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ANOTACE

Cilem bakalaiské prace je komplexné analyzovat deficit trehaldzy, coz je vzacné genetické
onemocnéni charakterizované nedostatkem enzymu trehalazy, ktery je klicovy pro $tépeni
trehal6zy na glukozu. Prace se zaméfuje na genetické a biochemické aspekty tohoto deficitu,

jeho klinické projevy, metody diagnostiky a moznosti 1écby.
KLICOVA SLOVA

Deficit trehaldzy, trehaloza, trehalaza, TREH gen, metabolismus sacharida.
TITLE

Trehalase deficiency

ANNOTATION

The aim of this bachelor thesis is to comprehensively analyse trehalase deficiency, a rare
genetic disorder characterised by a deficiency of the enzyme trehalase, which is crucial for the
breakdown of trehalose into glucose. The thesis focuses on the genetic and biochemical aspects

of this deficiencys, its clinical manifestations, methods of diagnosis and treatment options.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

ADP adenosindifosfat (adenosine diphosphate)

AMK aminokyselina

Asn asparagin

CeD celiakie (celiac disease)

CDP cytidindifosfat (cytidine diphosphate)

DGP deamidované gliadinové peptidy (deamidated gliadin peptide)
EMA endomysialni protilatky (endomysial antibody)

ER endoplazmatické retikulum

GDP guanosindifosfat (guanosine diphosphate)

GPI glykosylfosfatidylinositol (glycosylphosphatidylinositol)

GRAS vSeobecné povazovany za bezpe¢ny (generally recognised as safe)
HLA hlavni histokompatibilni komplex (human leukocyte antigen)
MPS masivni paralelni sekvenovani (massively parallel sequencing)
mRNA messenger RNA

NGS sekvenovani nové generace (next generation sequencing)

NMD nonsensem zprostiedkovany rozklad (nonsense-mediated decay)
PKA protein kindza A (protein kinase A)

PTC pred¢asny terminacni kodon (premature termination codon)

RI zachovany intron (retained intron)

Ser serin

SNP jednonukleotidové polymorfismy (single nucleotide polymorphism)
T2DM diabetes mellitus 2. typu

TDP thymidindifosfat (thymidine diphosphate)



TPP

TPS

TS

tTGA

tTG

UDP

WES

trehal6za-6-fosfat fosfatdza (trehalose-6-phosphate phosphatase)
trehal6za-fosfat syntdza (trehalose-phosphate synthase)
trehal6za syntdza (trehalose synthase)

protilatky proti tkdnové transglutamindze (tissue transglutaminase

antibodies)
tkanova transglutamindza (tissue transglutaminase)
uridindifosfat (uridine diphosphate)

celoexomové sekvenovani (whole exome sequencing)



UVOD

Trehalaza je enzym, ktery hraje klicovou roli v metabolismu sacharidi, zejména
pfi rozkladu trehalézy, disacharidu skladajiciho se ze dvou molekul glukézy. Trehaloza
je dulezitd pro mnoho organismu, protoze slouzi jako zasobni cukr a osmoregulator.
U lidi je trehaldza pfitomna zejména ve stfevni sliznici, kde napomdhd pfi trdveni

trehalozy piijaté z potravy.

Deficit trehalazy je vzacné genetické onemocnéni, které se vyznacuje
nedostateCnou aktivitou tohoto enzymu. Tento stav miize vést k riznym zdravotnim
problémim, vcetné gastrointestinalnich obtizi, jako jsou pridjem, bolesti bficha
a nadymani, které jsou zpisobeny neschopnosti efektivné rozkladat trehalozu. Vzhledem
k tomu, Ze trehaléza je pfitomna v mnoha potravinach, mize mit deficit trehalazy

vyznamny dopad na kvalitu Zivota postizenych jedinci.

Cilem této bakalaiské prace je prozkoumat deficit trehalazy z rlznych thla
pohledu, véetné jeho genetického zdkladu, diagnostiky, klinickych projevli a moznosti
1écby. Dale se zamétuje na epidemiologii tohoto onemocnéni a jeho prevalenci v riznych
populacich. Vyzkum na toto téma je kliCovy nejen pro lepsi porozuméni samotnému
deficitu trehalazy, ale také pro vyvoj efektivnich terapeutickych strategii, které mohou

zlepsit kvalitu zivota pacientl trpicich timto onemocnénim.

V nasledujicich kapitoldch bude podrobné popsana biochemie trehalazy,
genetické mutace spojené s jejim deficitem, diagnostické metody a soucasné piistupy
k 1écbé. Tato prace také piindsi prehled nejnovéjsich vyzkumu a studii, které piispivaji

k naSemu chapani tohoto slozit¢ho onemocnéni.
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1 TREHALOZA

1.1 STRUKTURA A VYSKYT

Trehaldza je ptfirozené se vyskytujici, neredukujici disacharid, ktery se sklada ze
dvou glukopyranosylovych jednotek, které jsou spojené pies a, a-1, 1-glykosidickou
vazbu. I pfesto, Ze existuje vice izomeru trehalézy - o, B- 1, 1-; B, B- 1, 1-a o, a- 1, 1-,
tak pouze a-, a-trehaléza byla izolovand a syntetizovana v pfirod¢, diky nizké

konformacni energii tohoto izomeru (Elbein 2003).

