrigenomiky a nutrigenetiky zésadni.
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Jedna se o dva piistupy S odlisSnymi cily feSicimi vztahy mezi vyzivou a geny, ale
se spolecnym hlavnim tkolem - optimalizovat zdravotni stav. Ackoli oba tyto pfistupy
objasfiuji nutri-genetické interakce oddélené, je naprosto nezbytné pracovat s nimi
spolecné. Jen tak lze dosdhnout pozadovaného cile — individualizace vyzivy. Kromé¢ toho,
geneticka vybava cCloveéka je tak rozmanitd, Ze odliSit tyto dva piistupy je prakticky
nemozné. Proto by mély spadat pod obecnéjsi oznaceni ,,nutricni genomika®. (Mutch,
2005)
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4  Nutrigenomika, nutrigenetika a obezita

4.1 ZlepSeni kontroly télesné hmotnosti pouzitim
genetickych informaci k individualizaci kontrolované

kalorické diety

Je fadn¢ zdokumentovano, ze pocet osob s nadvahou a obéznich na celém svéteé
neustale roste a dosahuje epidemickych rozmért. Tento jev spolu nese zdravotni, socialni a
ekonomické nasledky. 1 kdyz bylo zvazovano mnoho pfi¢in této epidemie,
nejpravdépodobné;jsi zlistanou vysoky kaloricky pfijem a nizk4 pohybova aktivita, typické
pro moderni zivotni styl. S nejvétsi pravdépodobnosti lid¢, kteti vice jedi a méné cvici,
zvysi svoji télesnou hmotnost. Ale dosazeni stadia nadvahy nebo obezity je postupny
proces, ktery probihd mnoho let, béhem nichZz osoba pfijima pouze nepatrny nadbytek
energie. Napf. v USA lidé ptiberou primérné 15 kilogramu té€lesné hmotnosti mezi 25-ti a
55-ti lety. Tato troven pfibirani télesné hmotnosti piedstavuje pouze 0,5 kg za rok, coz

znamena pouze nékolik nadbyte¢nych kalorii za den.

ReZzimovéa opatfeni mohou vyustit v ubytek télesné hmotnosti dostacujici ke
zlepSeni zdravi u mnoha pacienti, ale za €as se vétSinou télesnd hmotnost znovu ziska zpét.
Ackoli pro mnoho lidi je redukce hmotnosti obtiznym cilem, jeji udrzeni je mnohdy jesté
téz8i. Ve skuteCnosti jen velmi malo nechirurgickych 1é¢ebnych opatieni v ramci obezity
vede k udrzeni hmotnostniho ubytku. Dlouhodobé udrzeni vahy vyzaduje trvalé zmény
zivotniho stylu — zvySeni pohybové aktivity a zménu stravovacich navyka. Je tieba, aby
tyto zmény byly vyznamné, ale ne nezbytné radikalni nebo nedosazitelné, protoze se jedna
o planovani postupného, ale trvalého tbytku hmotnosti béhem nékolika let. NIH (The
National Institutes of Health) doporucil desetiprocentni tbytek hmotnosti jako cil pro

prvnich Sest mésicu (tzn. 0,25 — 0,5 kg za tyden) nédsledovany udrZzovanim hmotnosti nebo

dalSim snizovanim hmotnosti (pokud je to vyZzadovano), ale v mensi mife.

Jiz dlouho je zndmo, Ze neexistuje jedna univerzalni redukéni dieta pro vSechny.
Tento fakt byl dokdzan béhem nedavnych let ve studiich zabyvajicich se interakcemi genti
a stravy a vznikem nutrigenetiky. Cilem nutrigenetiky je doplnit k pfedepisované dieté i
urCity individualni podil upraveny podle genetickych odliSnosti kazdého jedince.
Nutrigenetické metody V klinické praxi analyzuji pfedevsim geny ucastnici se metabolizmu

a transportu nutrientdl, odstrafiovani toxinQi a ochrany pfed oxidaci. Podle konkrétnich
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vzori genetickych odlisnosti kazdého jedince mohou byt vytvofena individudlni
doporuceni na stravu a Gpravu zivotniho stylu tak, aby se doséhlo geneticky podminéného

specifického cile ve vyzive a fyzické aktivite.

Nutrigeneticka dieta pouzita v této studii nebyla navrzena pacientim jako reduk¢ni
dieta; ucelem bylo optimalizovat obsah nutrientd v dennim ptijmu stravy jednotlivce a to
na podklad¢ individualniho genetického profilu. Pokud jednotlivec snizuje télesnou
hmotnost pomoci béznych redukénich diet, mnozstvi potravy je redukovano a jednotlivé
nutrienty nedosahuji adekvatni davky. Nutrigenetika muize byt tedy nastrojem, ktery
pomuze docilit optimalniho obsahu nutrientd na individualni bazi. Krom¢ toho, pouziti
nutrigenetiky pfi vytvareni individuélnich dietnich programi vede ke zvyseni motivace a

compliance béhem dlouhodobych zmén v Zivotnim stylu.

4.1.1 Pozadavky na pacienty, analyza jednotlivych skupin a vysledky

Pacientim s historii neuspé$ného snizovani télesné hmotnosti byl nabidnut
nutrigeneticky screening 24 genetickych variant v 19 genech souvisejicich s
metabolizmem. 50 pacientl utvofilo nutrigenetickou skupinu a dale bylo vybrano 43
pacientl navstévujicich stejnou kliniku jako kontrolni skupina. Tito pacienti byli sparovani
podle urcitych charakteristik: veék, pohlavi, pocet navstév na klinice a vadhové-vySkovy
index (body mass index; BMI) pfi Givodni navstéveé. Skupina 43 pacientli nepodstoupila

nutrigeneticky test.

Postup studie spocival v periodické analyze zaznami pacientd, které¢ byly
anonymni, a bylo jim pfifazeno identifika¢ni ¢islo. Klinici, kteti 1é¢ili pacienty, nevédéli,

ktefi z nich jsou zahrnuti do studie.

A4.1.1.1 Strava a cvi¢eni

Vsichni pacienti dodrZovali tradi¢ni dietni program obsahujici stfedozemni stravu
s nizkym glykemickym indexem, doporucené pravidelné cviceni a navstévy na klinice.
Dietni program pacientii v nutrigenetické skupin€¢ byl modifikovan podle genetickych
vysledku kazdého jedince (viz Tabulka 2). AZ na modifikaci standardni diety a cvicebniho

programu byli pacienti léCeni stejnym zpiisobem.
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A4.1.1.2 Laboratorni méireni

V pravidelnych intervalech byly analyzovany hodnoty BMI a vysledky krevnich
testl podle zaznamul pacientli na klinice. Vzorek venozni krve byl odebiran rano po
no¢nim la¢néni. Pomoci enzymatického kitu se urcila hladina glukézy nalacno. Dale se
méfila hladina celkového cholesterolu v séru a hladina lipoproteinu o vysoké hustoté (high-
density lipoprotein; HDL) pomoci enzymatickych metod. Pro nutrigenetické testovani byl
pouzit specialni kit. Dale byly analyzovany vzorky bukalnich bunék a pacienti vypliovali

dotaznik o stravé a zivotnim stylu. Celkem bylo testovano 19 variant gent (viz Tabulka 1).

4.1.1.3 Vysledky studovanych skupin

Béhem prvnich 180 dni terapie byly vysledky obou skupin testovanych jedincii
velmi podobné. Ukazal se srovnatelny primérny ubytek hmotnosti asi na 90 % puvodni
hmotnosti (92,9 % u nutrigenetické skupiny a 88,9 % u skupiny srovnavaci).
Nutrigeneticky testovanad skupina méla tendenci k lepsi redukci BMI, ale v obdobi 100 —

300 dni se neprojevovaly vyznamné;jsi rozdily.

Po 300 dnech se vsak u jedincu z testované skupiny (73 %) objevil mnohem
znatelngj$i ubytek hmotnosti nez u jedinct ze skupiny kontrolni (32 %). Primérna redukce
BMI pak &inila 1,93 kg/m? (pokles o 5,6 %) u nutrigenetické skupiny a 0,86 kg/m? (pokles
0 2,2 %) u skupiny kontrolni (p < 0,023). Zlepsila se i hladina gluk6zy v krvi nala¢no: u

testované skupiny klesla primérné o 57 % plvodni hodnoty, u kontrolni pouze o 25 %.
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Tabulka 1: Geny a polymorfizmy testované v nutrigenetické skupiné pacientu.
(Arkadianos, 2007)

Gen pro: Symbol | Poly- Nemutovani | Hetero- | Homo- | HWE

morfizmus homozygoti | zygoti zygoti | p<
(wild type)

Angiotensin I konvertujici ACE INS/DEL 14,6% 48,8% 36,6% | 0,99

enzym

Apolipoprotein C-111 APOC3 | 3175C>G 73,3% 20,0% 6,7% 0,17

Cystathionin-beta-syntaza CBS 699C>T 53,5% 41,9% 4,7% 0,81

Cholesterylester transfer protein | CETP 279G>A 48,8% 39,5% 116% | 0,86

Kolagen, typ I, alfa 1 GSplT 58,1% 34,9% 7,0% 0,94

COL1A1

Glutathion S-transferaza M1 GSTM1 | delece (*) 52,0% 0,0% 48,0% | N/A

Glutathion S-transferaza pi GSTP1 | 313A>G 57,8% 33,3% 8,9% 0,68
341C>T 56,8% 34,1% 9,1% 1,00

Glutathion S-transferaza thétal | GSTT1 | delece (*) 86,0% 0,0% 14,0% | N/A

Interleukin 6 IL6 -174G>C 66,7% 33,3% 0,0% 0,37
-634G>C 86,0% 14,0% 0,0% 0,89

Lipoproteinova lipiza LPL 1595C>G 69,8% 27,9% 2,3% 1,00

5-methyltetrahydrofolat- MTRR 66A>G 19,0% 45,2% 35,7% | 0,90

homocystein-methyltransferaza

reduktaza

5,10-methylentetrahydrofolat MTHFR | 1298A>C 34,0% 48,9% 17,0% | 1,00

reduktéza 677C>T | 48,0% 440% | 80% |095

5-methyltetrahydrofolat- MTR 2756A>G 59,5% 33,3% 7,1% 0,86

homocystein methyltransferaza

Endotelidlni NO syntdza 3 NOS3 894G>T 44,2% 44,2% 116% | 1,00

Peroxizomalnim poliferatorem PPARG Pro12Ala 75,6% 15,6% 8,9% 0,02

aktivovany receptor gama

Mitochondrialni superoxid- SOD2 -28C>T 10,0% 54,0% 36,0% 0,57

dismutaza 2

Extracelularni superoxide- SOD3 760C>G 100,0% 0,0% 0,0% 1,00

dismutaza 3

Tumor nekrotizujici factor o TNFa -308G>A 71,1% 24,4% 4,4% 0,72

Vitamin D receptor VDR CTaglT 23,3% 46,5% 30,2% | 0,91
TBsmlC 23,3% 46,5% 30,2% | 0,91
T Fokl C 11,6% 58,1% 30,2% | 0,41

Cetnost genotypti ve studovanych skupinach a p-hodnoty pro Hardy-Weinbergtv princip (Hardy Wienberg
Equilibrium; HWE).

(*) rozbor pouze uréil piitomnost nebo nepiitomnost polymorfizmu, proto HWE test neni pouzitelny.
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Tabulka 2: Individualizovana doporuceni pro skupinu nutrigeneticky testovanych
pacientii mimo zakladni diety. (Arkadianos, 2007)

Interven¢ni skupina: % pacientu, ktefi
obdrZeli upravené
doporuceni

Polymorfizmus v MTHFR, MTRR, MTR nebo CBS: 98,6

Popis: Polymorfizmus v téchto genech ovliviiuje metabolizmus kyseliny listové a touto cestou ovliviyje i
hladinu homocysteinu v plazmé a také rovnovahu mezi methylaci DNA a syntézou nukleotidi.

Doporuceni: Ptidat dopln¢€k stravy obsahujici 800 pg kyseliny listové, 15 mg vitaminu Bg a 20 pg By,.

Polymorfizmus v GSTM1, GSTT1 nebo GSTP1: 76,1

Popis: U pacientd s delecemi v GSTM1, které ovliviiuji fazi II detoxikaéniho procesu, bylo prokazano, ze
kdyz zkonzumuji adekvatni mnozstvi zeleniny z Celedi brukvovitych, snizuji tyto delece hladinu DNA adukti
a zvySuji troven aktivity cirkulujici GSTA1. Pokud je u jednotlivct s deleci genit GSTM1 a/nebo GSTT1
konzumace brukvovité zeleniny vysoka, klesa riziko rakoviny plic az o 80%.

Doporuceni: Zajistit dietu obsahujici pravidelny piisun zeleniny z ¢eledi brukvovitych (Skrat tydné) a
Cesnekovitych (denné). Pokud je to nutné, Ize pfidat i brokolicovy ¢i ¢esnekovy extrakt.

Polymorfizmus v SOD2, SOD3, NOS3: 48,6

Popis: Superoxiddismutazy jsou vychytavaci volnych radikali a maji tak antioxidacni aktivitu, ktera mize
byt ovlivnéna genetickym polymorfizmem.

Doporuceni: Ptidat doplitky obsahujici antioxidanty - vitamin A (5,000 IU), vitamin C (250 mg) a vitamin E
(200 1V).

Polymorfizmus v VDR, COL1A1: 87,5

Popis: Nékolik studii prokazalo, Ze interakce gent a stravy hraje roli v udrzeni dobrého stavu kosti. Napft.
kofein zvySuje ztratu kostni hmoty, ale jen v pfitomnosti polymorfizmu VDR taqgl. Dalsi varianty tohoto
genu prokazuji interakci gentl a stravy vyzadujici zvyseny pfisun kalcia a vitaminu D.

Doporuceni: Nepit vice nez 2 Salky kavy denné€. Zvysit pfisun mléénych vyrobkl (jogurty, syry, nizkotucné
mléko). Pokud je tieba, l1ze ptidat jako doplngk stravy 800 IU vitaminu D a 1300 mg Kalcia.

Polymorfizmus v TNFa, 1L6, NOS3: 65,3

Popis: Variace v prozanétlivych genech TNFa a IL6 ovliviiuji zanétlivé procesy a jejich vliv mize byt
modulovan konzumaci rybiho tuku.

Doporuceni: Ptidat omega 3 mastné kyseliny (700 — 1400 mg). Zajistit tydenni pfijem rybiho tuku.

Polymorfizmus v CETP, LPL, APOC3: 79,2

Popis: Polymorfizmus v té&chto genech ovliviiuje metabolizmus a transport lipidd; v kombinaci s pfijmem
tukll ve stravé byl prokazan efekt na plazmatické koncentrace cholesterolu.

Doporuceni: Zéakladni nizkotucna strava je jiz s patficnymi limity doporu¢enymi pro tyto varianty, proto uz
dalsi specifické rady nejsou tieba. Pfedchozi rady se pouze zdirazni a doporuci se snizit pfijem mlécnych
vyrobki.

Polymorfizmus v ACE, PPARG: 80,6

Popis: V souvislosti s timto polymorfizmem interakce gent a stravy a genl a fyzické aktivity ovliviiuji
hladinu glukézy v krvi a hladinu inzulinu.

Doporuceni: Zakladni nizkoglykemicka dieta je jiz s patfiénymi limity doporucenymi pro tyto varianty, proto
uz dalsi specifické rady nejsou tfeba. Pfedchozi doporuceni se pouze zdtirazni. Dale je doporuceno specialni
cviceni pro tuto skupinu.
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4.1.2 Redukce télesné hmotnosti a strava ,,na miru“

Vysledkem nutrigenetické individualné ptizpisobené diety byla lepsi dlouhodoba
redukce BMI a lepsi hladina glukdzy v Krvi nalac¢no. Zajimavé je, ze snizovani hmotnosti
obou skupin béhem né¢kolika prvnich mésicti bylo prakticky stejné. Avsak po jednom roce
u kontrolni skupiny doslo v priméru k mirnému pfirastku télesné hmotnosti, zatimco u
nutrigenetické testované skupiny pokracoval ubytek hmotnosti, i kdyZ v mensi mife nez
VvV prvnich 90 dnech. To svéd¢i o lepsi compliance k redukénim programim u testované
nutrigenetické skupiny, kterd dosahla dlouhodobych zmén v Zivotnim stylu, coz vedlo
K udrzeni hmotnostniho tbytku a zlepSeni hladiny glukézy v krvi. VétSina subjekti
s porusenou glukozovou toleranci dosihla opét normalni hladiny glukozy v krvi, coz
pfedstavuje vyznamny zdravotni benefit. V této studii bylo zaznamendno, Ze pocet pre-
diabetickych subjektii v nutrigenetické skupiné (n = 30) byl vyrazné vétsi nez v kontrolni
skupiné (n = 16). U téchto jedinct v nutrigenetické skupiné bylo detekovano zlepsSeni
hladiny glukézy jako statisticky vyznamné, u jedinct z kontrolni skupiny nikoli. Celkové
byl vSak pokles hladiny glukézy v nutrigenetické skupiné o vice nez 20% vétsi nez ve
skuping¢ kontrolni (12,3 mg/dl vs. 10,1 mg/dl). V nutrigeneticky testované skupiné byl dale
pokles télesné hmotnosti po jednom roce mirny a ustdleny. Takovyto maly ubytek
hmotnosti spojeny se zdrav€j$im stravovanim a Zivotnim stylem muize vést k vyznamné
redukci rizika chorob spojenych s nadvahou jako je diabetes, kardiovaskularni choroby a

metabolicky syndrom.

Nutrigenetické testy pouzité v této studii piesné urcuji genetické odlisnosti v 19
genech v 7 nutri¢nich intervenénich skupinach. Tento test nebyl specificky vyvinut jako
nastroj pro sledovani hmotnosti, ale jako prostfedek pro optimalizaci a poskytnuti

individualizované podpory zdravych stravovacich navykd.

Jednotlivé skupiny polymorfizmt byly vybrany podle dokumentované evidence
interakci mezi geny a stravou, kde zmény ve stravovani nebo v pohybové aktivité
modifikuji efekt téchto polymorfizmut. VSem pacientim v nutrigeneticky testované skupiné
byla pfedepsdna dietni Gprava alespon v jedné hlavni nutri¢ni interven¢ni skupiné a dale
obdrzeli specificka doporuceni jesté ve Ctyfech ¢i vice dalSich skupinach (viz Tabulka 2).
Celkové byla v nutrigeneticky testované skupiné znacnd rozmanitost v souborech

doporuceni pro jednotlivé pacienty.
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Rozdily v dlouhodobych vysledcich mezi obéma sledovanymi skupinami
podminuji fakt, ze pouziti nutrigenetiky ve smyslu individualizace vyzivy by mohlo byt
novym uzitenym nastrojem pro dosazeni ubytku a nésledné udrzeni télesné hmotnosti.
UdrZeni ubytku télesné hmotnosti je obzvlast¢ vyznamné u téch pacientl, kteti vyhledali
odbornou pomoc po ptredchozim neuspé$ném pokusu o snizeni télesné hmotnosti bez

odborného zasahu.

Zahrnuti genetickych, individualizovanych slozek do redukéniho programu zlepsilo
motivaci a compliance pacienti, ale je také zfejmé, ze individualizovana strava je
vhodnéjsi proto, ze optimalizuje obsah makro- a mikronutrientd pro jednotlivce béhem

obdobi, kdy je celkovy piijem potravy snizen a vydej energie zvysSen.

V této studii je vSak i n€kolik omezeni. Data by mohla byt ovlivnéna odliSnosti
v urovni compliance mezi skupinami. Vzhledem Kk tomu, ze v této studii neni zadna
placebo skupina, neni mozné posoudit fyziologické zlepSeni diky specifickému nutri¢nimu
doporuceni cilenému na genotyp pacienta. Dalsi limitaci je, ze do studie jsou zahrnuti
pouze bélosi z Recka, ktefi méli problémy s predchozim sniZovanim télesné hmotnosti.
Proto nemusi byt vysledky bezpodminecné reprezentativni pro jiné skupiny a ani pro osoby

jiného etnického ¢i kulturniho ptivodu nebo s jinymi klinickymi charakteristikami.

A konec¢né 1 velikost vzorku, obzvlasté pro porovnani zmen hladin glukézy, nebyla
dostatecné velka. I kdyZ v testované skupiné byl efekt velikosti vzorku vétsi nez
v kontrolni skupin¢ (smeérodatna odchylka 0,81 vs. 0,66) a vyznamné vys§i procento
nutrigeneticky testovanych nez netestovanych snizilo hladinu glukézy pod 100 mg/dl.
TudiZz mensi velikost vzorku v netestované skupiné sama o sob&é nevysvétluje rozdil mezi

skupinou testovanou a netestovanou.

Pacientlim v této studii byla pfedlozena zakladni dieta, ktera se skladala z vyvazené
stravy s nizkym glykemickym indexem a byla upravena podle potieb testovanych pacientd.
Existuje pfemira rtiznych typt nizkokalorickych diet dostupnych pro pacienty, kteti chtéji
zhubnout. Takové diety obsahuji velmi rozdilné trovné rtiznych makronutrientd. Ackoli
nutrigenetika neni jeSté¢ takovym nastrojem, aby urcovala, ktery typ diety povede
K nejvétsimu hmotnostnimu ubytku pro urcitého jednotlivce, je to oblast aktivniho
vyzkumu. Data z této studie ukazuji, ze pouziti nutrigenetiky ke zlepSeni a optimalizaci

zdravé, vyvazené stravy v klinické praxi by mohlo efektivné pomoci v dlouhodobych
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zménach v zivotnim stylu, které by vedly k udrzeni hmotnostniho ubytku. (Arkadianos,
2007)

4.2 Exprese dvou prozanétlivych gent (RIPK3 a RNF216)
v mononuklearnich bunkach je spojena se

znovunabytim ztracené vahy u obéznich subjekt

Obezita je multifaktoridlni onemocnéni vedouci k fad¢ chorob, jejichz prevalence
celosvétové vzristd. Soucasné redukéni metody jsou vétSinou zaloZeny na zménach
stravovani a zvySeni fyzické aktivity, coz ovSem Casto pfinasi jen kratkodobé vysledky. Ve
skute¢nosti, vahové vykyvy a relapsy jsou béznymi prvky po 1é€bé obezity redukcnimi
metodami. Selhdni v udrzeni vahového ubytku by mohlo byt casteéné vysvétleno

genetickymi faktory nebo interakci mezi geny a prostfedim.

V poslednich letech je vyuZivano inovativnich vyzkumnych strategii k pochopeni
molekularnich mechanizmt uplatiujicich se v ukladani tukové hmoty a v regulacich
snizujicich vahu. V tomto smyslu se na poli nutrigenomiky studuji vztahy mezi vyzivou a
odpovédi gendl na molekularni Girovni a zkouma se tak odpovéd’ na nutri¢ni terapii obezity
a metody kontrolovani hmotnosti. Tato oblast molekularni nutrigenomiky vlastné
poskytuje biomarkery poukazujici na rizikové faktory onemocnéni spojenych s vyzivou
jako je na priklad jiZ zminéna obezita.

Aby bylo mozné identifikovat nutrigenomické cile spojené s obezitou a
perzonifikovat dietni 1é¢bu, byly porovnany zmény v genové expresi pied aplikaci
nizkokalorické diety a po ni. Tento vyzkum ukézal down-regulaci v genech souvisejicich
s TNFa/NFkB signalni drahou po dietni terapii obezity, coz dava do souvislosti obezitu Se
zanétlivym procesem. Pro nasledny vyzkum byly vybrany geny pro serin-threonin kinazu 3
interagujici s receptorem (receptor-interacting serinethreonine kinase 3; RIPK3; GenelD:
11035) a RNF216 (ring finger protein 216, GenelD: 54476). Oba tyto geny totiz vykazuji
nejsiln€j$i pokles na urovni mRNA v perifernich krevnich mononukledrnich builkach

(peripheral blood mononuclear cells; PBMC) po 1é¢bé reduk¢ni dietou.

RIPK3 patii do rodiny proteind interagujicich s receptorem a ucastni se aktivace
transkripcniho faktoru NFkB (nuclear factor «B), zatimco gen RNF216 koduje
cytoplasmaticky protein, ktery specificky interaguje s RIPK3. Takze oba geny jsou
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soucasti signalniho komplexu receptoru-l pro tumor nekrotizujici faktor (tumor necrosis
factor; TNF) a spole¢né¢ se UucCastni aktivace NFkB, ktery hraje vyznamnou roli
V zanétlivém procesu, autoimunitni odpovédi, pii bunééném dé€leni a apoptdze a nejspis se

podili 1 na kontrole té€lesné hmotnosti.

Vétsina studii zkoumajicich genovou expresi u lidské obezity je zaméfena na
vzorky tukové tkané. AvSak nutrigenomické studie jasn€ upozoriiuji na nedostatek dat,
protoze je obtizné ziskavat bioptické vzorky od kazdého dobrovolnika ze studie kvuli
invazivni metod¢ ziskavani vzorkt. Tudiz lidska krev je nejsndze dostupnym zdrojem

RNA pro zkoumani znakd genové exprese ve vztahu k individualizované 1é¢bé obezity.

Vlivu cyklovani hmotnosti na profil genové exprese v perifernich mononuklearnich
bunikach nebyla zatim také vénovana dostatecna pozornost. Proto by analyza transkriptomu
genu Vv perifernich mononuklearnich bunikach mohla byt slibnym pfistupem
k individualizované 1é¢bé obezity. Cilem této studie bylo tedy analyzovat zmény v genové
expresi geniit RIPK3 a RNF216 v perifernich mononuklearnich buikach u obéznich
pacientti, ktefi podstoupili nizkokalorickou dietu (low-calorie diet; LCD) a b&hem
nasledujicich Sesti mésici byla sledovana jejich télesna hmotnost s dirazem na

prepokladany individualizovany nutrigenomicky pfistup.

4.2.1 Hodnoceni vybranych pacientii

Z 84 obéznich subjektd bylo vybrano 6 muzi a 6 Zen a byly rozdéleny podle
znovuziskani hmotnostniho ubytku po Sesti mésicich po absolvovani osmimési¢ni LCD na
dvé skupiny (BMI 32,3 £ 5,5 kg/m3, vek 37,7 £ 7,1 let). Uroveit mRNA genl RIPK3 a
RNF216 v PBMC byla hodnocena pomoci qRT-PCR ve tfech ¢asovych intervalech (tyden
0, 8, 32).

4.2.2 Zmény antropometrickych a klinickych parametri

Nizkokalorickd 1écba byla spojena s redukci télesné hmotnosti a soucasné 1 se
zaznamenatelnym poklesem tukové hmoty u vSech dobrovolnikt (viz Tabulka 3). Tento
zeStihlujici proces byl doprovazen i poklesem celkového cholesterolu v plazmé a poklesem

systolického krevniho tlaku, avsak hladina triglyceridd, glukézy a inzulinu se prakticky
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nezménila a nedoslo ani k poklesu diastolického tlaku krve, ani inzulinové rezistence

(Homeostatic model assessment for insulin resistence; HOMA-IR).

Tabulka 3: Zmény v antropometrickych a Kklinickych parametrech u vybranych

subjekti (n = 12), které podstoupily nizkokalorickou dietu, aby sniZily svoji télesnou

hmotnost. (Goyenechea, 2009)

Parametr Méi‘ené hodnoty (n = 12)
Na zadatku Po 8 tydnech p-hodnoty

T¢lesna hmotnost (kg) 89,3 (73,2-105,4) | 83,1 (69,3-96,9) | <0,001
BMI (kg/m°) 31,5(27,6-35,4) | 30,5 (28,3-32,7) | <0,001
Tukova hmota (%) 34,9 (20,8-49,0) | 32,1 (19,9-44,3) | <0,001
Gluké6za (mmol/l) 5,1(4,3-5,9) 5,0 (4,7-5,3) 0,753
Inzulin (U/ml) 9,8 (7,5-12,1) 9,5 (8,3-10,7) 0,158
HOMA-IR 2,0 (0,9-3,1) 1,9 (0,7-2,1) 0,192
Systolicky krevni tlak (mm Hg) | 125 (109-141) 110 (90-130) 0,017
Diastolicky krevni tlak (mm Hg) | 71 (60-82) 69 (57-81) 0,184
Cholesterol (mmol/l) 5,2 (4,0-6,4) 4,9 (3,3-6,5) 0,010
Triglyceridy (mmol/l) 1,07 (0,44-1,70) | 1,03 (0,46-1,60) | 0,954

Data jsou vyjadiena jako medidn a interkvartilové rozpéti (IQR), p-hodnota je ziskéna
Wilcoxonovym testem pro sloucené pary.

HOMA-IR = Homeostatic model assessment for insulin resistence — homeostaticky model
inzulinové rezistence.

Subjekty byly déle rozd€leny podle znovuziskani pfedchoziho vdhového ubytku do
dvou skupin; 6 subjektl ptibralo o vice nez 10% ptivodniho ubytku (WRS = weight-regain
subjects; subjekty, které zvysily hmotnost) a 6 subjektl ziskalo méne nez 10% piivodniho
hmotnostniho ubytku (WMS = weight-maintenance subjects; subjekty, které si hmotnost
udrzely). Tyto skupiny byly sparovany dle danych kriterii (BMI, pohlavi, vé&k).
Znovunabyti ztracené vahy je pfisuzovano opétovnému vzristu tukové hmoty (Vviz

Tabulka 4).
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Tabulka 4: Fenotypické charakteristiky pred aplikaci nutri¢ni 1é¢by (tyden 0) a po ni

(tyden 8) a 0 6 mésict pozdéji (tyden 32). (Goynechea, 2009)

WRS (n = 6) WMS (n =6) p-hodnota
Télesna hmotnost (kg)
Den 0 89,3 (74,3-104,3) 89,1 (76,8-101,0) | 0,737
Den 56 83,8 (70,7-96,6) 82,9 (71,3-94,5) 0,738
Tyden 32 86,5 (70,8-102,2) 80,0 (67,3-92,7) 0,013
BMI (kg/m?)
Den 0 31,5 (28,3-34,7) 31,2 (28,3-34,1) 0,523
Den 56 30,9 (28,1-33,7) 30,3 (28,4-32,2) 0,081
Tyden 32 32,0 (29,4-34,6) 29,5 (26,4-32,6) <0,001
Tukova hmota (%)
Den 0 35,1 (22,0-48,2) 34,4 (22,2-46,6) 0,778
Den 56 32,8 (21,8-43,8) 32,2 (20,4-44,0) 0,763
Tyden 32 34,8 (21,0-48,6) 32,0 (21,5-42,5) <0,001
HOMA-IR
Den 0 2,2 (1,2-3,2) 2,0(1,1-2,9) 0,435
Den 56 2,1(1,0-3,2) 2,1(1,1-3,1) 0,679
Tyden 32 2,1(0,6-3,6) 2,0(0,8-3,2) 0,449
Cholesterol (mmol/l)
Den 0 54 (4,1-6,7) 4,9 (3,8-6,0) 0,157
Den 56 5,5 (4,2-6,8) 4,6 (3,2-5,6) 0,330
Tyden 32 5,6 (4,4-6,8) 4,4 (3,3-5,5) 0,247
Triglyceridy (mmol/l)
Den 0 1,1 (0,6-1,6) 1,1 (0,5-1,7) 0,976
Den 56 1,2 (0,5-1,9) 1,1 (0,4-1,8) 0,987
Tyden 32 1,1 (0,7-1,5) 1,2 (0,7-1,7) 0,506

Data jsou vyjadiena jako median a interkvartilové rozpéti (IQR), p-hodnota byla odhadnuta
pomoci Mann-Whitney U testu.

BMI = Body mass index — vahové-vyskovy index;

HOMA-IR = Homeostatic model assessment for insulin resistence — homeostaticky model
inzulinové rezistence;

WMS = weight-maintenance subjects - subjekty, které si hmotnost udrzely;

WRS = weight-regain subjects - subjekty, které zvysily hmotnost.

Vsechny subjekty snizily vyznamné svoji hmotnost (- 5,8 — 2,3 %, p < 0,001) a
byly seskupeni podle Gspesnosti udrzeni vahového ubytku (znovunabyti ubytku do 10 % a
nad 10 %). Na pocatku (tyden 0) nebyly mezi skupinami pozorovany v hladiné mRNA
zadné rozdily (p > 0,05). Na konci obdobi aplikace nizkokalorické diety (tyden 8) vSak
analyza odhalila, ze pomoci vys§i hladiny mRNA geni RIPK3 a RNF216 v PBMC je
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mozné detekovat ty jedince, ktefi jsou ndchylngjsi ke znovuziskdni hmotnostniho ubytku 6

meésicl po nutri¢ni intervenci (p < 0,05).

4.2.3 Vliv genii RIPK3 a RNF216 na télesnou hmotnost

Zkoumani mechanizmi, které se tykaji udrzovani télesné hmotnosti po jejim
snizeni pomoci nizkoenergetické diety, je hlavnim namétem mnoha studii. Nékteré
soucasné strategie k dosazeni udrzeni vahy jsou zaloZeny na srovnavani genetické vybavy
a potencialnich interakci s pfijmem potravy. Nicméné, jen n€kolik vyzkumnych tymu

zhodnotilo predpokladanou roli nutrigenomiky na regulaci a cyklovani télesné hmotnosti.

Studované geny (RIPK3 a RNF216) byly vybrany z microarray analyzy v PBMC
vykonané diive v laboratofi. Microarray analyza ukdzala odliSnou expresi obou gent po
nizkokalorické dieté. Kvili tomuto faktu a zapojeni obou genti v aktivaci NFkB a jejich
mozné roli v energetické homeostaze a zanétlivém procesu, byly tyto geny vybrany, aby

byl analyzovén jejich vliv na udrzeni hmotnosti po nutri¢ni terapii obezity.

V tomto smyslu, bylo hlavnim cilem tohoto experimentalniho pokusu analyzovat
zmény v expresi genit RIPK3 a RNF216 v PBMC u obéznich pacientli, ktefi byli
podrobeni nizkokalorické diet¢ a sledovani béhem néasledujici Sestimésicni kontrolni
periody. Zmény v hmotnosti béhem udrzovaci periody ukazaly Sirokou rozmanitost, ktera
muze byt jednou z pficin absence spojeni mezi touto rozdilnosti a Grovni genové exprese.
Aby se vyloucila tato heterogenita zmén télesné hmotnosti, konkrétné téch bé&hem
udrzovaci periody, byly brany v tvahu pouze subjekty, které ziskaly zpét maximalné 10%
puvodni télesné hmotnosti. Ty byly poté kategorizovany do dvou odlisnych skupin (WMS
a WRS) podle velkych nebo malych zmén hmotnosti béhem Sestimésicni udrzovaci
periody. Nejprve byl analyzovan vliv udrzeni télesné hmotnosti u antropometrickych
proménlivych faktorti. Zde nebyly odhaleny zadné zmény pted zahajenim a po ukonceni
aplikace nizkokalorické diety. AvSak jak bylo ocekavano podle kategorizacnich kritérii,
WMS subjekty ukéazaly niz$i hodnoty antropometrickych a télesnych proménnych Sest

meésicli po ukonceni nutriéni intervence.

Ve vztahu k trovni genové exprese ukazal tento vyzkum moznost uréit odliSnosti

Vv regulaci t€lesné hmotnosti pomoci profilovani genové exprese v krevnich buiikéach.
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Toto zjiSténi je obzvlasté vyznamné pro oblast nutrigenomiky, protoze krev je
nejsnadnéji dostupnd tkan pro genové profilovani v lidskych interven¢nich studiich.
V zékladni hladiné obou gent nebyly pozorovany zadné rozdily, ale po nutricni 1é¢bé
WMS subjekty ukdzaly niz$i transkripni uroven obou gent. Ve skuteCnosti, béhem

hubnuti mRNA hladina obou genti u WMS klesala, zatimco u WRS prodélavala vzestup.

O moznych diivodech propojeni mezi hladinou mRNA obou gent a znovuziskanim
hmotnosti mizeme pouze spekulovat. Kédované proteiny obou genti se pievazné vyskytuji
V cytoplazmé a tvofi komponentu komplexu signalniho I-receptoru pro TNF, ktery mtze
spustit apoptozu a aktivovat NFxB transkripéni faktor. Diky roli v aktivaci jadernych
transkripcnich faktori by mohly tyto geny ovliviiovat rozdilné metabolické drahy spojené
S obezitou a fizenim télesné hmotnosti a UcCastnit se zanétlivého procesu a apoptdzy mezi
ostatnimi procesy. Ve skutecnosti bylo jiz dfive popsdno, Ze transkripéni faktor NF«kB
zprostiedkujici zanét by mohl byt jednim z klicovych mechanizmt podilejicich se na
vzniku a progresi obezity. Kromé toho bylo jiz diive publikovdno, Ze transkripce
prozanétlivych genti regulovanych NFkB v PBMC je pfi obezité zvySend a uvazovalo se

také o uloze téchto geni v regulaci télesné hmotnosti.

Tato studie dale ukazala silné propojeni mezi obéma geny béhem celé periody
zkouseni a svédci tak o spole¢né ucasti na fizeni te€lesné hmotnosti u obéznich subjektt.
Vztah mezi regulaci télesné hmotnosti a profilem genové exprese genli RIPK3 a RNF216
vV PBMC u obéznich subjektli dfive nebyl zvazovan. Proto tato zjiSténi poskytuji novy
pohled na aplikaci neinvazivni techniky pro hodnoceni terapie obezity zaloZené na

nutrigenomickych ptistupech.

Na druhé stran€ jednim z limitujicich faktor soucasné intervenc¢ni studie by mohla
byt velikost vzorku. AvSak je to srovnatelné sjinymi interven¢nimi studiemi, které

analyzuji troven genové exprese v PBMC.

Tato studie tedy svéd¢i o tom, Zze exprese gent RIPK3 a RNF216 v PBMC u
obéznich subjektii je ovlivilovana kalorickou redukci a demonstruje, Ze po skonceni
nutriéni intervence ti obézni jedinci, ktefi pozd&ji znovu ziskaji vétsi télesnou hmotnost
Sest mésictl po hubnouci periodé, vykazuji vyssi hladinu mRNA obou genti. Proto genova
exprese téchto geni v PBMC by mohla identifikovat obézni jedince, ktefi po tvodni

uspésné intervenci a snizeni télesné hmotnosti znovu zvysi télesnou hmotnost.
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Transkripéni Groven téchto gend by mohla slouzit jako nutrigenomicky biomarker pro

hodnoceni vysledku 1éEby obezity. (Goyenechea, 2009)
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5 Nutrigenomika, nutrigenetika a rizikove faktory

kardiovaskularniho onemocnéni

5.1 Genetické interakce s potravou ovlivnuji

kardiovaskularni choroby

5.1.1 Prevence kardiovaskularnich onemocnéni podle genotypu jedince

Po mnoho let nam fada epidemiologickych a intervencnich studii umoziovala
charakterizovat faktory spojené se vzriistajicim rizikem kardiovaskularnich chorob. Nyni
mame uznavané védecké smérnice a modely odhadujici riziko, coZ nam dovoluje urcovat,
koho se riziko tyka, pro¢ a co miizeme délat, abychom riziko minimalizovali. Samoziejmé
ne vSechny rizikové faktory kardiovaskularnich chorob jsou ovlivnitelné. VEk, pohlavi a
genotyp ovlivnit nemiizeme, zatimco koufeni, pfijem alkoholu, fyzickou aktivitu, slozeni
stravy a dalsi rizikové faktory, jako hypertenzi, lipidovy profil, porusenou glukézovou
toleranci a nadvahu ¢i obezitu ovlivnit miizeme, a to zménou zivotniho stylu nebo
farmaceutickou intervenci. Cilem sniZovani kardiovaskuldrniho rizika je zvysit Zivotni
urovenl a dosdhnout zdravi i v co nejvyS$im véku a vyhnout se tak negativnim nasledkiim

ischemické choroby srde¢ni, mozkové piihody a periferniho poskozeni cév.

Vyznamnou a v soucasnosti se rozvijejici oblasti vyzkumu vzniku a rozvoje
kardiovaskularnich chorob je to, jak rlizné genetické variace interaguji s faktory prostiedi,
zejména s piijatou potravou, a ovliviiyji tak celkové kardiovaskularni riziko. Interakce
mezi geny a prostfedim je nedilnou soucasti evoluce a zahrnuje také interakci mezi
podskupinou gent a stravou, jejimz vysledkem je adaptace specifickych nutrientd. Avsak
strava se za poslednich 200 let velmi zménila — pfili§ rychle na to, aby mohla byt
doprovazena srovnatelnou vyvojovou adaptaci — a tato disbalance vyustila ve spojitosti
mezi urcitymi genetickymi polymorfizmy a stravou a zvySenym kardiovaskularnim

rizikem.

S dostatecnymi  informacemi o interakci mezi specifickymi genetickymi
polymorfizmy a stravou a kardiovaskularnim rizikem by bylo mozné jedinci doporucit

stravu podle vlastniho genotypu.
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5.1.2 Vliv genetického polymorfizmu apolipoproteinu A-I a pFijmu

polynenasycenych mastnych kyselin na HDL

Apolipoprotein (apo) A-I je klicovou komponentou HDL. HDL je produkovan jatry
a stfevem a je zodpovédny za transport cholesterolu z perifernich tkani zpét do jater, kde
podléha fadé komplexnich reakci spolu s ostatnimi lipidy, enzymy, transportnimi proteiny
a receptory. Jak apo A-I, tak i HDL byly identifikovany jako protektivni kardiovaskularni
faktory.

Genovy kod apo A-I, APOAI, ktery se nachdzi na dlouhém raménku chromozému
11, je vysoce polymorfni. Specificky SNP v jeho promotorové oblasti, znamy jako APOAL
— 75G—A, byl znatn¢ studovan ve vztahu ke koncentraci apo A-I a HDL, ale vysledky
nebyly shodné. Metaanalyza zahrnujici nékteré tyto studie dosla k zavéru, ze méné obvykla
alela A by mohla souviset s mirné zvysenou (= 0,05 mg/dl) koncentraci apo A-I. Otazkou
je, zda by tyto rozporuplnosti ve studiich mohly byt vysledkem interakci s nutri¢nimi

faktory, které¢ ovliviuji efekt tohoto genetického polymorfizmu.

Jednim ze zplsobi, jak muze strava ovlivnit expresi genu APOAL je piijem
esencialnich mastnych kyselin, ®-3 a ®-6 polynenasycenych mastnych kyselin
(polyunsaturated fatty acids; PUFA). Studie na zvitatech ukazuji, Ze ptijem PUFA mize
modulovat genovou expresi nékolika enzymi tc¢astnicich se lipidového a sacharidového
metabolizmu. Ve studii, ktera zahrnovala 50 muzu a zen, se jedinci stravovali potravou
bohatou bud’ na nasycené tuky, mononenasycené tuky nebo PUFA. SniZeni koncentrace
LDL spojené s pfijmem PUFA, na rozdil od pfijmu potravy bohaté na nasycené tuky, bylo
mnohem vyrazn€j$i u Zen se vzacnéjsi alelou A nez u Zen s homozygotnim genotypem pro

alelu G. Tento jev nebyl tak patrny u muzu.

Jina studie, ktera zkoumala 755 muzu a 822 Zen, odhalila zietelnou interakci
tykajici se hladiny HDL, a to mezi genotypem APOAI a pfijmem PUFA. V této studii byly
subjekty rozdéleny do 3 skupin podle piijmu PUFA: nizky (< 4 % energetického piijmu),
sttedni (4 — 8 % energetického pfijmu) a vysoky (> 8 % energetického piijmu). U Zen,
nositelek alely A zieteln¢ vzrostla hladina HDL pii vysokém piijmu PUFA. Opacny efekt
byl pozorovan u zen s homozygotnim genotypem pro alelu G (koncentrace HDL klesala
pfi vysokém piijmu PUFA). Pfijem PUFA u muzu takovy vliv na koncentraci HDL, ani na

apoA-I nemél.
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To znamend, Ze pokud je piijjem PUFA mensi nez 4 % energetického piijmu, zeny
s homozygotnim genotypem pro alelu G maji ptiblizn€¢ o 14 % vyssi hladinu HDL nez
nositelky alely A. Pokud je ptijem PUFA vyssi nez 8 % energetického piijmu, bude hladina
HDL u nositelek alely A o 13 % vyssi nez u Zen s genotypem G/G. Tento fakt zvySuje
moznost poskytnuti individualniho nutricniho doporuceni zalozeného na genotypu: Zeny
s alelou A by mély zvysit ptijem PUFA, aby zvysily koncentraci HDL a snizily tak riziko

kardiovaskularniho onemocnéni, zatimco zeny s G/G by mé¢ly obdrzet doporuéeni opacéné.

5.1.3 Polymorfizmus genu pro PPAR

Receptory aktivované peroxizomovymi proliferatory (peroxisome proliferator-
activated receptor; PPAR) jsou ¢leny rodiny supergent pro nuklearni receptory a hraji
jednu z kli¢ovych roli v oxidaci mastnych kyselin a v extracelularnim metabolizmu lipidu.
PPAR receptory spojuji mastné kyseliny a metabolity mastnych kyselin a reguluji expresi
gentl, které se ucastni jejich transportu a metabolizmu. Cleny rodiny pro PPAR aktivuji

okolo 300 genil.

Gen pro PPAR-a ma polymorfizmus v kodéonu 162 (PPARA Leul62Val), coz je
spojeno se zménami v koncentracich celkového cholesterolu, LDL a apo B. Pii analyze
1128 muzh a 1244 Zen ve Framinghamské studii byla pfitomnost mén¢ Casté alely V162 u
muzil spojena se zfetelné vyssi sérovou koncentraci celkového cholesterolu, LDL, apo B a
apo C-III nez u muzu s alelou L162, a to i po pfizpusobeni véku, BMI, koufeni a uzivani 3-

blokatorti nebo diuretik. U Zen byl pozorovan obdobny trend, ale byl mén¢ vyrazny.

Tento fakt nastoluje otazku, zda existuje souvislost mezi timto polymorfizmem a
pfijmem PUFA. Dalsi vyzkum 2106 muzi a Zen ztéto studie ukazal, Ze pro osoby
sbéznou alelou L162 mél zvySeny piijem PUFA jen maly efekt na koncentraci
triacylglyceroli nalacno. U osob smén¢ castou alelou V162 vSak koncentrace
triacylglyceroll nala¢no se zvySenym piijmem PUFA zna¢né poklesla.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze piijem PUFA souvisi tedy se dvéma polymorfizmy
(APOA1 - 75G—A a PPARA Leul62Vval). Tyto interakce ovliviiuji riziko
kardiovaskularniho onemocnéni prostiednictvim ptisobeni na dva rizikové faktory — HDL a
triacylglycerol, coz komplikuje pokusy poskytnout nutriéni doporuceni zalozené na

genotypu. Napf. u jedince, ktery je homozygotem jak pro APOAL — 75G, tak pro PPARA
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L162, zvySeny piijem PUFA snizi hladinu HDL, ale neovlivni koncentraci
triacylglycerolu. Tudiz celkovy efekt znamend zvySené riziko kardiovaskularniho
onemocnéni, proto je pacientovi doporuceno konzumovat méné PUFA. Osobam s alelou
APOAl — 75T a homozygotnim genotypem pro PPARA V162 by meélo byt naopak
doporuceno piijem PUFA zvysit. Pro ostatni kombinace genotypu jsou zatim dikazy
nedostacujici k tomu, aby bylo vytvofeno jednozna¢né doporuceni, zda piijem PUFA
zvysit Ci snizit. Je tieba jesté dal$i vyzkum k tomu, aby se 1épe porozumélo realnéjsi
situaci, ve které se zohledni interakce nejen mezi vicero geny, ale i mezi faktory vnéjsiho

prostiedi.

5.1.4 Rozdilny efekt ®»-6 a ®-3 polynenasycenych mastnych kyselin

Doposud byly PUFA povazovany za jeden faktor. V soucasnosti se vSak analyzuji
jednotlivé rodiny -6 a ®-3 PUFA zvlast. Rodina -3 PUFA se ve velkém mnozstvi
nachdzi v moiskych rybach, zatimco oleje na vafeni, pomazdnky a skryté tuky jsou
vétSinou zdrojem -6 PUFA. Tyto dvé rodiny PUFA jsou soucasti metabolického systému,
ktery se vyvijel mnoho miliont let a pfizptisobil se ur¢itému preferovanému pomeéru -6 a
-3 PUFA. Z riiznych divodi se predpoklada, ze tento pomér je v dnesni stravé naruSen a

ve stravé prevazuji vétSinou o-6 PUFA.

Pfijem ®-6 PUFA také interaguje s polymorfizmem PPARA Leul62Val. U osob
s méné Castou alelou V162 je zvySeny piijem -6 PUFA spojen se zfetelnym poklesem
koncentrace triacylglycerolu, u nositeld alely L162 nikoli. Jiny pfipad nastane, jestlize
uvazujeme piijem ®-3 PUFA. Pfi vy$$im piijmu ®-3 PUFA se u nositelt alely L162 i V162

vyskytuje prospeésny pokles koncentrace triacylglycerolu.

5.1.5 Rozdilny efekt m-6 a ®-3 polynenasycenych mastnych kyselin na
S-lipoxygenazu

Interakce mezi genotypem a piijmem PUFA neni limitovan lipidovym

metabolizmem. 5-Lipoxygenaza je klicovym enzymem v produkci leukotrient z kyseliny

arachidonové. Nedavna studie Dwyera a kol. (Dwyer, 2004) odhalila vztah mezi

polymorfizmem v promotorové oblasti genu pro 5-lipoxygenazu a silou tuniky intimy a
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médie karotidy u 470 zdravych Zen a muzi ve stfednim véku z losangeleské studie (Los

Angeles Atherosclerosis Study).

V této studii variace genotypu pro 5-lipoxygenazu bez bézné alely byla nalezena u
6,0 % subjektd. Sila tuniky intimy a médie karotidy byla vyznamné vyss$i u nositelt dvou
variant alely, kdyz se zohlednil vek, pohlavi, vyska a etnicka skupina. Pozitivni souvislost
mezi pfijmem arachidonové kyseliny a zesilenim stény karotidy byla patrnd u nositelti
dvou variant alel, ale nikoli u nositelti bézné alely. Tato souvislost byla otupena vys§im

pfijmem ®-3 PUFA ve stravé.

Toto je tudiz dalsi ptfiklad, kdy pifijem PUFA interaguje s genetickym
polymorfizmem enzymu zac¢lenéného do procesu vzniku kardiovaskularniho onemocnéni.
Tento diikkaz vede ke zvySovéni role genetického testovani, na jehoz zdkladé¢ muiZze byt
vytvotfeno individudlni nutricni doporuceni s cilem snizit riziko kardiovaskularniho

onemocnéni. (Ordovas, 2006)

5.2 Kombinace mnohoéetnych genetickych rizikovych

faktoru je spojena s aterosklerézou karotidy

V zemich, které se ptizpusobily zapadu, umird velky pocet pacientd s diabetem
druhého typu na kardiovaskularni choroby, a to hlavné kviili pokrocilé ateroskleroze.
Ackoli riziko kardiovaskularnich onemocnéni roste s pfibyvajicim poctem obecnych
rizikovych faktori jako diabetes, hypertenze a dyslipidémie, nemohou tyto faktory
zahrnovat celkové riziko kardiovaskularnich onemocnéni. Jelikoz je ateroskleroza
komplexem multifaktorialnich a polygennich poruch, uvazuje se o tom, Ze je vysledkem
interakci mezi genetickymi rizikovymi faktory jedince a rozliénymi faktory vnéjSiho
prostiedi. Aby se identifikovaly vnimavé geny, byly provedeny Sirokospektry scanning
SNP a analyza kandidatskych genti. Vysledkem je identifikace rtiznych kandidatskych
gent a lokusu predstavujiciho predispozici ke kardiovaskularnim onemocnénim. 1 kdyz je
mozné, ze nekteré z polymorfizmu téchto vnimavych gent jsou spole¢né odpovédné za
pokrocilou aterosklerozu, nékolik studii uvedlo spise zapojeni kombinace potencionalné

vnimavych gent do vzniku kardiovaskularnich onemocnéni.

34



5.2.1 Meéreni IMT a vybér mérenych subjekti

U japonskych pacientii s diabetem druhého typu (n = 690; stari > 50 let) byla
pomoci ultrasonografické metody meétena sila tuniky intimy a médie karotidy (intima-
media thickness; IMT), coz muze byt povazovano za surogat koncového bodu
kardiovaskularnich piihod. Zaroven se urcoval jejich genotyp vztahujici se k 106 SNP
v kandidatskych genech, které pfispivaji ke vzniku kardiovaskularnich onemocnéni,
diabetu a vaskularnich komplikaci diabetu. Mezi témito 106 SNP bylo vybrano 40 béznych
SNP (s frekvenci minoritni alely > 10 %). Nakonec se porovnavala primérna hodnota IMT

u subjektd s parem a bez paru Ctyt genotypt vybranych ze 40 béznych SNP.

5.2.2 Statisticky vyznamné kombinace SNP

Kombinace genotypu MTHFR 677 TT a lymfotoxinu-o (lymphotoxin-o; LTA) 252
GG a kombinace genotypu ACE (angiotensin converting enzyme; angiotenzin konvertujici
enzym) DD a LTA 252 GG byly ohodnoceny jako statisticky vyznamné (P = 2,7 x 107,
resp. P = 3,5 x 10®) pro narist priméru IMT (primémé& 1,54 + 0,60 mm, resp.
1,43 £0,58 mm) v porovnani se subjekty bez téchto kombinaci (1,04 = 0,34 mm, resp.
1,04 + 0,34 mm)

5.2.3 Rizikové faktory aterosklerozy a kombinace SNP

Pfi analyze jednotlivych SNP nebyla nalezena vyznamna spojitost s IMT karotidy.
Ptestoze metoda hodnoceni vyznamu jednotlivych SNP byla pravdépodobné pfili§ piisna,
aby se nalezly SNP kandidatskych genotypi spojenych se vznikem onemocnéni,
predpokladaji tyto vysledky, Ze zadny jednotlivy SNP neni rozhodujici v ur¢ovani IMT
karotidy a je tedy obtizné odhadnout riziko ateroskler6zy pouhou diagnézou genotypi

SNP.

LTA, dfive nazyvany tumor nekrotizujici faktor B, je strukturdlné podobny TNF-a a
hraje zasadni roli v zanétlivé odpovédi vyvolanim migrace monocytil a aktivaci lymfocytt.
Kromé toho u knockoutovanych mysi s LTA byla pozorovana redukce aterosklerotickych

1ézi na rozdil od knockoutovanych mys$i s TNF-a. Tento fakt tedy svéd¢i o tom, ze LTA je

vvvvvv
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je polymorfizmus kodujici aminokyselinu a vede ke zvysSeni poctu molekul C-reaktivniho
proteinu, adhezivnich molekul VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) a selektinu E,

které jsou uzce spojeny se zanctlivym procesem a s rozvojem aterosklerozy.

Nezavislym rizikovym faktorem pro aterosklerézu je téz hyperhomocysteinémie.
K remethylaci homocysteinu na methionin je potfebny enzym MTHFR. Genotyp 677 TT
tohoto enzymu vede ke snizené aktivit¢ MTHFR a zvyseni hladiny homocysteinu v séru a

eventualné tedy i k rozvoji aterosklerozy.

Vysledky této studie nehodnotily vliv jednotlivych polymorfizma LTA 252 GG a
MTHFR 677 TT na IMT zvlast. Pokud chceme stanovit, Zze jedinec ma predispozice

k aterosklerdze, je nutné otestovat polymorfizmy oba.

v

Krozvoji  aterosklerozy by mohl pfispivat téz  polymorfizmus 1/D
(insertion/deletion) genu pro ACE. Tento polymorfizmus ovliviiuje hladinu cirkulujiciho
ACE (nejvyssi plazmatické hladiny ACE byly nalezeny u jedinct s genotypem DD) a
regulaci krevniho tlaku. Zustava vsSak stale diskutabilni, zda tento SNP skutecné ptispiva
k rozvoji aterosklerdzy. V této studii nebyl tento polymorfizmus odpovédny za nartst
primémé IMT a také neovliviiovat systolicky, ani diastolicky tlak. Kombinace genotypu
ACE DD a LTA 252 GG vsak vyznamné ptispéla k naristu priméru IMT a u jedinci
s touto kombinaci se objevil vyssi systolicky 1 diastolicky tlak. Navic byla u téchto jedinct
zminénd kombinace vyznamné spojena s vysokou frekvenci historie starych infarktd

myokardu.

| kdyz stale ziistava nejasné, jak kombinace téchto SNP uplatiiuje synergické vlivy
na aterosklerdzu karotidy a krevni tlak, vysledky studie ukazuji, Ze tyto genotypy spolecné
pfispivaji k rozvoji aterosklerdzy karotidy a predispozici k ischemické chorobé srde¢ni.

(Yamasaki, 2006)

5.3 Prijem tukl v potravé a genotyp

5.3.1 Vliv polymorfizmu v promotorové oblasti genu pro jaterni lipazu

na koncentraci HDL

Dietni doporuceni byla dlouhou dobu hlavni soucasti prevence a 1écby

dyslipidémie, v¢etné nizké hladiny HDL jako rizikového faktoru pro srde¢ni onemocnéni.
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Nizka hladina HDL je typicka pfi diabetu, obezité a metabolickém syndromu. Doporuceni
pro prevenci a lécbu nizké hladiny HLD kladou daraz na snizeni pfijmu nasycenych
mastnych kyselin a cholesterolu a zvyseni fyzické aktivity. Tato opatieni mohou zaroven
predchazet obezité. Nicméné, snizeni hladiny plazmatickych lipidi v souvislosti se zménou
stravovacich navykl je velmi variabilni a nemaly podil na tom ma genotyp kazdého
jedince. Hladina lipidd v krvi je ovliviiovana polymorfizmy v genech jednak pro
apolipoproteiny a jednak pro enzymy. Ptikladem takového enzymu je jaterni lipaza, ktera
se ucastni lipidového metabolizmu. Je to lipolyticky enzym hydrolyzujici triacylglyceroly
a fosfolipidy z plazmatickych lipoproteint. Zaroven hraje roli jako ligand v bunécném
piijmu lipoproteinti. Vy$si koncentrace jaterni lipazy zpusobuje pfitomnost mensich HDL

¢astic o vyssi hustoté a tim 1 zvySené riziko aterosklerozy.

Diivéjsi intervenéni studie (Chamberlain, 1998) shledala, ze pfi dieté s nizkym
pfijmem nasycenych tukl a cholesterolu se znateln¢ zlepsSila hladina lipidd, ale nebyl
zaznamenan zadny meéfitelny rozdil v odpovédi u riznych genotypt, kde se vyskytoval
polymorfizmus v genu pro jaterni lipazu (hepatic lipase gene; LIPC). Tato studie s 83
subjekty vSak pravdépodobné neméla moznost dostatecné detekovat slaby vliv genotypu

(Masson, 2005).

Dale byly publikovany tii velké observacni studie (Ordovas, 2002; Tai 2003;
Zhang 2005), které se zabyvaji vlivem bézného polymorfizmu -5/4C—T v promotorovém
genu LIPC na hladiny HDL v souvislosti s pfijmem tukd v potravé. U 2130 muzi a Zen
ucastnicich se Framinghamské studie (Ordovas, 2002) védci shledali, ze méné obvykly TT
genotyp byl spojen se znatelné vyssi hladinou HDL pouze u subjekti, jejichz pfijem tuki
¢inil méné nez 30% celkového energetického pifijmu. Stejnd interakce byla nalezena i u
nasycenych a mononenasycenych tukl, nikoli vSak u polynenasycenych tukli. Druhé
podobné studie (Tai, 2003) se zhcastnilo 2170 subjektt asijské populace a zjistilo se, ze
Indové s celkovym piijmem tukd mensim nez 30% a sTT genotypem v -5/4C—T
polymorfizmu méli nejvyssi koncentraci HDL. Tato interakce ale u Cinanti a Malajci
Vv této studii neplatila a vyznamné interakce pro nasycené a mononenasycené tuky nalezené
Ordovasem a kol. (Ordovas, 2002) nebyly shledany ve studii vedené Taiem a kol. (Tali,
2003). Nicméné tyto dvé studie jsou v souladu s ostatnimi studiemi (Ko, 2004; St-Pierre,

2003), které ukazuji, ze TT genotyp v -5/4C—T je spojen s vyssi koncentraci HDL.

Tteti obdobna studie o interakci mezi piijmem tukd a -5/4C—T polymorfizmem,

vedena Zhangem a kol. (Zhang, 2005), studovala skupinu 18 159 muzi, ze kterych bylo
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vybrano 780 subjektl S diabetem druhého typu. Po zohlednéni véku, koufeni, pifijmu
alkoholu, pohybové aktivity a BMI byla nalezena vyssi hladina HDL u muzt s CT nebo TT
genotypem, coz je shodné s pfedchozimi studiemi (Ordovas, 2002; Tai 2003; Ko, 2004; St-
Pierre, 2003). Nicmén¢, Zhang a kol. (Zhang, 2005) nalezli vyznamn¢ vys$i hladinu HDL
umuzi s CT nebo TT genotypem, kteti konzumovali vétsi mnozstvi tuku v potravé (> 32%
celkového pfijmu), nasycené¢ tuky a mononenasycené tuky, coz je ocividné opacny
vysledek nez v ptedchozich dvou studiich. TudiZ interak¢ni efekt pfijmu tukl v potrave s -

514C—T polymorfizmem neni replikovatelny.

Redden a Allison (Redden, 2003) diskutovali pfipady nereplikovatelnosti
genetickych asociacnich studii tykajicich se vyzkumu obezity a diabetu, coz by mohlo
stejné tak zahrnovat i studie dyslipidémii. Dulezitou pii¢inou nereplikovatelnosti je
nedostatek statistické sily. Pro jakykoli polygeneticky model, jako jsou modely
s komplexnimi fenotypy (napt. obezita, dyslipidémie nebo diabetes typu 2), bude efektivni
velikost jakéhokoli markeru nedostate¢na, k tomu, aby se provedlo objektivni zhodnoceni
(Risch, 2000). Tudiz, je tfeba studovat vétsi vzorek, aby se zhodnotila adekvatni sila

sledovaného efektu.

V Zhangov¢ studii (Zhang, 2005) je problém malého vzorku (navzdory skute¢nosti,
ze bylo vySetfovano pies 18000 muzt k identifikaci asi 800 s diabetem typu 2) jesté
znasoben faktem, ze TT genotyp je genotyp vyskytujici se ziidka, zvlasté v bilé populaci.
Dale pouze 30 subjektl v této studii mélo homozygotni TT genotyp v -5/4C—T LIPC a
subjekty s CT nebo TT genotypem byly hodnoceny dohromady. Zkoumanim dat Ordovase
a kol. (Ordovas, 2002) a Taie a kol. (Tai, 2003) se zjistilo, Zze spad piedpokladanych
hodnot HDL ku celkovému piijmu tukt (jako procento energie) je vyrazn¢ negativni u
0sob s TT genotypem, zatimco u lidi s genotypem CT je pozitivni. V ptipadé, ze Zhangova
data pouzivala stejné vzory, kombinace malého poctu osob (n = 30) s TT genotypem
s velkym poctem osob (n = 247) s CT genotypem by mohla maskovat vliv pfijimaného
tuku a TT genotypu na koncentraci HDL. Dalsi komplikaci je, ze BMI a obézni fenotypy
mohou interagovat s tukem v potravé a LIPC genotypem tak, ze ovliviuji koncentraci
HDL (Tai, 2003; Zhang, 2005). Tudiz, nereplikovatelnost Zhangovi studie je
pravdépodobné zpisobena malym poctem osob s TT genotypem. (Fisler, 2005)
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5.3.2 Genetické polymorfizmy TNF-o modifikuji souvislosti mezi
prijmem polynenasycenych mastnych kyselin a hladinou HDL a

apo A-I

5.3.21 Vyznam PUFA a TNF-a v Organizmu

Polynenasycené mastné kyseliny maji urcity protektivni charakter na
kardiovaskularni systém, protoze ovliviiuji fadu rizikovych faktor véetné sérovych lipidi.
Je znamo, Z¢ -3 PUFA, které jsou obsazeny hlavné¢ vrybim tuku (kyselina
eikosapenatenova; EPA a kyselina dokosahexaenova; DHA), snizuji plazmatické hladiny
triacylglyceroli, zatimco ®-6 PUFA redukuji hladiny celkového cholesterolu a LDL.
Ovlivnéni hladin dalSich lipidd a lipoproteinii témito dvéma skupinami PUFA neni
jednotné. Pro tyto neshody neexistuji jasné divody. S dyslipidémii je spojovan chronicky

zanét, ktery by mohl objasnovat efekty PUFA na lipidovy metabolizmus.

PUFA jsou prekurzory prostaglandini a leukotriend a také ovliviuji expresi
riznych genil ucastnicich se zanétlivého procesu. Tumor nekrotizujici faktor a je hlavnim
prozanétlivym cytokinem, ktery je spojen s pozménénym lipidovym profilem, inzulinovou
rezistenci a zvySenym rizikem kardiovaskuldrnich chorob. Rizné typy mastnych kyselin,
jako jsou ®-3 a -6 PUFA, moduluji produkci TNF-a v lidském organizmu. Ukazalo se, Ze
geneticky polymorfizmus TNF-a ovliviiuje G¢inek potravou pfijimanych -3 PUFA na
produkci TNF-o v lidském organizmu. TNF-a pozménuje lipidovy metabolizmus tak, Ze
indukuje lipolyzu v tukové tkani, zvySuje lipogenezi v jatrech a zhorSuje profil sérovych
lipidt. TNF-a také pozménuje expresi genti ucastnicich se metabolizmu lipida. Prikladem
mize byt lipoproteinova lipaza (lipoprotein lipase; LPL), receptory aktivované
peroxizomovymi proliferatory (PPAR), apolipoprotein (apo) A-I, apo A-IV a apo E a déle
S-lecithin-cholesterolacyltransferaza (lecithin:cholesterol acyltransferase; LCAT).

V promotorové oblasti genu pro TNF-a byly nalezeny dva hlavni polymorfizmy,
které pozménuji transkripéni aktivitu. Polymorfizmus jediného nukleotidu v pozici
-238G—A snizuje miru transkripce a produkce cytokinti, zatimco SNP v pozici -308G—A

oba jevy zvysuje.

TNF-a inhibuje ptsobeni inzulinu. U pacientt s diabetem typu 2 je velmi casto
nalezen chronicky zanét. Proto bylo zkoumano, zda TNF-a genotypy modifikuji spojitosti

mezi ptijmem PUFA a koncentraci sérovych lipida u jedinct s diabetem typu 2.
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5.3.2.2 Metoda méieni

Do studie bylo zahrnuto 53 muzii a 56 Zen ve véku 42 — 75 let s diabetem typu 2.
Pfijem potravy byl odhadnut s pouzitim tfidennich zdznamu o pfijmu potravin a napoju a
hladiny lipidit v séru nalacno byly urceny ze vzorki krve, které se postupné odebiraly.
Z krve se izolovala DNA a provedl se genotyping polymorfizmt -238G—A4 a -308G—A
metodou polymerazové fetézové reakce (polymerase chain reaction; PCR), kdy se urcil
polymorfizmus délky restrik¢énich fragmentu (restriction fragment length polymorphism;
RFLP).

5.3.2.3 Vliv genotypu na hladinu HDL

Piijem PUFA byl spojen se sérovou hladinou HDL u nositeld alely -238A pozitivné
(B = 0,06 £ 0,03 mmol/L na 1% energie z PUFA, P = 0,03), ale u nositeld genotypu
-238GG negativné (B =- 0,03 £ 0,01, P =0,03) (P = 0,004 pro interakci). Pfijem PUFA byl
nepiimo umérny hladiné HDL u nositeld -308A (B = - 0,07 = 0,02, P = 0,02), ale ne u

nositell genotypu -308GG (f = 0,02 £ 0,02, P=0,13) (P = 0,001 pro interakci).

o 4

dvou pozicich (-238/-308) kombinovan (P = 0,0003). Podobné efekty byly pozorovany u

apolipoproteinu A-1, ale ne u ptijmu jinych mastnych kyselin a sérovych lipida.

5.3.2.4 Rozdilné efekty TNF-a a suplementace PUFA

Cilem bylo urcit, zda rizné TNF-a genotypy modifikuji spojitost mezi pifijmem
PUFA Vv potravé a cirkuluyjicimi lipidy u jedincti s diabetem typu 2. Vysledky studie
ukazaly, ze zvySeny piijjem PUFA znamend vys$i hladinu HDL a apo A-I u jedinct s
genotypem TNF-a spojenym s nizsi produkei TNF-a. Jak ®-3, tak ®-6 PUFA maji rizné
ucinky na hladiny HDL. Ng&které z téchto heterogenit by mohly objasniovat genetické
faktory ovliviiujici produkci TNF-a.

Vysoka koncentrace TNF-a je v lidském organizmu spojena s nizkou koncentraci
cirkulujicich ¢astic HDL. N¢kolik studii ukazalo, ze TNF-a muze nezavisle ovliviiovat
hladiny HDL prostfednictvim zvySené cinnosti endotelidlni lipazy, sniZzené cCinnosti

enzymu LCAT, snizené cinnosti transportnich ABC proteini (ATP-binding cassette;
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ABCA1 a ABCG1), scavenger receptoru tfidy B typu I (scavenger receptor class B type I;
SR-BI) a prostfednictvim snizené genové exprese apolipoproteinu A-1 a A-IV. Kazdy
Z téchto proteini uzce souvisi s regulaci zpétného transportu cholesterolu. Krom toho, anti-

TNF-a terapie u pacientd s revmatoidni artritidou zptsobuje vzestup koncentrace HDL.

PUFA se mohou zacleiiovat mezi membranové fosfolipidy a aktivovat transkripci
transkripcniho faktoru NFkB (nuclear transciprion factor kB), ktery reguluje expresi genu
pro TNF-a. Avsak studie zabyvajici se vlivem PUFA na produkci TNF-a ukazuji rozdilné
vysledky. Ve skute¢nosti bylo dokazano, ze jak ®-3, tak m-6 PUFA v lidském organizmu,
u zvifat a v bunécnych kulturdch produkci TNF-a bud’ zvySuji, nebo snizuji. Vyzkum
Wallace a kol. (Wallace, 2000) ukazal, ze ocividné odlisné vlivy PUFA na produkci
TNF-a by mohly byt ¢astecné vysvétleny stavem aktivity jednotlivych bunék a jejich
odlisnou schopnosti tvofit prostaglandin E; (PGE;,) a leukotrien By, coZ jsou eikosanoidy
produkované z PUFA a ovliviiuji produkei TNF-a. Tito védci také zjistili, ze krysy krmené
potravou bohatou na ®-3, popt. -6 PUFA m¢ély nizsi produkci TNF-a v zanétlivych
makrofdzich indukovanych thioglykoldtem, ale vysS§i produkci v nezanétlivych
rezidentnich makrofazich. Proto se tedy zda, ze zanétlivy stav bunék, ktery by mohl byt

urcen genetickymi faktory, ¢aste¢né ovliviiuje efekt PUFA na produkci TNF-a.

V soucasné studii byl zvySeny piijem PUFA spojen s niz§i koncentraci HDL a
apo A-I u jednotlivcl s genotypem s vyssi produkci TNF-a, ale u jedincli s genotypem
s niZ§i produkci tohoto cytokinu byla po vysSim piijmu PUFA koncentrace HDL 1 apo A-I

naopak vyssi.

Dale bylo zjisténo, ze polymorfizmus TNF-a -238G—A snizuje rychlost
transkripce a produkci TNF-a, zatimco polymorfizmus TNF-a -308G—A oboje zvysuje.
Grimble a kol. (Grimble, 2002) ukazali, Zze mezi jednotlivci s nejvétsi produkci TNF-a,
témi, kteti jsou nositeli alely TNF-a -308A, se projevila znatelné vétsi redukce v produkci
TNF-a po pfijmu rybiho tuku. U jedinct s genotypem -308GG tomu tak nebylo. Je tedy
pravdépodobné, ze polymorfizmy TNF-a zptisobuji zmény v produkci TNF-a dle piijmu
PUFA v potravé, coz nasledné moduluje zanétlivy stav bunck a ovliviiuje zpétny transport

cholesterolu.

Neméné dulezitym faktorem ovliviiujicim produkci TNF-o je 1 mnozstvi
zkonzumovanych PUFA. Renz a kol. (Renz, 1988) prokazali, ze PGE,, ktery je odvozen od

PUFA, stimuloval uvoliovani TNF-a zkrysich rezidentnich makrofagh pfi nizsi
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koncentraci PGE,, zatimco pii vysSi koncentraci prostaglandinu uvoliovani TNF-a

potlacoval.

Nicmén¢ Trebble a kol. (Trebble, 2003) zjistili, ze u lidi suplementace ®-3
mastnymi Kyselinami v riznych mnozstvich vede k produkci TNF-a ve tvaru ,,U-kiivky*.
Proto mnozstvi stimulu urcuje, zda je produkce TNF-a zvySena nebo potlacena. V této
studii bylo dokazéano, Ze koncentrace HDL zavisi nejen na mnozstvi zkonzumovanych

PUFA, ale i na TNF-a genotypu kazdého jedince.

PUFA jsou piirozenymi ligandy pro transkripni faktory PPAR, které zvysuji
hladiny HDL a apo A-l. PPAR a TNF-a se mohou vzajemné ovliviiovat tak, Ze PPAR
snizuji genovou expresi TNF-o a TNF-o muze snizovat expresi PPAR. Vysoké
koncentrace PUFA spojeny s vysokymi koncentracemi TNF-o mohou tedy potladovat
expresi PPAR, ¢imz sniZuji koncentrace HDL. Pokud jsou vS8ak vyss§i koncentrace PUFA
spojeny s niz§imi koncentracemi TNF-o, mohou byt pfednostn¢ aktivovany PPAR a
vysledkem je pak vzestup hladin HDL. To by mohlo vysvétlovat, pro¢ by vyssi pifijem
PUFA zvySoval hladinu HDL u jedinct s genotypem spojenym s niz8i produkci TNF-a, ale

sniZzoval hladinu HDL u jedinct s genotypem s vyssi produkci TNF-a.

Polymorfizmy v promotorové oblasti genu pro TNF-o tedy pozménuji spojitosti
mezi potravou piijatymi PUFA a cirkuluyjicimi hladinami HDL a apo A-I. Dale je tfeba
v budoucich studiich potvrdit tyto poznatky i v dalSich populacich a stanovit mechanizmus
uéinku a typ PUFA (®-3 nebo ®-6) zodpovédny za vySe zminované ucinky. (Fontaine-
Bisson, 2007)
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6 Nutrigenomika, nutrigenetika a diabetes mellitus typu 2
6.1 Geny, strava a diabetes mellitus 2. typu

6.1.1 Vyskyt diabetu mellitu druhého typu stoupa

O diabetu mellitu je Siroce znamo, ze je zasadni pfi¢inou velké fady zdravotnich
problémti, obzvlasté pak kardiovaskularnich onemocnéni. Postihuje vice nez 170 milioni
jedinct na celém svéte. Existuje dostatek dikazi o tom, ze se vyskyt tohoto onemocnéni
bude dale zvySovat, a to predevsim dramatickym nartistem v rozvojovych zemich Afriky,
Asie a jizni Ameriky.

U diabetu druhého typu zplsob Zivota, obzvlasté ty faktory zivotniho stylu, které
vedou k obezité, pfispiva k rozvoji onemocnéni. V prumyslovych zemich je zvySeny
pfijem tukl, nasycenych mastnych kyselin a vysoky celkovy energeticky pfijem
doprovazen snizenou fyzickou aktivitou, nedostatecnym piijmem vldkniny a potravin
snizkym glykemickym indexem. Tento vyvoj doposud vyustil v 6% prevalenci
onemocnéni, z ¢ehoz 4 % tvoii obézni bili adolescenti. Dale je tfeba zminit 1 25%

prevalenci porusené gluk6zové tolerance.

Strava a obezita jsou tedy hlavnimi faktory ovliviiujicimi vznik, rozvoj a zdvaznost

diabetu druhého typu.

6.1.2 Diagnéza diabetu a obezity

Podle doporuc¢eni WHO (1999) diagndza diabetu zahrnuje jak koncentraci glukozy
v krvi nalacno, tak koncentraci po dvouhodinovém peroralnim glukézovém toleranénim
testu (oral glucose tolerance test; oGTT). Porusena glukdzova tolerance piinasi riziko
makrovaskularnich komplikaci. S obezitou a fyzickou inanktivitou je pak tzce spojen
vznik inzulinové rezistence. Mnoho cirkulujicich hormont, cytokini a metabolickych
pusobkd, jako jsou neesterifikované mastné kyseliny (non-esterified fatty acids; NEFA), se
tvoii v adipocytech a moduluje plsobeni inzulinu. ZvySené mnozstvi zasobnich
triacylglycerolli, zvlast€¢ v podobé dep visceralniho a podkozniho tuku, vede k tvorbé

velkych adipocytt, které jsou pak rezistentni ke schopnosti inzulinu potlacovat lipolyzu.
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Vysledkem je zvySené uvoliiovani a zvySend hladina cirkulujicich NEFA a glycerolu, coz

zhorsuje inzulinovou rezistenci v kosternich svalech a jatrech.

6.1.3 Dédic¢nost diabetu

Mnoho studii po celém svété se zabyva dédi¢nosti diabetu. Ukazuje se, Ze u vzniku
diabetu typu 2 se uplatnuji genetické faktory i faktory vné&jSiho prostiedi a ma tendenci
vyskytu v rodiné. Tudiz riziko vzniku diabetu stoupa, pokud je pozitivni rodinna historie
onemocnéni. Ptiblizné u 15 — 25 % ptimych piibuznych pacientt s diabetem typu 2 se
rozvine bud’ porusend gluk6zova tolerance nebo diabetes. Kdyz byla studovéana prevalence
diabetu a poruSené glukozové tolerance (prifezové i longitudinalni studie) v kohorté 199
potomki rodict diabetikl, byl vyskyt diabetu do véku Sedesati let odhadnut na ptiblizné
60 %. Podil shody u dvojcat se lisil. Pohyboval se mezi 35 % a 85 % u monozygotnich
dvojcat a pti zahrnuti porusené gluk6zové tolerance vzrostl na 88 %, zatimco u dizygotnich

dvojcat byl 17 — 20 %.

6.1.4 Skladba vyZivy u diabetu

Skladba vyzivy je klicovou komponentou pro dlouhodobé zdravi a vysokou kvalitu
zivota lidi s diabetem typu 2. Obecné nutri¢ni principy a doporuceni jsou stejné pro lidi
s diabetem i bez n¢j. Je vSak dulezité stanovit si realné cile, které jsou ve shod¢ s pfijmem
mikro- a makronutrientii, fyzickou aktivitou, zplisobem zivota a zdravotnimi potfebami
kazdého jedince. Snahou diabetického managementu je pomoci jedincim a jejich rodinam
ziskat nezbytné znalosti, zivotni dovednosti, moznosti a podporu potifebnou k dosazeni

optimalniho zdravi.

Cilem kontroly diabetu je udrzet hladiny glukdézy co mozna nejblize normalnim
hodnotdm a vyvarovat se hladindm pfili§ vysokym (hyperglykémie) i pfili§ nizkym
(hypoglykémie). Strava, kontrola hmotnosti a fyzickd aktivita pomahaji glykémii
zlepSovat. Obecna doporuceni zahrnuji 50 — 60 % denniho energetického ptfijmu ve formeé
sacharidii S nizkym glykemickym indexem, potraviny s vysokym obsahem vlékniny a
ptijem bilkovin nejméné 0,86 g/kg/den. Konzumace ptidanych cukri mtze byt do 10 %

denniho energetického piijmu. Déle se doporucuje snizit celkovy piijem tukii, hlavné
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nasycenych mastnych kyselin, pouzivat pfiméfené mnozstvi sladidel, dodrzovat pottebny

pfisun vitamind a minerald a zvysit fyzickou aktivitu.

Stale trvajici snahy o pochopeni vztahi mezi genomem a stravou, tedy
nutrigenetika a nutrigenomika, nyni pozménily vymezeni kontroly diabetu. Obé discipliny
se snazi objasnit interakce genomu a stravy, uréit optimalni dietu pro jednotlivce a
vysvétlit, jak geneticka vybava jedince odpovidd na stravu nebo jak souvisi odlisné

fenotypy s rozdily v buné¢né nebo genetické odpovédi.

6.1.5 Kandidatské a vnimavé geny

Hledani kandidatskych gent vede k identifikaci genovych variant, které ovliviuji
onemocnéni. Jestlize studie jasné ukéaze, Ze dand varianta ma vyznamny efekt na fenotyp
spojeny s onemocnénim, oznaci se jako vnimavy gen. Presvéd¢ivé doklady pro zapojeni
genové varianty mezi rizikové faktory onemocnéni poskytuji metaanalyzy.
Nejpresvédciveéjsi dikazy vytvareji metaanalyzy mnohocetnych publikovanych studii a
umoznuji tak ur€ovani vnimavych genli mezi geny kandidatskymi. Vzdy by ale mélo byt
brano v uvahu, zda jde o onemocnéni heterogenni nebo polygenni (napft. diabetes typu 2).
Studie jednoduché genové varianty by nemusely byt piesvédcivé a v souladu s ostatnimi

studiemi. Piispévek genové varianty k onemocnéni a souvisejici fenotyp je spolehlivejsi,

pokud se jedna o studii interakci mezi geny.

Varianty mnoha kandidatskych gent pro diabetes mellitus druhého typu jsou
rozsahle studovany jiz dvé desetileti. Mezi takové geny patii KCNJ11, ktery koduje Kir6.2,
TCF7L2, polymorfizmus GIly972Arg v IRS1, polymorfizmus Glyl057Asp v IRS2,
polymorfizmus Trp64Arg v genu kodujicim B3 adrenergni receptor a -308 G/A

promotorova varianta v TNF.

.6.1.5.1 Kalpain-10

Prvni ,,bézny gen pro diabetes” chapan timto zpisobem byl CAPN10 v oblasti
chromozomu 2 v lokusu NIDDM1 (non-Insulin-Dependent Diabetes Mellitus). Koduje
kalpain-10, cysteinovou protedzu, ktera je vSudypfitomné vyjadiena. Pivodné byla alela G
nekodujiciho SNP (UCSNP-43) spojena s diabetem typu 2. Riziko rozvoje diabetu typu 2
vSak neni plné pfipsatelné pouze SNP genu pro kalpain-10, ale je vysledkem kombinace

haplotypt tvofenych tfemi SNP: SNP-43, SNP-19 a SNP-63. Vsechny tyto tii SNP jsou
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obklopeny introny a je hodné pravdépodobné, ze spole¢né ovliviiuji genovou expresi.
V pozdgjsich studiich tento jev potvrzen nebyl, ale byl nalezen jiny SNP (UCSNP-44)
souvisejici s diabetem typu 2. Genetické variace v genu pro kalpain-10 mohou tedy

ovlivilovat citlivost k inzulinu, inzulinovou sekreci, nebo vztah mezi obéma jevy.

6.1.5.2 Kir6.2

Draslikové ATP-senzitivni kanaly v pankreatickych B-bunkach (pancreatic p-cell
ATP-sensitive K+ channels; KATP channels) jsou rozhodujici pro regulaci sekrece
inzulinu spfazenim bunééného metabolizmu a membranové elektrické aktivity. KATP
kanal je tvofen dvéma podjednotkami: vnitinim draslikovym kanalem, Kir6.2 (kodovany
genem KCNJ11) a sulfonylmocovinovym receptorem, SUR1 (kdédovany genem ABCCS).
Geny ABCC8 a KCNJ11 jsou umistény na chromozomu 11p15.1 a nékolik variant téchto
genl souvisi s poruchou sekrece inzulinu a diabetem typu 2. Statisticky nejsilngjsi
souvislosti s diabetem v KCNJ11 maji SNP 74 (3p+215), 76 (A190) a 77 (E23K). Avsak

pfi nachylnosti k diabetu typu 2 hraje dominantni roli varianta aminokyseliny E23K.

6.1.5.3 TCF7L2

Grand a kol. (Grand, 2006) identifikovali TCF7L2 jako novy vnimavy gen pro
diabetes typu 2 a odhalili souvislost s mikrosatelitnim markerem DG10S478 v intronu 3.
Spojend tetranukleotidova repetice ma 6 alel, jmenovité 0, 4, 8, 12, 16 a 20. Spolecna
nenulova alela DG10S478 (oznacena jako X) souvisela se zvySenym rizikem u tfech
nezavislych populaci (danskou, islandskou a americkou). Slozena rizikova alela X byla
témé&f pln¢ dana do vztahu s alelou T polymorfizmu rs12255372, zatimco alela G byla
spojena s nulovou alelou. Alela T rs12255372 tudiz také prokazala spojitost s diabetem
typu 2. Pomérné nedavno byla potvrzena hypotéza, ze TCF7L2 je pravym vnimavym
genem pro diabetes typu 2. Objasnénim mechanizmu, kterym vedou zmény ve funkci nebo
regulaci tohoto transkripéniho faktoru ke ztrat¢ vykonu [-bun€k a/nebo citlivosti
K inzulinu, je pravdépodobné mozné poskytnout novy zasadni pohled na patogenezi

onemocnéni.

.6.1.5.4 Ostatni geny

Cytokiny vzniklé v tukové tkani, TNF-a a IL-6, by mohly n¢kolika mechanizmy
ovliviiovat rozvoj diabetu. ZvySené hladiny téchto cytokini jsou spojovany s rizikem

vzniku diabetu.
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Geny kodujici proteiny dulezité pro funkci pankreatickych B-bunék jsou obzvlaste
dobrymi kandidatskymi geny pro diabetes typu 2. Studie rozvoje diabetu u mladych lidi a
na mysich ukazaly, ze mutace v transkrip¢nich faktorech dilezitych pro vyvoj, diferenciaci
a zachovani pankreatickych B-bun¢k muze zplsobit diabetes. EIF4A2, gen kodujici
se iniciace proteinové translace. V krysich buiikach B-INS832/13 vystavenych vysokym
koncentracim glukozy je jeji aktivita snizena. Tudiz EIF4A2 nejspi$ piispiva k regulaci
produkce inzulinu podle hladiny glukézy. Cheyssac a kol. (Cheyssac, 2006) nedavno
informovali o tom, ze SNP vtomto genu byl vyznamné spojen s diabetem typu 2

diagnostikovanym pted 45 lety.

Jaterni jaderny faktor-4a (hepatocyte nuclear factor-4a; HNF-4a) je transkripcni
faktor znamy jako klicova molekula ve vyvoji a fungovéani B-bunék. V diivéjsi japonské
studii (Mori, 2002) védci pozorovali vazbu diabetu typu 2 na oblast chromozomu
20912-q13, kde se praveé nachazi gen HNF4A. Soucasné studie informuji o spojitosti mezi

diabetem typu 2 a polymorfizmem v promotorové oblasti P2 specifické pro f-buriky.

Vsudyptitomné vyjadiena proteinova tyrozin fosfataza-1B (protein tyrosine
phosphatase-1B; PTP1B) kodovana genem PTPN1 katalyzuje defosforylaci tyrozinovych
zbytki z aktivaéniho segmentu kindzy inzulinového receptoru a IRS1 vedouci
k down-regulaci signalizace inzulinem. PTPIB také inhibuje signalizaci leptinem
prostfednictvim defosforylace kinazy JAK2 (Janus kinase 2) a STAT3 (signal transducer
and activator of transcription 3). Naruseni genu PTPN1 u mysi vede ke zvySeni citlivosti
na inzulin a K odolnosti vuc¢i obezité¢ vyvolané stravou a rovnéZ se normalizuje hladina
glukozy v krvi. Nékolik studi se zabyvalo spojitosti mezi diabetem typu 2 a genetickymi
variacemi genu PTPN1. Bento a kol. (Bento, 2004) po analyzovani genového lokusu
nalezli presvédcivou spojitost mezi mnohocetnymi SNP a diabetem typu 2 u dvou
nezavislych skupin bilych Ameri¢ani ve studiich pfipad — kontrola. Nedavno publikovana
data tedy ukazuji, ze variace genu PTPN1 mohou modifikovat lipidovy profil a tim

ovlivitovat nachylnost k metabolickému syndromu.

.6.1.5.5 PPARG jako vnimavy gen diabetu typu 2

PPARY je kédovan genem PPARG a vystupuje jako transkripéni faktor, ktery je
aktivovan ur€itymi mastnymi kyselinami, prostanoidy a thiazolidindiony. PPARy1 je

vyjadien ve vétSin€ tkani, zatimco PPARY2 je specificky pro tukovou tkan, kde reguluje
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adipogenni diferenciaci. Vysoce rizikova prolinova alela polymorfizmu Prol2Ala pro
PPARy ma 75%-ni prevalenci u bélochi. Alaninova alela redukuje riziko o 21 — 27 %.
Genotyp s alaninem vede podle vSeho k vétsi citlivosti na inzulin. Variace s prolinem ma
nizs$i transkripcni aktivitu a knockoutované mysi s heterozygotnim genotypem PPARY maji

vy$$i inzulinovou rezistenci.

Ticha substituce C1431T v Sestétm exonu PPARG je polymorfizmus, ktery
moduluje vliv Prol2Ala na sklon k diabetu typu 2. Tento polymorfizmus je protektivni
proti mirné¢ hyperglykemii nalacno a diabetu typu 2 béhem Sestilet¢ho sledovani u
subjektu, ktefi byly na poc¢atku normoglykemicti. Polymorfizmus C1431T v Sestém exonu
PPARG byl také spojen s niz§im rizikem vzniku onemocnéni. Vyznamna interakce byla téz
popsana mezi polymorfizmem Leul62Val v PPARa a ptijmem -6 PUFA. U 0sob s mén¢
Castou alelou V162 je zvyseny piijem -6 PUFA spojen se znacnou redukci koncentrace

triacylglycerold. U nositelti alely L162 tato asociace pozorovana neni.

.6.1.5.6 Adiponektin

Koncentrace adiponektinu je ve vztahu nepfimé uméry s hladinou glukdzy,
inzulinu a triacylglycerolu a stejn¢ tak i s BMI, zatimco s koncentraci HDL, hladinou
cholesterolu a s inzulinem stimulovanym vychytavanim glukdzy je ve vztahu pfimé uméry.
Kromé toho vysoka plazmaticka koncentrace adiponektinu chrani pied rozvojem diabetu
typu 2. Gen adiponektin/ACDC je umistén na chromozomu 3q27 na lokusu, ktery ma vztah
pravé k diabetu druhého typu a dale také k né€kolika fenotyptiim metabolického syndromu.
Polymorfizmy genu APM1 koédujiciho adiponektin  byly spojeny s rozvojem
hyperglykemie. Hladiny adiponektinu a citlivost na inzulin jsou pak ovlivnény dédi¢nymi

variacemi na lokusu ACDC, které jsou soucasti genetického pozadi vzniku diabetu typu 2.

Dva ptedpokladané adiponektinové receptory — adiponectin receptor 1 (AdipoR1) a
adiponectin receptor 2 (AdipoR2) — byly klonovany. Oba receptory jsou zietelné vyjadieny
Vv jatrech, svalech a tukové tkani. Jejich uroven exprese ve svalech odpovidd jasnym
metabolickym parametriim, hlavné prvni fazi sekrece inzulinu pro AdipoR1, ale jejich
vztah s citlivosti na inzulin neni zcela prokazan. Exprese obou receptort je nizsi u jedincii
snormalni glukézovou toleranci, ktefi maji rodinny vyskyt diabetu. Polymorfizmus

ADIPOR1 ma zaroven prokazany vliv na genetické riziko vzniku diabetu typu 2.
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6.1.6 Strava a interakce geny-strava

Stravovaci doporuceni pro béznou populaci jsou vhodna i pro osoby s diabetem
druhého typu. Jelikoz je mnoho lidi s timto onemocnénim obéznich a mé inzulinovou
rezistenci, méla by nutricni terapie zddraznit zmény zivotniho stylu, které povedou
ke snizeni piijmu energie a zvySeni jejiho vydeje prostfednictvim fyzické aktivity.
Velkému poctu lidi s diabetem je téz diagnostikovana dyslipidémie a hypertenze, coz

vyzaduje redukovany piijem nasycenych tuki, cholesterolu a sodiku.

Pokud se zkouma ucinek tuki ptijatych ve stravé na inzulinovou rezistenci, poda se
obvykle zvifatim potrava obsahujici 11j (pfevazné€ nasycené tuky), olivovy olej (hlavné
nenasycené tuky), slunecnicovy olej (pfevazné ®-6) a rybi tuk (bohaty na -3).
Ze zvitecich studii se pak ziskd jadro dikazl, které prokazuji spojitost mezi lipidy
ze stravy, profilem lipidd v membranach a inzulinovou rezistenci. Prikopnicka studie
Storliena a kol. v roce 1987 (Storlien, 1987) ukazala, Ze pouze nahrazeni slune¢nicového
oleje (0-6) rybim tukem (w-3) u krys krmenych potravou bohatou na sachardézu a tuky
zmirni rozvoj inzulinové rezistence. U populace z Pimy majici sklon k obezité a diabetu
typu 2 se prokazalo, Ze maji o0 40 % nizsi hladinu ®-3 v lipidovych membranach ve svalech

nez Australané.

Kopecky a kol. (Kopecky, 2002) ukazali, ze defekt mitochondridlniho systému
rozpojovaciho proteinu (uncoupling protein; UCP) muze vést k obezité a k nasledné
inzulinové rezistenci. Syntéza UCP je regulovana rodinou transkripénich faktord PPARYy,
které zase mohou byt regulovany mastnymi kyselinami. V Soucéasnosti je podporovan fakt,
ze polynenasycené mastné kyseliny mohou vystupovat jako ligandy receptoru PPARY nebo
mohou modulovat jeho expresi a tak zvySovat transkripci a syntézu GLUT4 a rozvijet
inzulinovou rezistenci. Polymorfizmus Prol2Ala genu pro PPARY2 tizce souvisi s piijmem
MUFA a s BMI. Obézni lidé s alelou Ala-12 maji vyssi hodnoty HOMA-IR, obzvlaste
kdyz je jejich ptijem MUFA nizky.

Dalsi gen tykajici se interakce geny-strava u diabetu typu 2 je gen Rad. Je to
typicky ¢len RGK rodiny GTPaz spojenych s Ras, ktera obsahuje také Gem/Kir, Rem a
Rem2. Rad byl pGvodné nalezen jako gen snadmérnou expresi V kosternich svalech
pacientd s diabetem typu 2. llany a kol. (llany, 2006) vyvinuli transgenni (Tg) mysi
s nadmérnou expresi genu Rad ve svalech. Rad-Tg mysi jevily normalni rist a vyvoj a

stejné tak i normalni glukézovou homeostazu a citlivost na inzulin. Pokud vsak byly
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Rad-Tg mysi krmeny potravou bohatou na tuky, objevila se u nich vét§i inzulinova
rezistence a gluk6ézova intolerance nez u normalnich mysi pfi podavani stejné potravy.
Kombinace tuéné potravy a nadmérné exprese genu Rad zpusobily vyraznéji snizené
vychytavani glukozy stimulované inzulinem nez tu¢na potrava sama. Nadmérna exprese
genu Rad ale sama transport glukozy neméni. Tudiz interakce tu¢né stravy a nadmérné

exprese Rad zhorsi inzulinovou rezistenci ve svalech.

Perilipin, ktery je kodovan genem PLIN, je hlavnim proteinem spojenym
s uskladnénim tukovych kapének v adipocytech a jednim ze zasadnich regulatorti lipidové
mobilizace. Spojeni mezi perilipinem, télesnym tukem a inzulinovou rezistenci bylo
demonstrovano na mysich modelech, které ukazaly redukci télesného tuku a paradoxné
zvysené riziko glukézové intolerance a periferni inzulinové resistence. Ve vztahu mezi
perilipinem a t€lesnou hmotnosti hraji roli dietni faktory. Polymorfizmus v genu PLIN
ovlivituje ztratu hmotnosti jako odpovéd’ na nizkoenergetickou dietu. Genetické variace
Vv lokusu tohoto genu moduluji G¢inky bézného tuku a sacharidii ze stravy na inzulinovou
rezistenci u velkého vzorku bézné populace asijskych zen. Mezi pfijmem tukil a sacharidii
a polymorfizmem genu PLIN 11482GA a 14995AT byla nalezena statisticky vyznamna

interakce geny-strava.

Genetickd variabilita genu SCARB1 hraje u lidi vyznamnou roli v lipidovém
metabolizmu. Soucasné poznatky ukazuji, Zze ptitomnost alely A v polymorfizmu SCARB1
v exonu 1 je spojena se statisticky vyznamnym vzestupem citlivosti na inzulin po
konzumaci stravy bohaté na MUFA v porovnani s jedinci s alelou G/G. Gen pro protein 2
vazajici mastné kyseliny (fatty acid binding protein 2; FABP2) koduje intestinalni FABP
(IFABP), coz je ¢len rodiny malych (14 — 15 kDa) intracelularnich proteint vazajicich
lipidy. Gen umistény na 4928-q31ma stabilné 4 exony a 3 introny charakteristické pro tuto
rodinu gend. IFABP je klicovy pro absorpci a transport tuku: pfijem a transport
nasycenych i nenasycenych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem (long-chain fatty acids;
LCFA), nasmérovani volnych mastnych kyselin (free fatty acids; FFA) do raznych
metabolickych cest, ochrana cytosolu pfed cytotoxickymi vlivy FFAs a modulace
doplikového vlivu enzymu tcastnicich se lipidového metabolizmu. Kromé¢ FFAs IFABP
vaze nejspis i ostatni ligandy jako jsou fenolické antioxidanty. IFABP se hojné nachazi v
enterocytech a piedstavuje 2 — 3 % cytoplazmatické hmoty téchto bunék. Exprese jeho
mRNA souvisi se zkonzumovanou stravou. Subjekty salelou Thr54 mély vyssi

koncentraci FFA nez homozygoti pro alelu Ala54, pokud konzumovaly stravu bohatou na
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nasycené mastné kyseliny (saturated fatty acid; SFA). Hypotéza Baiera a kol. (Baier, 1995)
navrhuje piijatelny mechanizmus pro interakci mezi polymorfizmem Ala54/Thr54 genu
FABP2 a stravou a uréeni citlivosti na inzulin. Pfitomnost polymorfizmu Ala54/Thr54
genu FABP2 tudiz zhorsSuje citlivost inzulinu na periferii, jestlize jeho nositelé konzumuyji

stravu bohatou na SFA.

Tabulka 5: Souhrn vysledka interakci geny-strava v rozvoji diabetu typu 2
(Dedoussis, 2007)

Studie Polymorfizmus | Zavér

Memisoglu, 2003 PPARG Prol2Ala | Genotyp PPARG Prol2Ala modifikoval
interakci mezi celkovym piijmem tukd ve
strave a rizikem vzniku obezity. U homozygoti
Pro/Pro byl nejvyssi kvintil celkového piijmu
tuku spojen se zvySenym rizikem obezity.

Soringer, 2006 PPARG Prol2Ala | Subjekty salelou Ala-12 PPARG mély nizsi
riziko vzniku diabetu typu 2. Mezi piijmem
MUFA a polymorfizmem PPARG2 Prol2Ala
se vyskytuje interakce. Obézni pacienti s alelou
Ala-12 méli vyssi HOMA-IR

(OR =4,8; Cl =1,3-18,2).

Corella, 2006 PLIN 11482GA, | Mezi piijem tukt, sacharidi a polymorfizmy
14995AT 11482GA a 14995AT vgenu PLIN byla

nalezena vyznamna interakce geny-strava.

Perez-Martinez, 2005 | SCARB1 exon 1, | U subjekt nesoucich alelu A v exonu 1 lokusu

rs4238001 genu SCARB1 byla nalezena spojitost se
zvySenou citlivosti na inzulin po stravé bohaté
na MUFA.
Marin, 2005 FABP2 Ala54Thr | Pfi konzumaci stravy bohaté na nasycené

mastné kyseliny byla u subjektii nesoucich alelu
Thr54 zaznamenana vyssi koncentrace volnych
mastnych kyselin nez u homozygoti pro alelu
Ala54.

Vysvétleni: Mononenasycend mastna kyselina (monounsaturated fatty acid; MUFA),
homeostaticky model inzulinové rezistence (homeostasis model assessment of insulin
resistence; HOMA-IR), relativni riziko (odds ratio; OR), interval spolehlivosti (confidence
interval, CI).
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6.1.7 Predchazeni komplikacim diabetu pomoci spravné stravy

Diilezitost prevence diabetu u jedinci s vysokym rizikem je zdlraznéna
Vv poslednich letech diky znacné a celosvétové prevalenci tohoto onemocnéni. Geneticka
nachylnost hraje u urcitych skupin lidi ve vyskytu diabetu typu 2 vyznamnou roli.
Geneticka vybava populace se vSak méni pomérn¢ pomalu, a proto soucasna ,,epidemie*
odrazi spiSe vyrazné zmeény v zivotnim stylu. Tyto zmény, které jsou charakterizovany
snizenou fyzickou aktivitou a zvySenym piijmem energie, vedou ke vzniku obezity, coz je
silny rizikovy faktor pro diabetes. Diabetes mellitus druhého typu je ovlivnén jak geny, tak

chovanim jedince.

Navzdory slozitosti dlouhodobého udrzeni redukované télesné hmotnosti, nékolik
studii ukazuje, ze pfimétené udrzeni ubytku hmotnosti je dilezité, aby se vyznamné sniZilo
riziko vzniku diabetu typu 2. Redukovany pfijem celkového tuku, obzvlasté¢ nasycenych
tukll, ma snizovat riziko diabetu. ZvySeny vyskyt diabetu je spojen se zvySenym piijmem
tukl v potraveé a zavisi 1 na celkovém mnozstvi kalorii, ackoli tento u¢inek neni prokazan
ve vSech studiich. Dilezitost vyvdzeného poméru w-6 a ®-3 mastnych kyselin byla
zkoumana v lyonské studii (the Lyon Heart Study; Simopoulos, 1999). Jedna se o
prospektivni, randomizovanou, jednoduSe zaslepenou studii sekundarni prevence, ktera
srovnava vlivy modifikované stfedozemni stravy, ktera je bohata na kyselinu
a-linolenovou (alpha-linolenic acid; ALA; pomér o-6/w-3 je 4:1), obsahuje malo

nasycenych tukti, velmi malo trans mastnych kyselin a hodné¢ vitamini C a E.

Dale bylo vysledovano, Ze strava zaloZend na olivovém oleji oproti stravé
s obsahem SFA nebo PUFA ma u zdravych jedincl pozitivni G¢inky na aterogenni faktory
spojené se zanétlivym procesem v cévni stén€, tzn. na chemotaxi monocytl a jejich adhezi
na endoteliani buniky a expresi adhezivnich molekul. V tomto ohledu lécba kyselinou
olejovou ochranila endotelialni buiiky proti nadmérné expresi molekul, jejichz adheze je

indukovana cytosinem. (Dedoussis, 2007)
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6.2 Polymorfizmus Sstl genu pro apolipoprotein C-Il
uréuje odpovéd inzulinu na oGTT po konzumaci

stravy bohaté na nasycené tuky

Obezita, diabetes typu 2 a vysoky krevni tlak jsou bézné v zapadni populaci. Tyto
tii faktory spolu s nizkou koncentraci HDL, hypertriglyceridémii a hyperinzulinémii byly
oznaceny nékterymi autory jako tzv. syndrom inzulinové rezistence. Jednim z mechanizmu
podilejicim se na rozvoji tohoto syndromu je bunétny defekt, ktery zmensuje vyuziti
glukozy zprosttedkované inzulinem. Syndrom je jasné spojen se zvySenym rizikem
kardiovaskularnich onemocnéni. Vznik inzulinové rezistence nezavisi jen na faktorech
vnéjSiho prostiedi, vcetné stravy, ale i1 na interindividudlni rozdilnosti, kterd ma

pravdépodobné geneticky ptivod.

Apolipoprotein (apo) C-I1I je nezbytnou slozkou ¢astic bohatych na triacylglycerol
(chylomikrony a very low-density lipoprotein; VLDL). Jeho hlavni role tkvi v inhibici
hydrolyzy téchto Castic pomoci lipoproteinové lipazy a v inhibici jatry zprostfedkovaném

ptfijmu apo E.

V genu, ktery koduje apo C-III, se nachazi polymorfizmus urCeny restrikéni
endonukleazou Sstl. Tato mutace zahrnuje substituci guaninu cytosinem v 39. regionu
tohoto genu. U béloSské populace se frekvence exprese ziidka se vyskytujici alely S2
pohybuje mezi 0,08 az 0,21. Né&kolik autorG spojilo pfitomnost této alely s vySsi
postprandidlni lipidovou odpovédi a vysokou koncentraci triacylglycerolu, ackoli tato
spojitost se neobjevuje vzdy. Transgenni mysi obsahujici lidsky gen pro apo C-III mély
zvySenou koncentraci triacylglycerolu. Polymorfizmus Sstl apo C-III je také spojovan
s hypertenzi a zvySenym rizikem ischemické kardiopatie. VVzhledem ke vztahu mezi
hypertriglyceridémii, hypertenzi, zvySenym rizikem srde€niho onemocnéni a syndromem
inzulinové rezistence bylo cilem této prace studovat asociaci mezi timto polymorfizmem a
sacharidovym metabolizmem u zdravych jedinci a nasledné studovat, zda tento

polymorfizmus stanovuje ucinky stravy na sacharidovy metabolizmus.
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6.2.1 Pri stravé bohaté na SFA a v pritomnosti alely S2 koncentrace

inzulinu po o GTT stoupa

Pti rozvoji inzulinové rezistence hraje diilezitou roli nékolik exogennich faktord, a
to pfedevsim strava, ackoli se nyni uvazuje o tom, ze Vliv ma hlavné geneticky uréena
individualni variabilita. Nejzajimavéjsi zaveér v této studii piedstavuje fakt, ze alela S2
genu pro apo C-lll uréuje inzulinovou odpovéd na oGTT poté, co studované subjekty

pfijimaly stravu bohatou na SFA nezavisle na BMI.

Studovano bylo 41 muzu, kteii dostavali tii razné typy diet. Prvni byla bohata na
SFA [obsahovala 15 % proteint, 47 % sacharidi a 38 % tukt (20 % nasycenych)], druhou
tvofil prvni krok programu National Cholesterol Education Program (NCEP-1)
[obsahovala 15 % proteint, 57 % sacharidt, 28 % tukt (< 10 % nasycenych)] a tieti dieta
byla bohatd na MUFA [15 % proteint, 47 % sacharidd, 38 % tuka (22 % MUFA, <10 %
nasycenych)]. Po ukonceni jednotlivych dietnich period podstoupili jedinci oGTT.

Nektefi autofi uvedli, ze vysoka koncentrace inzulinu pfi oGTT odrazi stav
inzulinové rezistence. V nynéjsi studii je ukdzano, jak tento ukazatel vzrostl po podavani
stravy bohaté na SFA ve srovnani se dvéma dalSimi typy stravy. Tyto vysledky souhlasi se
zaveéry studie Parkera a kol. (Parker, 1993), ktefi ukazali, Ze strava bohatd na nasycené
tuky nezavisle predznamendvd inzulinémii nalacno a koncentraci inzulinu po podani
glukozy. Nékteti autofi predpokladaji, Ze zucastnény mechanizmus by mohl zvétsovat Ci
zmenSovat afinitu inzulinu k jeho receptorim, a to z divodu zmén ve stavbé fosfolipidi
bunéénych membran. MoZnost postreceptorovych metabolickych zmén vSak nemuize byt
vyloucena. Na druhé strané¢ vyznamné nizsi bazalni koncentrace glukézy a inzulinu pfi
stravé bohaté na MUFA (srovnano s NCEP-1) potvrzuje vysledky studii provedenych na
osobach s diabetem typu 1 a na zdravych jedincich. Dfive bylo ukdzano, jak strava bohata
na MUFA (sttedozemni strava) vedla u mladych zdravych muzi ke snizeni krevniho tlaku
v porovnani s NCEP-1. Tento pokles pozitivn¢ koreloval se snizenou koncentraci inzulinu

Vv plazmé.

Polymorfizmus genu pro apo C-ll1l mél zietelny vliv na koncentraci inzulinu po
oGTT nezéavisle na vlivu stravy béhem stravovaci periody s vysokym obsahem SFA.
Zvysend koncentrace inzulinu po oGTT pifedpoklada, Ze tito jedinci byli ve stavu

inzulinové rezistence.
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Nékolik autortt spojuje alelu S2 s vysokou koncentraci triacylglycerolu, se
zvySenym krevnim tlakem a zvySenym rizikem choroby koronarnich cév. Srde¢ni choroby
jsou rovnéz vice obvyklé u osob s diabetem typu 2, ktefi jsou nositeli této alely. Dale bylo
dokazano, ze alela S2 je spojena nejen s vysokym krevnim tlakem, ale také nezavisle toto
onemocnéni pfedznamenava. Mechanizmus, kterym tento polymorfizmus reguluje citlivost
na inzulin, neni znam. Alela S2 je v nerovnovaze s dvéma polymorfizmy umisténymi
V promotorové oblasti genu pro apo C-Ill. Pfitomnost téchto dvou mutaci uruje chybéni
regulace poklesu apo C-III, ktery je fyziologicky produkovan inzulinem, a vede k vzestupu
plasmatické koncentrace apo C-Ill. Tento mechanizmus by do zna¢né miry vysvétlil vyssi
koncentraci triacylglyrerolu zaznamenanou v nékterych studiich u nositeli alely S2,
protoze nadmérnd exprese apo C-III by vedla ke zvySené inhibici lipoproteinové lipazy a
sniZeni jaterniho piijmu chylomikronovych zbytki a VLDL zprostiedkované¢ho apo E.
Nektefi védei veéri, ze pritomnost vyssich koncentraci cirkulujicich triacylglycerolti by
mohla vést k inzulinové rezistenci. ZvétSené mnozstvi cirkulujicich VLDL castic, které
obsahuji hodné¢ triacylglycerold, by také mohlo zvySovat plazmatické koncentrace
mastnych kyselin nasycenim odstranujicich mechanizmt na periferii, a tudiz by mohlo
ptispét K vytvoreni stavu inzulinové rezistence. Randle a kol. (Randle, 1963) pied tficeti
lety popsali, ze ve svalech soutézi mastné kyseliny s gluk6zou jako zdroj energie. V jatrech
se pak s naristem dostupnych mastnych kyselin zvySuje i glukoneogeneze. Oba tyto jevy

vedou ke kompenzac¢ni hyperinzulinémii.

Zda se, ze BMI je nezavislym prediktorem koncentrace inzulinu po zatizeni
gluk6zou a nardstu koncentrace inzulinu po vSech 3 dietach. Obezita visceralni a obezita
muzského typu jsou zieteln¢ spojeny s rozvojem inzulinové rezistence. Nekteti autofi
ukazuji, ze glukdzovy metabolizmus zprostiedkovany inzulinem klesa o 30 — 40 %, kdyz
jsou subjekty vice nez 40 % nad svoji idedlni télesnou hmotnosti. Data z této studie
potvrzuji vliv BMI na ukazatele sacharidového metabolizmu studované zde, ackoli

subjekty z této studie nebyly obézni (BMI < 30).

Zaveérem lze fici, ze konzumace diety bohaté na SFA u jedinct s alelou S2 zvysuje
koncentraci inzulinu po oGTT, coz mize vést k narGstu inzulinové rezistence. Tyto
vysledky souhlasi se zvySenou koncentraci triacylglyceroli a vysokym krevnim tlakem,
jak bylo pozorovano ve spojitosti s touto alelou. Na druhé strané z pohledu metabolizmu
sacharidi se zda, ze konzumace stravy sobsahem MUFA anebo NCEP-1 zpisobuji

podobné zlepseni citlivosti na inzulin na rozdil od stravy bohaté na SFA. (Salas, 1998)
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7  Nutrigenomika, nutrigenetika a rakovinna onemocnéni
7.1 Molekularni cile pro bioaktivni komponenty stravy

7.1.1 Strava a spojitost s rakovinou - historie

Nékteré  z nejprvotnéjsich popist  symptom rakoviny zapsali ve svych
zdravotnickych zaznamech jiz staii Cihané a Arabové. Jednim z prvnich vyznamnych
pokusii urcCit geografické rozlozeni tohoto onemocnéni a mozné pfiiny a spojitosti se
objevilo v 19. stoleti ve stiedni Evropé. Je skliCujici, ze n€které stejné problémy pretrvavaji
jiz ptes 200 let. Dikazy z raznych zdroji poukazuji na to, Ze stravovaci navyky jsou
vyznamnym faktorem vné&jSitho prostfedi v celém procesu vzniku rakoviny.
Optimalizovany pfijem specifickych potravin a/nebo jejich bioaktivnich komponent se zda
byt obezfetnou, neinvazivni a cenové piijatelnou strategii ke snizeni rakovinové zatéze.
Skute¢nost vSak neni tak jednoducha. Komplexnost stravy spoleéné s heterogenitou
rakovinného procesu déla vytvofeni spravnych vzajemnych vztahi velmi obtiznym

ukolem. Nicméné tspéch je klic¢em k uspokojeni jedince i celé spole¢nosti.

7.1.2 Bioaktivni slozky stravy

Zatimco epidemiologické a preklinické dikazy pokracuji ve zdiraziiovani slozek
stravy, které se déli na makro- a mikronutrienty a pravdépodobné modifikuji proces
karcinogeneze, existuje Vv literatufe stale mnoho nejednotnosti. Ty mohou odrazet
kumulativni efekty fady odliSnosti, které¢ ovlivituji kvantitu G¢inku bioaktivnich slozek
nachdzejicich se na cilovém misté nebo které ovliviiuji schopnost zplsobit zménu v

metabolizmu nebo genotypu.

Existuji dosti presvédcivé dikazy o tom, ze fada zZivin interaguje se specifickymi
molekularnimi cily. Studie bez vyjimky ukazuji, Ze velké mnozstvi informaci v téle je
pozmeénéno piitomnosti nebo nepiitomnosti slozek stravy. Pochopeni déji v bunikach, které
umoziuji celkové zmény, zlstava nejasny. Nicméné, bézné déje jako stalost mRNA a
polymorfizmy mohou pomoci vysvétlit mnozstvi sledovanych u¢inkt. Zaklad pro
pochopeni vice nutrigenomickych efektt je dualezity, je ale rovnéz zasadni porozumeét
tomu, ze nékteré¢ procesy jsou ovlivnény soucasné. Seskupovani zmeén genové exprese a

pak vyjadieni z hlediska pomeéru s jinym procesem muzZe byt nejvice informativni. Takovy
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pfistup byl pouzit s jistym uUspéchem pii zkouméani zmén v bunécné proliferaci a
apoptdze. Dalsi charakterizace téchto profili se bude muset jesté zkoumat, predevsim kvili
shoddm a rozdiliim v odpovédi na rizné zZiviny a také proto, aby bylo mozné potencialni

shody a rozdily identifikovat. (Milner, 2004)

7.2 Karcinogeneze a folaty

Nizkd konzumace ovoce a zeleniny byla vzdy spojovana se zvySenym rizikem
rakoviny. Mnoho slozek ovoce a zeleniny by mohlo zodpovidat za snizené riziko vzniku
tohoto onemocnéni. Mezi kandidatni slozky patii zejména folaty. Velmi zjednodusené se
da tici, Ze rakovina vznika kvuli nadmérnému poskozeni DNA a/nebo nepiiméiené expresi
kritickych genii. Folaty jsou tudiz v poptedi z4jmu jako protektivni slozka, protoze hraji
dalezitou roli pti syntéze nukleotidli a také pii biologické methylaci molekul jako jsou

DNA, RNA, proteiny a fosfolipidy.

Epidemiologické studie vysledovaly, Ze sniZzeny stav folatl je spojen s rakovinou
délozniho ¢ipku, tlustého stfeva, plic, jicnu, mozku, slinivky bfisSni a prsu.
Nejpresveédciveéjsi je tento vztah pro kolorektalni karcinom. Nedostatek folatil je zaroven
povazovan za dileZity faktor rektalni karcinogeneze podpotené alkoholem, protoZe alkohol

pozménuje mnoha zpisoby normalni folatovy metabolizmus.

Ackoli nékteré studie na zvifatech podporuji epidemiologické pojeti, Ze ptijem
folath ve stravé je protektivni proti ur¢itym druhtim rakoviny, zavéry nejsou zcela shodné.
Duvody pro tyto rozporuplné vysledky jsou kvili nékolika faktorim zahrnujicim zZivo€isny
druh, typ nadoru, dobu, davku a délku aplikace karcinogenu, stddium karcinogeneze a

hladinu a formu folatu ve strave.

Lidské intervencni studie uspotadané tak, aby urcily, zda jednotlivec ve vysokém
riziku rakoviny ma toto riziko sniZzené pomoci vysokych davek folat, byly provedeny
témét vyhradné na piipadech rakoviny délozniho €ipku a tlustého stfeva. Studie rakoviny
délozniho ¢ipku byly nejednotné, a ackoli osm randomizovanych intervenc¢nich studii
provedenych na kolorektalnich neoplazmatech bylo velmi slibnych, mala velikost
studované populace a podstata endpointli zamezila vytvofeni jednoznaénych zavérd o

efektivnosti suplementace. (Choi, 2000)

57



7.3 Folaty

Folaty poskytuji jednouhlikové jednotky potiebné pro syntézu purinu a thymidylatu
a pro methylaci rozmanitych esencidlnich biologickych sloucenin, vcetné¢ fosfolipidi,
protein, DNA a neurotransmiterti. V aktivovaném methylovém cyklu foldt ve formé
N5-methy1tetrahydrofolétu poskytuje  methylové skupiny potfebné k pieméné
homocysteinu na methionin, ktery je pak konvertovan na univerzalni donor methylovych
skupin — S-adenosylmethionin. Ackoli ostatni nutrienty (methionin, cholin, vitamin Biy)
dodavaji nebo pirepravuji methylové skupiny, pouze folaty umoziuji produkci
jednouhlikovych skupin de novo. Funk¢ni dulezitost folath pro methylace in vivo byla
prokazdna v mnoha studiich osvétlujicich vztah nepfimé Gumeéry mezi pifijmem folath a

hladinou homocysteinu v plazmé a tim i spojitost nebo mozné riziko cévnich onemocnéni.

Zprava Ramperstauda a kol. (Ramperstaud, 2000) ukazuje efekt nedostatku folatt
na methylaci lymfocytarni DNA u zdravych starSich Zen. Tato zprava pomaha
dokumentovat novou funkci folatd, kterd ma potencionalné dilezité disledky. Uvedena
s methylovymi skupinami ve stravé zptsobuje hypomethylaci DNA jak u krys, tak u lidi.
Ve studiich na lidech byla hypomethylace DNA pozorovana s pouzitim testu in vitro, ktery
méfil pifjem [*H]methylovych skupin z adenosylmethioninu naurgité dinukleotidové
CpG-sekvence DNA izolované zlymfocyti. Ponckud prekvapivé se vyznamna
hypomethylace DNA objevila béhem mirného vycerpani folath bez klinickych projevi
nedostatku folatd. Hypomethylace lymfocytarni DNA se objevila b&hem sedmi- az
devititydenni periody, coz je také piekvapivé, protoze primernd doba Zivotnosti veskerych
folati téla byla stanovena pomoci kinetického modelu piiblizné na 200 dni. Dynamika
methylacnich reakci zavislych na folatech je ocividné mnohem citlivéjSi na zmény

Vv piijmu folath nez ptizpisobeni celkovych zasob folati v téle.

Mezi nejvyznamnéjsi diisledky novych informaci o folatech a methylaci DNA patii
hypotetické mechanizmy, které tvofi zaklad vztaht mezi folaty piijatymi v potravé a
karcinogenezi. NejatraktivnéjSi hypotéza se zameétuje na roli methylace DNA jako
reverzibilniho signalu pro genovou expresi. Soucasny vyzkum ukazuje, Ze methylace tlumi
genovou expresi navozenim acetylace histonti. Tato acetylace je zahrnuta v transkripéni

represi, kterd mize byt zmirnéna demethylaci DNA.
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Dtikazy o souvislostech mezi metylaci DNA, genovou expresi a karcinogenezi jsou
znaéné. Zahrnuji obecné poznatky o genomické hypomethylaci DNA v nadorové tkani a
ucinky mistné specifického pfizpisobeni methylace DNA na expresi protektivnich

enzymt, tumor supresorovych proteinti a onkogen.

Jelikoz je methylace DNA silnym supresorem genové exprese, sekundarni adaptace
v methylaci DNA na nedostatek folath miize ovlivilovat expresi onkogend i

tumorsupresorovych gend.

U krys krmenych pied rozvojem jaternich nadortt potravou chudou na methylové
skupiny se objevila hypomethylace DNA na specifickych mistech protoonkogenti c-myc,
c-fos a c-Ha-ras spoletné¢ se zvySenym mnozstvim odpovidajici mRNA. Ackoli
hypomethylace DNA muze vést k nadmérné expresi onkogent, jiné dikazy svéd¢i o tom,
ze inaktivace tumorsupresorovych gent hypermethylaci promotorovych oblasti je u lidi téz
spojena s fadou neoplazmat a tumort. U krys zpusobil dlouhodoby nedostatek folatti nebo
methylovych skupin mistn¢ specifickou methylaci v genu p53 spojenou se snizenym

mnozstvim mRNA.

Ackoli epidemiologické studie podporuji inverzni spojitost mezi stavem folati a
rizikem rakoviny u lidi, vysledky z experimentdlnich zvifecich studii jsou nejednotné.
V zévislosti na dobé nutri¢ni intervence a patofyziologickém stavu bun¢k muze plsobit
nedostatek folatl jako prokarcinogen i jako antikarcinogen. Napi. sekundarni poskozeni
DNA pfi nedostatku folath miZe vyvolat neoplastickou transformaci v normalnich
bunkach, ale stejnym mechanizmem mize indukovat apoptézu a ustup tumoru
v nddorovych buinkach. Podobn¢ suplementace folathi mlze byt prevenci pred
neoplastickou transformaci anebo plisobit jako promotor v nadorovych builkach. Ackoli
protikladné vysledky ze studii na zvifatech mohou byt zpiisobeny rozdilnymi podminkami,
je dulezité poznamenat, ze vliv dlouhodobého nedostatku folatii na model methylace DNA
se liSi podle stddia karcinogeneze indukovanim celkové hypomethylace
Vv preneoplastickych buiikach a regionalni hypermethylace v nddorovych buiikach. Takze je
zfejmé, Ze dulezité in vivo methylacni agens jako je foldt miiZze mit rozdilné efekty na
expresi genll spojenych s karcinogenezi a je tedy nutné mit mnohem vice informaci, aby
bylo moZzné definovat specifickou roli a rozmezi koncentraci folati pottebné v riznych

stadiich karcinogeneze.

59



Methylace DNA muze také ovlivnit karcinogenezi pisobenim na opravu DNA a
stabilitu chromozomu. Promotorova oblast genu hMLH1 opravujiciho $patnd spojeni je
opakovan¢ hypermethylovana a utlumena v pfipadé roztrouSeného kolorektalniho
karcinomu. Ostatni dikazy uvadé&ji, ze funkce hMLH1 v n¢kolika bunéénych liniich je
spojena s metylacnimi vzory nékolika buné¢nych geni. Methylace DNA reguluje genovou
expresi prostfednictvim reverzibilni adaptace acetylace histond, kterd ma vliv na strukturu
chromatinu a pfistupnost transkripénich faktorii k jejich vazebnym mistim. Methylace
DNA tedy hraje dulezitou roli a stav folati a vitaminu Bi, Vv lidském téle ovliviiuje
kiehkost DNA a chromozomu. Studie o suplementaci folati a vitaminu By, (Fenech, 1998)
ukazuje vzijemny vztah mezi markery poskozeni lymfocytarnich chromozému a
mnozstvim vitaminu Bj, (nepfimo umérny) a homocysteinu (pfimo Umérny) v plazmé.
V této studii nebyla pozorovana zZadna souvislost mezi poskozenim chromozému a folaty
nebo methylaci DNA, avsak subjekty nemély nedostatek folatli ani nedostavaly stravu

S nizkym obsahem folata.

Soucasna identifikace mnoha genovych polymorfizmi souvisejicich s procesem
methylace a dulezita role folatt, vitaminu B1, @ methioninu v téchto procesech naznacuje,
ze mnoho komplexnich interakci geni a prostfedi mize ovliviiovat methylaci DNA,

genovou expresi a rozli¢nost klinickych vystupi. (Jacob, 2000)

7.4 Kyselina listova — vitamin a vSelék nebo geneticka

c¢asovana bomba?

7.4.1 Folaty — nutricni vSelék

Pochopeni, jak mlize vyziva ovlivnit zakladni Zivotni procesy, v poslednich letech
znacné pokrocilo. Jednim z nejlepSich ptikladl je kyselina listova. Védcei z riznych oboril
od vyzivy po molekularni biologii studuji roli tohoto vitaminu v rozvoji chorob. DileZitost
folatového nutri¢niho statusu a/nebo genetiky je spojena S pfemirou riiznych onemocnéni,
véetné¢ poruch nalady nebo Alzheimerovy choroby, a s fadou druhii rakoviny - rakoviny
tlustého stfeva, prsu, slinivky, d€lozniho Cipku, bronchii a leukémie. Dale je zahrnut 1
Vv etiologii cévnich onemocnéni, novorozeneckych defektl, Downova syndromu,
téhotenskych komplikacich a muzské neplodnosti. Ackoli folaty a/nebo jejich souvisejici

geny hraji dilezitou roli v téchto onemocnénich, musi se pamatovat na to, Ze v jakémkoli
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klinickém fenotypu je neustale zahrnuta komplexni sada interakci gen-gen a nutriet-gen a

ze varianta 677T MTHFR a nizka hladina folatli samy nezpusobi tato onemocnéni.

Duivod pro tuto paletu G¢inku je zaloZen na né€kolika molekularnich mechanizmech
citlivych na vitaminy skupiny B, které slouzi genomickému aparatu. Bunécny status folata
a/nebo interakce mezi pitijmem folati a polymorfizmy enzymu zavislych na folatech by
mohly byt podstatnym ¢initelem téch mechanizmu, které zahrnuji udrzovani genomickych
vzori CpG-methylace pro regulovanou genovou expresi a syntézu pyrimidinovych
nukleotidlh k tomu, aby se pfedeslo Spatnému zaclenéni uracylu a nasledné nestabilité

DNA.

Tteti mechanizmus, ktery se netyka epigenetického fenoménu, uvadi folaty do
souvislosti s atero- a trombogennimi cévnimi chorobami — folaty a enzymy na nich zavislé
jsou rozhodujici pro snizovani hladiny homocysteinu v plazmé¢. Homocystein je sirna
aminokyselina toxickd pro cévy, a proto je pieménéna na methionin
methyltetrahydrofolatem. Jestlize je tato forma folatu v nedostatecném mnozstvi, hladina

homocysteinu stoupa, coz vede k riziku vzniku vaskularni patologie.

7.4.2 Geneticka selekce a prijem folati v potravé

Navzdory tad€ provéfenych benefitl potravy bohaté na folaty ukazuji soucasna
zjisténi, Ze vystaveni zvySenym hladinam tohoto vitaminu béhem perikoncepéni periody
by mohlo selektovat embrya, kterd nesou mutaci alely 677T MTHFR. Naproti tomu pfi
nizkych zasobach folatl je tato alela spojena se vzristajici hladinou homocysteinu a
nenormalnimi epigenetickymi poruchami. Oba pochody jsou kli¢ovymi faktory vzniku

vaskularnich chorob a rakoviny.
Dostate¢né dikazy nyni podporuji nazor, ze vysoky piijem folati v populaci nebo
neregulované libovolné uzivani mize zvysit zastoupeni alely 677T a potencionalné ovlivnit

prevalenci chronickych degenerativnich chorob s moznym vlivem na morbiditu a mortalitu

budoucich generaci. (Lucock, 2005)
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7.5 Pfeména kyseliny  5-formyltetrahydrolistové na
5-methyltetrahydrolistovou je porusena u homozygoti
pro C677T v MTHFR

Vzacné dédicné defekty v MTHFR vedou k hyperhomocysteinémii a nizké hladiné
methioninu v plazmé&. Klinické manifestace téchto vad se li$i v rozmezi od neurologickych
poruch az po poruchy cévni. Zavaznost takovych abnormalit potom koreluje se stupném

ztraty aktivity enzymu.

Vroce 1988 védci poprvé identifikovali béznou variaci enzymu MTHFR
charakteristickou poklesem enzymové aktivity (~ 50 %) a vétsi citlivosti na tepelnou
inaktivaci Vv porovnani s normalnim enzymem in vitro (Kang, 1988). Kdyz extrakt
lymfocytl nebo fibroblastii obsahujici tuto variaci enzymu byl piedinkubovan na 46 °C
po dobu 5 minut, zbytkova enzymova aktivita byla o hodné niz8§i nez u normélniho

enzymu. Proto byla tato variace nazvana ,,termolabilni MTHFR*.

Po izolaci lidské ¢cDNA pro MTHFR bylo zjisténo, ze charakter termolabilniho
enzymu je kvili homozygotni tranzici cytosinu za thymidin v nukleotidu 677 (C677T),

ktera vede k substituci alaninu za valin.

Do dneSniho dne byla aktivita termolabilni MTHFR popséna pouze in vitro.
Smyslem studie proto bylo ur€it, zda pfitomnost daného polymorfizmu naruSuje syntézu
kyseliny 5-methyltetrahydrolistové in vivo. U lidskych subjektt s genotypem MTHFR T/T
(mutantni) nebo C/C (wild-type) se méfil vzestup koncentrace této kyseliny v plazmé a
v mo¢i po oralnim podani 5-formyltetrahydrolistové kyseliny. Postup byl zaloZen na
predchozich studiich, které dokazaly, Ze vzestup kyseliny S5-methyltetrahydrolistové
vplazmé a vmoci nasleduje po konverzi kyseliny S-formyltetrahydrolistové na

5-methyltetrahydrolistovou a tento proces vyzaduje ptisobeni MTHFR.

7.5.1 Hodnoceni aktivity jednotlivych genotypi MTHFR

Ve studii byla meéfena schopnost homozygotnich jedincti s genotypy C677T
MTHFR T/T a C/C konvertovat kyselinu 5-formyltetrahydrolistovou na
5-methyltetrahydrolistovou. Tato konverze byla posouzena podle vzestupu koncentrace

kyseliny 5-methyltetrahydrolistové v plazmé a vmoéi po ordlni davce 5 mg
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5-formyltetrahydrolistové kyseliny. Studie Whiteheada a kol. (Whitehead, 1972) ukazala,
ze prijem kyseliny 5-formyltetrahydrolistové (2 mg) je spojen s okamzitym vzestupem
koncentrace kyseliny 5-methyltetrahydrolistové v portalni a periferni krvi. Skute¢nost, ze
tento vzestup byl pozorovan v portalni krvi, tj. pfedtim, nez se podany folat dostal do jater,
je dikazem, ze stfevni tkain ma schopnost konvertovat kyselinu 5-formyltetrahydrolistovou

na 5-methyltetrahydrolistovou.

V dalsi studii Nixon a Bertino (Nixon, 1972) pouzili radioaktivné¢ znacenou
5-formyltetrahydrolistovou kyselinu, aby ukazali, ze piijem tohoto folatu je spojen
s okamzitym vznikem radioaktivity v periferni plazm¢, coz odpovidd mnozstvi piijaté
5-formyltetrahydrolistové kyseliny a sklada se z 90-ti % z této znacené kyseliny. Tato data
ukazuji, ze v prubchu absorpce nastava ztrata formylovych skupin a nasledny pfiristek
novych jednouhlikovych jednotek, které se pak redukuji na 5-methylderivat. Studie také
ukazuje, Zze po pifijmu radioaktivné znaceného 5-formyltetrahydrofolatu je exkrece folatu
v moci charakterizovana pocateCnim vzestupem koncentrace 5-formyltetrahydrofolatu a
dale vzestupem koncentrace 5-methyltetrahydrolistové kyseliny, coz odpovidd hladindm

V plazmég.

Data ztéto studie neukazuji zadny rozdil mezi genotypy MTHFR C/C a T/T
ve vzestupu koncentrace 5-methyltetrahydrolistové kyseliny v plazmé a v mo¢i po oralnim
podani 5-formyltetrahydrolistové kyseliny. Nepfitomnost rozdilu mezi genotypy
naznacuje, Ze aktivita mutantni varianty MTHFR byla pfi danych podminkach natolik
dostacujici, Ze =zabréanila pozorovani jakéhokoliv poklesu 5-methyltetrahydrolistové

kyseliny. K interpretaci téchto vysledkt mize byt pouzito nékolik vysvétleni.

Jednou z moznosti je, ze varianta T/T MTHFR byla chranéna pfed inaktivaci
V pfitomnosti dostatecné koncentrace folatovych substrati. Takova interpretace byla
odvozena od dikazi, ze mnozstvi celkového homocysteinu v plazmé u lidi s T/T
genotypem MTHFR je zvySeno pouze u téch jedinct, kteti maji nizky folatovy status.
Pokud je folatovy status dostatecny, celkova hladina homocysteinu se nelisi od jedinct
swile-type genotypem. Jelikoz je homocystein substritem pro methylaci
5-methyltetrahydrolistovou kyselinou, jeho hladina v plazmé u jedinct s T/T genotypem
MTHFR slouzi kindikaci, zda je varianta T/T MTHFR schopna zvladnout bunécné
pozadavky pro 5-methyltetrahydrolistovou kyselinu. Tudiz, kdyZ je hladina homocysteinu
Vv plazmé pro tranzici C677T MTHFR vyssi nez u kontrolnich subjektd s wild-type
genotypem, je to nejpravdépodobnéji kvili defektu aktivity termolabilniho enzymu. V této
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studii mély vSechny subjekty adekvatni folatovy status, jak bylo naméieno z plazmy a
z Cervenych krvinek (red blood cells; RBC). I vSechny koncentrace homocysteinu v Krvi
byly normalni. Zda se bude mira konverze poziené 5-formyltetrahydrolistové kyseliny na
5-methyltetrahydrolistovou kyselinu li§it u homozygota pro tranzici C677T

s neadekvatnim folatovym statusem zlistdva neobjasnéné.

Jiné vysvétleni spocivd v tom, Zze davka 5 mg byla neadekvatni (tj. pfili§ vysoka
nebo pfiliS nizkd), aby rozliSila mezi dvéma fenotypy MTHFR. Soucasna studie vSak
ukazala, ze v porovnani s wild-type enzymem aktivita varianty T/T MTHFR z extraktu

lymfocyth zlstala snizena v rozmezi pfidaného substratu.

Je téZ mozné, ze exprese genotypu T/T MTHFR in vivo se lisi v riznych tkanich.
Rovnéz byla uréena distribuce folatovych forem v RBC. U jedinct s wild-type MTHFR
obsahovaly RBC vyhradné polyglutamat 5-methyltetrahydrolistové kyseliny. Avsak
u vétsiny jedincu s variantou T/T MTHFR obsahovaly RBC kromé polyglutamatu
5-methyltetrahydrolistové kyseliny jest¢ formylovany polyglutamat tetrahydrolistové
kyseliny v poméru od 0 do 58 % celkového mnozstvi folati. U vSech subjektt byl celkovy

obsah folathh v RBC urcen jako normalni mnozstvi a nelisil se mezi genotypy.

Bez ohledu na folatovy status se béhem zrani RBC proces, pfi kterém dochazi ke
konverzi folatd na 5-methyltetrahydrolistovou kyselinu pomoci T/T varianty MTHFR,
stava oslabeny. Studie, kterd je v rozporu s uvedenym tvrzenim, naznacuje, Ze ve tkanich,
které jsou odpovédné za konverzi poziené 5-formyltetrahydrolistové kyseliny na kyselinu
5-methyltetrahydrolistovou (napf. stfevo a jatra), T/T MTHFR neprojevuje oslabenou
aktivitu. MozZnost jednotlivych tkani odliSovat se v expresi T/T MTHFR in vivo je tedy
tieba jesté prozkoumat. (Stern, 2000)

7.6 Polymorfizmus gent ucastnicich se jednouhlikového

metabolizmu a riziko rakoviny prsu

7.6.1 Metabolizmus uhliku a SNP u¢astnicich se genti

Metabolizmus uhliku (viz Obrazek 2) je sit’ vzajemné propojenych biologickych
reakci, ve kterych je jednouhlikova slozka pfevedena do skupiny sloucenin odvozenych od

folatu. Tak se usnadiiuje propojeni mezi syntézou DNA (genetika) a methylaci DNA
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(epigenetika), coz jsou zakladni procesy v etiologii karcinomu prsu. Vyznamna je
produkce S-adenosylmethioninu, ktery je primarnim donorem methylovych skupin pro
methylaci DNA, RNA 1 proteinii. Dale dodiava methylové skupiny pii methylaci

deoxyuridinmonofosfatu na deoxythymidinmonofosfat pii syntéze DNA.

Poruchy jednouhlikového metabolizmu mohou hrat vyznamnou roli v rozvoji a
rustu neoplasmat v disledku ucinku na genovou expresi prosttednictvim methylace DNA a
v disledku vlivu na integritu genomu pomoci syntézy a reparace DNA. Nedostatek folatt
sam o sob¢ ma dostatecnou silu, aby zmensSil celkové zasoby methylovych skupin.
Epidemiologické studie podporuji vyznam dopliiovani methylovych skupin v patogenezi
karcinomu prsu, ale vysledky nejsou vzdy konzistentni. Nékteré velké prospektivni
epidemiologické studie zjistily, Ze zvySeni piijmu kyseliny listové milze chréanit proti

rakoving prsu, zvlasté u lidi nadmérné konzumujicich alkohol.

V nedavné metaanalyze tfinacti studii typu piipad — kontrola a 9 kohortovych studii
(Lewis, 2006) nebyla zjisténa zadna vyznamna asociace mezi piijmem kyseliny listové a
rizikem rakoviny prsu. Spornéjsi informace pfinasi screeningova studie rakoviny prostaty,
plic, tlustého stfeva a vaje¢niku (Stolzenberg-Solomon, 2006), v niz bylo zvySené riziko
rakoviny prsu u postmenopauzalnich Zen spojeno se suplementaci kyseliny listové

V mnozstvi vétsim nez 400 pg za den.

Fyziologické davky methylovych skupin mohou byt uréeny pomoci vzdjemného
pusobeni prostfedi a genetickych faktorii. Dobrym kandidatem pro studium interakci geni
a prostiedi je pravé jednouhlikovy metabolizmus. V popula¢ni studii ptipad — kontrola (the
Long Island Breast Cancer Study Project; LIBCSP; Gammon, 2002) byl u pacientt, ktefi
neuZzivali zddnou suplementaci, nalezen inverzni vztah mezi pfijmem vitaminu B a rizikem
rakoviny prsu. Funkéni polymorfizmus 677C—T v genu pro MTHFR, coz je klicovy
enzym jednouhlikového metabolizmu, byl samostatné spojen s rizikem vzniku rakoviny

prsu. Mezi timto polymorfizmem a piijem folatli byla rovnéz patrna vyznamna interakce.

V této studii byla pouzita stejnd populace jako v LIBCSP a systematicky se
zkoumalo, zda je riziko rakoviny prsu spojené s funkénimi polymorfizmy sedmi dalSich
klicovych genti zapojenych do uhlikového metabolizmu. Tyto geny koduji nasledujici
enzymy: thymidylatsyntazu (thymidylate synthase; TYMS), methioninsyntazu (methionine
synthase; MTR), methioninsyntdzu-reduktazu (methionine synthase reductase; MTRR),

cytosolovou serinhydroxymethyltransferazu (cytosolic serine hydroxymethyltransferase;
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c¢SHMT), dihydrofolatreduktazu (dihydrofolate reductase; DHFR), betain-homocystein
methyltransferazu (betaine-homocysteine methyltransferase; BHMT) a redukovany
prenase¢ folati 1 (reduced folate carrier 1; RFC1) (Obrazek 2). Zaroven se zjist'ovalo, zda
tyto polymorfizmy interaguji s piijatym vitaminem B ve stravé a zda je pak ovlivnéno

riziko rakoviny prsu.

Obrazek 2: Schematicky obrazek metabolizmu uhliku. (Xu, 2007)
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Kli¢ové geny tcastnici se jednouhlikového metabolizmu zahrnuji MTHFR, TYMS, MTR,
MTRR, cSHMT, DHFR a BHMT.

Redukovany pienase¢ folatd 1 (reduced folate carrier 1; RFC1) po intestinalni absorpci

transportuje polyglutamylfolat ze stravy (ptevladajici forma folatl ve strave).

Uhlikového metabolizmu se dale ucastni: homocystein (Hcy), S-adenosylmethionin
(SAM), adenosylhomocystein (SAH), tetrahydrofoldt (THF), dihydrofoldt (DHF),
deoxyuridin monofosfat ({UMP) a deoxythymidin monofosfat (dUTP).
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7.6.2 Interakce genii souvisejicich s uhlikovym metabolizmem

S rizikem vzniku rakoviny prsu souvisi dva polymorfizmy MTHFR. Polymorfizmy
ostatnich sedmi genli nemaji vyznamnou spojitost s onemocnénim kromé¢ ndznaku vztahu
davka-odpoveéd’ u polymorfizmu TYMS 5'-UTR. Spojitost genotypu a rakoviny prsu se

neliSila u pre- nebo postmenopauzalnich Zen.

Védci zkoumali spolecny efekt genetickych variaci a konzumace folati a vitaminii
skupiny B na riziko vzniku onemocnéni. S vyjimkou jiz zminéné vyznamné interakce
MTHFR-folaty nebyla jina podstatna interakce gent a folatli pozorovana. Jelikoz vitaminy
skupiny B jsou kofaktory MTHFR, cSHMT a MTR, byly také studovany potencionalni
interakce B,-MTHFR, Bg-cSHMT a Bjp-MTR. Zadné znamky interakci vSak nalezeny
nebyly.

Vzhledem ke slozitosti interakci mezi geny (Obrazek 2) se sledovaly interakce mezi
sousedicimi geny v nasobném méfitku, napt. MTHFR-TYMS, BHMT-MTR, MTRR-MTR,
MTHFR-MTR a MTHFR-cSHMT. Podstatna interakce byla zaznamenana pouze mezi
677C—T v MTHFR a polymorfizmem tandemovych repetic TYMS 5'-UTR. V porovnani
s jedinci s wild-type genotypem na obou lokusech (677CC-3R/3R) bylo pro genotyp
MTHFR 677TT kombinovany s genotypy TYMS 3R/3R nebo 3R/2R a stejné tak i genotyp
TYMS 2R/2R kombinovany s genotypy MTHFR 677CC nebo TT pozorovano znaéné

zvysené riziko.

7.6.3 Vyznamna interakce MTHFR a TYMS

Rozdily v genech pro enzymy podilejici se na jednouhlikovém metabolizmu jsou
vhodnymi kandidaty pro studium efektti genetickych 1 vlivli prostiedi a jejich piisobeni na
riziko vzniku rakoviny prsu. Mame epidemiologické diikkazy o tom, Ze riziko vzniku
rakoviny prsu miiZze byt sniZzeno zvySenim piijmu folat a ptibuznych vitaminid skupiny B.
V této studii jsou, jako v jedné z prvnich, systematicky zhodnoceny genetické variace
zapojené do jednouhlikového metabolizmu ve vztahu k riziku vzniku karcinomu prsu.
Vzhledem k vysoké prevalenci téchto polymorfizmt v bézné populaci pomizou vysledky

studie identifikovat rizikové faktory pro prevenci onemocnéni.

MTHFR je klicovy gen v jednouhlikovém metabolizmu. V kédujici oblasti byly
studovany dva nesynonymni polymorfizmy, 677C—T a 12984—C. Jejich souvislost
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s rizikem karcinomu prsu je ale rozporuplna. Informace o dalsich polymorfizmech gent

metabolizmu uhliku jsou pomérné vzacné a byly obecné negativni.

Co se tyka genotypu MTR, MTRR nebo interakci téchto genotypt s polymorfizmem
677C—T v MTHFR se riziko vzniku rakoviny prsu statisticky neliSilo. Podobné nebyla
nalezena zadna souvislost mezi polymorfizmem tandemovych opakovani TYMS 5'-UTR a
rizikem rakoviny prsu. Mezi rizikem tohoto onemocnéni a polymorfizmem 27564A—G
vV MTR rovnéZ nebyl prokazan zadny vztah. Souvislost ostatnich polymorfizmu tu¢astnicich

se metabolizmu uhliku s uvazovanym rizikem rakoviny prsu také nalezena nebyla.

AZ na vyznamnou souvislost polymorfizmu MTHFR s rizikem vzniku karcinomu
prsu, jak jiz bylo uvedeno vyse, polymorfizmy v jinych genech pro biotransformaci uhliku
nijak vyrazné toto riziko ve studované populaci samostatné nezménily. Tyto vysledky
tedy zdiraziiuji pfedevS§im rozhodujici ulohu MTHFR. Tento enzym katalyzuje
ireverzibilni pfeménu 5,10-methylentetrahydrofolatu (hlavni formy intracelularni kyseliny
listové) na 5-methyltetrahydrofolat (hlavni formu cirkulujici kyseliny listové), coz muze
byt limitujicim krokem, protoze 5,10-methylentetrahydrofolat je substratem pro dalsi tfi

enzymatické reakce, véetné reakce kalatyzované TYMS (viz Obrazek 2).

Zmény aktivity MTHFR mohou naklonit rovnovahu jednouhlikového metabolizmu
ve prospéch syntézy DNA na tukor nabidky methylovych skupin (.
S-adenosylmethioninu) pro methyla¢ni reakce. Nedostatecnd nabidka methylovych skupin
muze vést k nenormalni methylaci DNA, ktera je spojena se vznikem rakoviny prsu.
Vzhledem k nedostate¢né souvislosti jinych polymorfizmd stimto onemocnénim Se
predpoklada, ze ackoli jednouhlikovy metabolizmus zahrnuje sit’ vzajemné propojenych
enzymt, existuje znacny nadbytek MTHFR vystupujici jako vratny nebo limitujici enzym
pro celou metabolickou cestu. Souvisejici reakce v komplexu metabolizmu uhliku

pravdépodobné kompenzuji jakykoli ptipadny deficit jednoho enzymu.

Mezi MTHFR a TYMS byla pozorovana vyznamna interakce. Takova interakce je
biologicky pfijatelna, protoze 5,10-methylentetrahydrofolat je substratem pro oba enzymy
a muze byt bud  ireverzibiln¢  pfeveden na  5-methyltetrahydrofolat
methylentetrahydrofolatreduktdzou nebo se podilet na syntéze thymidylatu katalyzované
thymidylatsyntazou. Prvni reakce urcuje zasobu folatu k remethylaci homocysteinu na
methionin, kdezto TYMS sméfuje folaty k syntéze DNA, kterd je jedinym de novo
zdrojem thymidylatu pro syntézu DNA v buiice (Obrazek 2). Nicméné, vzor OR spojeny
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s kombinovanymi genotypy nelze snadno vysvétlit. Vzhledem k tomu, ze MTHFR 677T a
TYMS 2R jsou ziejmé rizikové alely, lze pfi kombinaci genotypi MTHFR 677TT a TYMS
2R/2R ocekavat nejvyssi riziko. Pii kombinaci téchto genotypu bylo OR mensi nez se
ocekavalo, coz muze odrazet citlivou rovnovahu mezi reakcemi zprostiedkovanymi

MTHFR a TYMS.

Vysledky potvrdily dikazy o vyznamu role MTHFR v této metabolické cesté. Mezi
MTHFR 677C—T a TYMS 5'-UTR byla nalezena vyznamna interakce. MTHFR a TYMS

jsou tedy dva hlavni limitujici enzymy v této metabolické ceste.

Tyto vysledky podporuji zavéry =ziskané prostfednictvim  tradi¢nich
epidemiologickych analyz. Zjisténi také =zduraziuji dilezitost jednouhlikového
metabolizmu v etiologii karcinomu prsu. Ackoli je tento metabolizmus siti vzajemné
propojenych enzymi, je tieba hodnotit limitujici enzym a jeho interakce s prostiedim a s

geny podilejicimi se na stejném metabolizmu. (Xu, 2007)
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8 Diskuse

Cilem mé diplomové prace bylo zhodnotit n¢které nutrigenetické a nutrigenomické
aspekty u vybranych chronickych onemocnéni. Pozornost jsem zaméfila na obezitu,

kardiovaskularni onemocnéni, diabetes mellitus druhého typu a rakovinu.

Nejprve jsem se zabyvala interakcemi mezi nutrienty a geny obecné. Nékteré
nutrienty mohou vystupovat jako aktivatory ¢i inhibitory ur€itych receptord v organizmu a
ovlivitovat tak genovou transkripci. To znamend, Ze interaguji s geny piimo a aktualné.
Pokud télo neni vystaveno pusobeni nutrientu, jeho vliv odezni. Na rozdil od tohoto
pfipadu, mohou nutrienty ovliviiovat geny dlouhodobég, ptisobenim na genovou expresi.
Nejvyznamnéj$im mechanizmem tohoto typu je methylace DNA v promotorové oblasti
genu. Methylace probiha na tzv. CpG ostriivkach. Methylové skupiny zde zabrani navazani
bud’ aktiva¢nich nebo inhibi¢nich faktorG a tim je negativné nebo pozitivné ovlivnéna
exprese genu. Methylacni skupiny nékterych nutrientli zptsobi trvalou methylaci gent,
ktera se dokonce pienasi i z generace na generaci. Dalsi interakci mezi nutrienty a geny
predstavuji individualni odliSnosti V jednotlivych nukleotidech (SNP) kazdého jedince.
Vétsina z téchto polymorfizmt nema vyznam pro zménu genové exprese. Mala ¢ast z nich
ma vsak podstatny vyznam pro rizné nutri¢ni pozadavky jedinct.. Na zékladé analyzy SNP

bude v budoucnu mozné provadét prakticka vyzivova doporuceni. (Ziesel, 2007)

Cilem pouziti nutrigenetickych a nutrigenomickych metod je pfedevs§im na zakladé
genotypu jedince identifikovat markery onemocnéni a doporu¢it mu takova konkrétni
dietni doporuceni, aby se zabranilo vzniku ¢i rozvoji onemocnéni. Téchto metod 1ze vyuzit

V prevenci primarni, sekundarni i terciarni. (Dwyer, 2006)

Konkrétnim ptikladem muize byt vytvofeni dietnich doporuceni pro o0soby s
nadvahou nebo obezitou, jak uvadi ve své studii Arkadianos (Arkadianos, 2007). Vétsina
lidi po dodrzovani obecné redukéni diety snizi na urcitou dobu svoji té€lesnou hmotnost. Po
case vSak néktefi jedinci ziskaji ztracenou hmotu zpét. Pokud vSak pacienti dodrzuji dietu
stanovenou dle genetického rozboru vybranych genti, hmotnost se nezvysi. Zaroven se
zlepsi 1 hladina glukézy v krvi nala¢no. Na rozdil od pacientd z kontrolni skupiny, ktefi
dodrZovali béZznou nizkokalorickou dietu, dosahli pacienti z nutrigeneticky testované
skupiny dlouhodobé redukce télesné hmotnosti a prediabetickym jedincim se vratila
hladina glukézy opét do normalniho rozmezi. Pfi aplikaci ,,nutrigenetické diety pacienti

vykazuji lepSi compliance k 1écbé. Vyvazeny pifijem nutrientti dale vede ke snizeni rizika
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vzniku chronickych onemocnéni jako jsou diabetes, kardiovaskularni choroby a

metabolicky syndrom.

Predispozice ke znovuziskani ztracené hmotnosti po redukéni dieté Ize odhalit
pomoci profilovani genové exprese RIPK3 a RNF216 v PBMC (Goyenechea, 2009).
Jedinci, ktetfi maji vyssi hladinu mRNA téchto geni, pravdépodobné ziskaji ztracenou
hmotnost zpét. Tento faktor by proto mohl slouzit jako biomarker pro hodnoceni 1écby

obezity.

Nutrigenomické a nutrigenetické aspekty lze sledovat i v souvislosti
s kardiovaskularnim onemocnénim. Soucasny vyzkum je zaméten piedev§im na eliminaci
¢i redukci rizikovych faktori spojenych s timto onemocnénim. K tomu je tfeba dostatek
informaci o interakcich genetickych polymorfizmti a stravy a jiz zminéném
kardiovaskularnim riziku. Jednim zté€chto vyznamnych SNP je polymorfizmus
apolipoproteinu A-I APOAl — 75G—A a jeho interakce s pfijmem PUFA. Vysledky
provedenych studii (Ordovas, 2006) ukazuji, Ze u Zen se vzacnéjsi alelou A dochazelo
k poklesu LDL pii zvySeném piijmu PUFA a ke zvySeni hladiny HDL. U Zen s genotypem
G/G dochazelo ke zvySeni hladiny HDL naopak pii pfijmu PUFA men$im nez 4 %
energetického piijmu. Piijem PUFA souvisi jesté s polymorfizmem PPARA Leul62Val
genu pro PPAR-a. Pritomnost mén¢ ¢asté alely V162 u muzl je spojena se zietelné vyssi
sérovou koncentraci celkového cholesterolu, LDL, apo B a apo C-III nez u muzu s alelou
L162. U osob salelou V162 vsak koncentrace triacylglyceroli nalaéno se zvySenym
ptfijmem PUFA znacné poklesla. Na zaklad¢ téchto zjiSténi by bylo mozné vypracovat

vvvvv

tieba jesté upfesnit fadu informaci tykajicich se mechanizmu téinku PUFA.

Rizikovym faktorem kardiovaskularniho systému je bezpochyby ateroskleroza. Jeji
vznik je podminén jednak vnéjSimi faktory a jednak faktory genetickymi. Cilem vyzkumu
(Yamasaki, 2006) genetickych faktorti bylo provést Sirokospektry scanning SNP a analyzu
a naslednou identifikaci kandidatskych gend. Ukazalo se, Ze jednotlivé polymorfizmy
zkoumanych genl nemaji vyznamny vliv na IMT karotidy, jakoZto surogatu koncového
polymorfizmd, a to pfedevsim kombinace genotypu MTHFR 677 TT a LTA 252 GG a
kombinace genotypu ACE DD a LTA 252 GG.
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Dalsi podstatny rizikovy faktor kardiovaskularnich onemocnéni je nizka hladina
HDL. Proto se védci (Fisler, 2005) zabyvali vlivem bé&ézného polymorfizmu -5/4C—T
v LIPC promotorovém genu na hladiny HDL v souvislosti s pfijmem tukd v potravé.
Genotyp TT byl ve vétSin¢ piipadi spojen s vyssi hladinou HDL. V souvislosti
s mnozstvim konzumovanych tuka vSak vysledky nebyly jednotné a tedy replikovatelné.

Proto je tfeba provést jesté dalsi vyzkum s dostate¢né velkym vzorkem osob.

Hladinu HDL ovliviiuji 1 dalsi genetické faktory. TNF-o pozménuje lipidovy
metabolizmus a expresi genti Gcastnicich se metabolizmu lipidi. Geneticky polymorfizmus
TNF-a ovliviiuje GCinek potravou piijimanych PUFA na jeho produkci v lidském
organizmu. SNP v pozici -238G—A snizuje miru transkripce a produkce cytokini, zatimco
SNP v pozici -308G—A oba jevy zvysuje. Polymorfizmy TNF-a zpusobuji zmény
v produkci TNF-o dle pfijmu PUFA v potravé, coz nasledné moduluje zanétlivy stav
bunck a ovliviiuje zpétny transport cholesterolu. Zvyseny piijem PUFA znamend vyssi
hladinu HDL a apo A-1 u jedincti s genotypem TNF-a spojenym s nizsi produkci TNF-a.
®-3 a -6 PUFA maji rizné u¢inky na produkci TNF-a a na hladiny HDL (Fontaine-
Bisson, 2007). Dosavadni poznatky je tedy dulezité potvrdit v dalsim vyzkumu a objasnit

presny mechanizmus uc¢inku.

Nutrigenomické a nutrigenetické metody lze uplatiovat pii zkoumani vzniku a
rozvoje diabetu mellitu druhého typu. Toto onemocnéni patii mezi celosvétove
nejrozsifenéjsi onemocnéni a jeho vyskyt neustale stoupa. Vznikd opét vlivem vnéjSich
faktori a na podkladé genetickém. Cilem nutrigenomiky a nutrigenetiky je objasnit
interakce genomu a stravy, urCit optimalni dietu pro jednotlivce a vysvétlit, jak geneticka
vybava jedince odpovida na stravu nebo jak souvisi odlisné fenotypy s rozdily v bunécné
nebo genetické odpovédi. Ktomu slouzi analyza kandidatskych gendi a jejich
polymorfizmi. Mezi takové geny patii KCNJ11, ktery koduje Kir6.2, TCF7L2,
polymorfizmus Gly972Arg v IRS1, polymorfizmus Gly1057Asp v IRS2, polymorfizmus
Trp64Arg v genu kodujicim Pz adrenergni receptor a -308 G/A promotorova varianta
v TNF.

Citlivost Kk inzulinu, inzulinovou sekreci, nebo vztah mezi obéma jevy mohou
ovlivilovat genetické variace v genu pro kalpain-10. Ne&kolik variant genu ABCCS8
(kodujici sulfonylmocovinovy receptor, SUR1) a KCNJ11 (kddujici vnitinim draslikovy
kanal, Kir6.2) souvisi s poruchou sekrece inzulinu a diabetem typu 2. Pravym vnimavym

genem pro diabetes typu 2 je TCF7L2. Objasnénim mechanizmu, kterym vedou zmény ve
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funkci nebo regulaci tohoto transkripéniho faktoru ke ztrat¢ vykonu B-bunék a/nebo
citlivosti Kk inzulinu, bude mozné poskytnout novy zasadni pohled na patogenezi

onemocnéni.

Vyznamnym vnimavym genem je PPARG, ktery kdéduje PPARY vystupujici jako
transkripcni faktor. Ticha substituce C1431T v Sestém exonu PPARG je polymorfizmus,
ktery moduluje vliv Prol2Ala na sklon k diabetu typu 2, resp. ma projektivni charakter
proti mirné hyperglykemii nala¢no a diabetu typu 2. Vyznamna interakce byla téz popsana
mezi polymorfizmem Leul62Val v PPARa a piijmem -6 PUFA. U 0sob s méné ¢astou
alelou V162 je zvyseny piijem ®-6 PUFA spojen se znacnou redukci koncentrace

triacylglycerola.

Pted rozvojem diabetu typu 2 chrani vysoka plazmaticka koncentrace adiponektinu.
Hladiny adiponektinu a citlivost na inzulin jsou ovlivnény dédi¢nymi variacemi na lokusu

ACDC.

Vznik diabetu typu 2 souvisi nejen se samotnymi geny, ale i s interakcemi gent a
nékterych slozek stravy. Genotyp PPARG Prol2Ala modifikuje interakci mezi celkovym
pfijmem tukd ve stravé a rizikem vzniku obezity. U homozygoti Pro/Pro pii vysokém
ptijmu tukt riziko obezity vzroste. Polymorfizmus Prol2Ala genu pro PPARy2 uzce
souvisi s pfijmem MUFA a s BMI. Obézni lidé s alelou Ala-12 maji vyssi hodnoty
HOMA-IR, obzvlasté kdyz je jejich piijem MUFA nizky. Interakce tucné stravy a
nadmérné exprese genu Rad zhorsi inzulinovou rezistenci ve svalech. Genetické variace
v lokusu genu PLIN (11482GA a 14995AT) moduluji u¢inky bézného tuku a sacharida ze
stravy na inzulinovou rezistenci. Soucasné poznatky ukazuji, Ze ptfitomnost alely A
v polymorfizmu SCARB1 v exonu 1 je spojena se statisticky vyznamnym vzestupem
citlivosti na inzulin po konzumaci stravy bohaté na MUFA v porovnani s jedinci s alelou
G/G. Piitomnost polymorfizmu Ala54/Thr54 genu FABP2 zhorSuje citlivost inzulinu na

periferii, jestlize jeho nositelé konzumuji stravu bohatou na SFA.

Ptiméfené udrzeni ubytku hmotnosti je dualezité, aby se vyznamné sniZilo riziko
vzniku diabetu typu 2. Redukovany piijem celkového tuku, obzvlasté nasycenych tukd,

snizuje riziko tohoto onemocnéni. (Dedoussis, 2007)

Konzumace diety bohaté na SFA nezavisle na BMI u jedinct s alelou S2 genu pro

apo C-III zvySuje koncentraci inzulinu po oGTT, coz muze vést k nartistu inzulinové
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rezistence. Tyto vysledky koreluji se zvySenou koncentraci triacylglycerolti a vysokym

krevnim tlakem. (Salas, 1998)

Nekteré slozky stravy maji bioaktivni charakter a mohou ovliviiovat proces
karcinogeneze. (Milner, 2005) Nejvétsi pozornost je zaméfena piedevsim na folaty, které
maji protektivni charakter na DNA. Hraji dilezitou roli pfi syntéze nukleotidi a
pfi biologické methylaci molekul jako jsou DNA, RNA, proteiny a fosfolipidy. (Choi,
2000) Folaty poskytuji methylové skupiny potifebné k pfeméné homocysteinu na
methionin, ktery je pak konvertovan na univerzalni donor methylovych skupin —
S-adenosylmethionin. Methylace DNA je silnym supresorem genové exprese. Nedostatek
folatlh ve stravé zpusobuje hypomethylaci DNA, ktera muze vést k nadmérné expresi
onkogenll V normalnich bunikdch. Sekundarni poskozeni DNA pti nedostatku folati vSak
muze indukovat apoptézu a ustup tumoru v buitkach nédorovych. Ztoho vyplyva, ze

nedostatek folati mtize pasobit jako prokarcinogen i jako antikarcinogen.

Na druhé strané hypermethylace promotorovych oblasti tumorsupresorovych genti
po suplementaci folatt vede K jejich inaktivaci a pfedznamenava vznik tumoru anebo mtize

suplementace folatli plisobit jako prevence pted neoplastickou transformaci.

Je tedy nutné mit mnohem vice informaci, aby bylo mozné definovat specifickou

roli a rozmezi koncentraci folatt potiebné v riznych stadiich karcinogeneze. (Jacob, 2000)

V metabolizmu folat hraje kli¢ovou roli enzym MTHRF. Pozornost védci je proto
zamé&fena predevSim na genetické variace MTHFR a jejich vliv na rliznd onemocnéni
v souvislosti s pfijmem folath. MTHFR je enzym odpovédny za pifeménu kyseliny
5-formyltetrahydrolistové na 5-methyltetrahydrolistovou. Tato konverze je porusena u
homozygotu pro 677C—T v MTHFR. (Stern, 2000) Funk¢ni polymorfizmus 677C—T v
genu pro MTHFR byl samostatné spojen s rizikem vzniku rakoviny prsu. Mezi timto
polymorfizmem a pftijem folati byla rovnéz patrna vyznamna interakce. Metabolizmu
uhliku, do kterého patii 1 pfeména folatl, se ale uiCastni vice enzymi. Proto se zkoumalo,
zda je riziko rakoviny spojeno i s polymorfizmy dalSich sedmi klicovych genti pro
pfisluiné enzymy. Zadna spojitost ale u jednotlivych genetickych variaci nalezena nebyla.
Podstatna interakce vSak byla zaznamenana mezi 677C—T v MTHFR a polymorfizmem
tandemovych repetic TYMS 5'-UTR. Pro genotyp MTHFR 677TT kombinovany s genotypy
TYMS 3R/3R nebo 3R/2R a stejné tak i genotyp TYMS 2R/2R kombinovany s genotypy
MTHFR 677CC nebo TT bylo pozorovano zna¢n¢ zvysené riziko. (Xu, 2007)
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9 Zavér
Cilem mé diplomové prace bylo zhodnotit nutrigenomické a nutrigenetické aspekty

u vybranych onemocnéni. Na zaklad¢ téchto dat by bylo mozné vytvaret individualizovana

doporuceni pro konkrétniho pacienta.

Zamg¢ftila jsem se na chronicka onemocnéni, jejichz vyskyt v populaci neustale
stoupa, tzn. obezita, kardiovaskularni choroby, diabetes mellitus druhého typu a rakovina.
U jednotlivych patologii je nejprve tfeba zjistit kandidatské geny, které souviseji se
vznikem onemocnéni, poté urcit jednotlivé polymorfizmy téchto genit a nakonec odhalit
interakce genli a stravy. Na zaklad¢ takovych udaji je mozné vytvaret vyzkumem

podlozena individuélni nutri¢éni doporuceni.

Screening genll podilejicich se na jednotlivych onemocnénich, resp. jejich mutaci a
polymorfizmi je finanéné nakladna metoda, proto jeji zaclenéni do kazdodenni praxe

zatim neni bézné. Nicméné vyzkum v této oblasti se mohutné rozviji.

Nejvice prozkoumanymi nutrienty jsou zatim PUFA (-3 a ®-6 polynenasycené
mastné kyseliny) a folaty. ®-3 a ©-6 PUFA maji rozdilné efekty v lidském organizmu. Je
tedy nutné piesné mechanizmy jesté odhalit. Piijem PUFA mutze modulovat genovou
expresi n¢kolika enzymi Gcastnicich se lipidového a sacharidového metabolizmu. Ptijem
PUFA interaguje s polymorfizmem APOAl — 75G—A a ovliviiyje hladinu HDL a
s polymorfizmem PPARA Leul62Val a moduluje koncentraci triacylglycerolii. Tento fakt
komplikuje poskytnuti nutri¢nich doporuceni zaloZzenych na genotypu, protoze piijjmem
PUFA jsou ovlivnény dva rizikové faktory kardiovaskularniho onemocnéni — hladiny HDL
a triacylglyceroli. Ptijem PUFA dale moduluje produkci TNF-a v lidském organizmu.
Polymorfizmy TNF-a zptsobuji zmény v produkci TNF-a dle piijmu PUFA v potravé, coz
nasledné ovlivituje zanétlivy stav bunék a zpétny transport cholesterolu. Na zéklad¢ téchto
zjisténi by bylo mozZzné vypracovat individualni nutricni doporuceni. Pro rozhodnuti, zda

piijem PUFA zvysit ¢i snizit, je vSak tfeba jeste upfesnit mechanizmus u¢inku PUFA.

Folatovy nutri¢ni status a genetika jsou spojeny s riznymi druhy onemocnéni -
poruchy nalady, Alzheimerova choroba, rakovina tlustého stieva, prsu, slinivky, dé€lozniho
¢ipku, bronchi, leukémie, cévni onemocnéni, novorozenecké defekty, Downav syndrom,
t€hotenské komplikace, muzskéa neplodnost. Suplementace folaty vSak neni vzdy na miste.

Folaty totiz mohou pusobit jako antikarcinogen i prokarcinogen. Proto je nutné provést
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jesté dostatek experimentl, aby bylo mozné stanovit vhodné rozmezi koncentraci

suplementovanych folatt.

Ve své diplomové praci jsem zachytila pouze zlomek informaci tykajicich se
nutrigenomiky a nutrigenetiky a spojitosti s chronickymi chorobami. Z vyse uvedeného je
ziejmé, ze tyto dva védni obory maji pied sebou perspektivni budoucnost. Nejvetsim
pfinosem bude jist¢ vytvareni individualizovanych doporuceni pro konkrétni pacienty na
zakladé jejich genotypu a vyuziti v klinické praxi. Postupné by pak mélo dochazet ke
snizeni vyskytu chronickych onemocnéni a pfiznivym plsobenim na zdravi konkrétniho

pacienta bude mozné dosdhnout zlepSeni zdravi celé populace.
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10 Souhrn

Vliv stravy na lidské zdravi je neoddiskutovatelny. Na kazdého z nas vSak mohou
slozky stravy pusobit jinak. Lidé maji téméf shodny genom, ale vyskytuji se v ném drobné
odchylky, které¢ nas ¢ini jedine¢nymi. Tato jedinec¢nost se projevuje mimo jiné v rozdilnych

odpovédich na urcité nutrienty.

Otazky stravy, genli a interakci mezi nimi fe$i dva rozvijejici se védni obory —
nutrigenomika a nutrigenetika. Nutrigenomika se snazi urcit vliv béznych slozek stravy na
genom a pokousi se nalézat spojitosti rozdilnych fenotypt s odliSnostmi v biologickém
systtmu na urovni bunéfné a genetické odpovédi. Nutrigenetika identifikuje a
charakterizuje varianty gend, které souvisi s rozdilnymi odpovéd’mi na nutrienty, a spojuje

tyto varianty se stavem nemaoci.

Védecky vyzkum je zaméten piedevsim na chronickd onemocnéni, jako je obezita,
kardiovaskularni onemocnéni, diabetes mellitus druhého typu a rakovina. Vznik téchto
onemocnéni je podminén jednak faktory vnéjSiho prostfedi a jednak genotypem kazdého
jedince. Nutrigenetika hleda kandidatské geny, jejichz polymorfizmy vedou ke vzniku
daného onemocnéni. Nutrigenomika se pokousi objasnit interakce téchto gent se slozkami

stravy.

Spole¢nym cilem obou disciplin je vytvofit individualizovand doporuceni pro

konkrétniho pacienta a zlepsit tak zdravi a pfedchazet nemocem pomoci vhodné stravy.
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11 Abstract

The effect of nutrition to human health is undisputable. Certain dietary compounds
can influence each of us in different ways. Although people have almost identical genome,
there are imperceptible diffenrences that make us unique. This uniqueness is shown in

different responses to specific nutrients.

The matter of diet, genes and gen-diet interactions are solved by two developing
scientific disciplines — nutrigenomics and nutrigenetics. Nutrigenomics aims to determine
the influence of common dietary ingredients on the genome, and attempts to relate the
resulting different phenotypes to differences in the cellular and genetic response of the
biological system. Nutrigenetics identifies and characterizes gene variants associated with

differential responses to nutrients, and relates these variants to disease states.

Scientific research is focused primarily on chronic diseases including obesity,
cardiovascular diseases, diabetes mellitus type 2 and cancer. The onset of the diseases is
caused by enviromental factors on the one hand, and by individual’s genotype on the other
hand. Nutrigenetics searches for candidates® genes whose polymorphisms lead to disease
onset. Nutrigenomics attemps to unravel the interaction between these genes and dietary

compounds.

The common goal of both disciplines is to make personalized recommendations for

a patient to ameliorace health and to prevent diseases with an appropriate diet.
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14 Pouzité zkratky

zkratka vysvétleni zkratek ¢esky vyznam

BMI body mass index vahové-vyskovy index

HDL high-density lipoprotein lipoprotein o vysoké hustoté

HOMA-IR | homeostatic model assessment for | homeostaticky model inzulinové
insulin resistence rezistence

LCAT lecithin:cholesterol S-lecithin-cholesterolacyltransferaza
acyltransferase

LCD low-calorie diet nizkokaloricka dieta

LDL low-density lipoprotein lipoprotein o nizké hustoté

LIPC hepatic lipase gene gen pro jaterni lipazu

LPL lipoprotein lipase lipoproteinova lipaza

MTF 1 metalresponsive transcription transkrip¢ni faktor 1 reagujici s kovy
factor 1

MTHFR methylenetetrahydrofolate 5,10-methylentetrahydrofolatreduktaza
reductase

NF«B nuclear factor kB transkrip¢ni faktor NFxB

PBMC peripheral blood mononuclear periferni krevni mononuklearni bunky
cells

PEMT phosphatidylethanolamine fosfatidylethanolamin-
N-methyltransferase N-methyltransferaza

PPAR peroxisome proliferator-activated | receptor aktivovany peroxizomovymi
receptor proliferatory

PUFA polyunsaturated fatty acids polynenasycené mastné kyseliny

RIPK3 receptor-interacting serin-threonin kinaza 3 interagujici
serinethreonine kinase 3 S receptorem

SNP single-nucleotide polymorphism | polymorfizmus jediného nukleotidu

TNF tumor necrosis factor tumor nekrotizujici faktor

FFA free fatty acids volné mastné kyseliny

SFA saturated fatty acids nasycené mastné kyseliny
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