Zadny zivy organismus neni schopny syntetizovat o, B-trehalézu nebo
B, B-trehaldzu, ale oba dva tyto izomery mohou byt syntetizovany skrz Koenigs-Knorr
reakci (Chen a Gibney 2023). Na obr. 1 je znazornéna struktura trehalozy, ktera je slozena

ze dvou glukézovych jednotek spojenych ptes a, a-1, 1-glykosidickou vazbu.

® CH.OH °CH,OH

a,a -1, 1-glykosidicka vazba

Obrazek 1 — Struktura trehalozy. Prevzato a upraveno z (Chen a Gibney 2023)

Trehaldza neobsahuje Zadnou volnou aldehydovou skupinu, ktera by se mohla
ucastnit redukénich procest. Energie glykosidické vazby je mensi nez 1 kcal/mol, diky
tomu je molekula mimotadné stabilni (Iturriaga et al. 2009). Trehaldza se redukuje na dva
redukujici monosacharidy pouze za extrémnich hydrolytickych podminek nebo
v pfitomnosti enzymu, zatimco sachardza se rychle redukuje pfi vystaveni reaktivnim

aminoskupindm (Chen a Gibney 2023).

Je velice rozSifena ve spousté organismil a to bakteriich, houbach, hmyzu,
rostlindch a nékterych bezobratlych. Diky své struktufe je trehal6za vysoce rezistentni
vaci kyselé hydrolyze, a také dehydrataci. Také muze slouzit jako kryoprotektant

v ruznych mikroorganismech, rostlindch a zvitatech (Chen a Gibney 2023).

15



1.2 SYNTEZA TREHALOZY

a,a-Trehalozu lze chemicky syntetizovat pomoci adice ethylenoxidu mezi
2,3,4,5-tetra-O-acetylem-D-glukozy a  3,4,6-tri-O-acetylem-1,2-anhydro-D-glukozy.
Tato reakce dava vzniknout i jednomu z ostatnich anomerti trehaldzy, konkrétné
o,pB-trehaloze, ktera se také nazyva neotrehaldza. Neotrehalozu lze také syntetizovat
pomoci Koenigs-Knorr reakce. Dal§i z moznych zptisobl syntézy trehalozy je kysela
pfeména glukézy. Jediny anomer trehaldzy, ktery je biosyntetizovany mnoha organismy,
je a,o-trehaldza. Druhy anomer trehalozy, f,B-trehal6za neboli isotrehaldza, nebyla
nikdy izolovdna zzadného Zivouciho organismu, ale byla nalezena ve Skrobovych
hydrolyzatech a také byla syntetizovana chemicky pomoci Koenigs-Knorr reakce (Elbein

2003).
1.2.1 Biosyntéza trehalozy

1.2.2 Enzymaticky vznik trehaloza-fosfatu

Nejvice prozkoumand cesta biosyntézy a,o-1,1-trehaldzy je za pomoci enzymu
trehal6za-fosfat syntdza (dale jiz jako TPS), ktery katalyzuje pienos glukozy
z UDP-glukdzy na gluk6za-6-fosfat za vzniku trehaldza-6-fostat a UDP (Cabib a Leloir
1958).

Poprvé byla tato reakce popsana u kvasinek a od té doby pozorovana i u ostatnich
organismi, a to konkrétn¢ hmyzu, a dale také u Mycobacterium tuberculosis,
Dictyostelium discoideum a Streptomyces hygroscopicus. U ostatnich riznych druhti rodu
Streptomyces, které také produkuji trehal6za-6-fosfat, bylo zjisténo, ze radsi vyuzivaji

GDP-glukézu jako glykosylového donora (Elbein 2003)

Jak bylo jiz naznaceno, TPS, ktera byla ziskand zkvasinek, hmyzu ¢i
streptomycet, byla specificka bud’ pro UDP-gluk6zu nebo GDP-glukézu, zZadny z téchto
ziskanych enzymd nemuize pouzit oba glukosylové donory. Po diikladnéjSim
prozkoumani bylo zjisténo, ze TPS z Mycobacterium smegmatis byla enzymaticky
aktivni se vSemi pfirozené¢ se vyskytujicimi se nukleotidy obsahujicimi glukézu
(ADP-gluk6za, CDP-glukéza, GDP-gluk6za, TDP-glukéza a UDP-glukéza), z toho
UDP-, ADP- a GDP-glukéza byly nejlepSimi substraty pro tento enzym (Elbein 2003).
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1.2.3 Enzymaticka preména trehal6za-fosfatu na volnou trehal6zu

Vétsina bunck, které obsahuji TPS také obsahuji fosfatdzu (trehal6za-6-fosfat
fosfatdza, TPP), kterd dokdze pfemeénit trehal6za-6-fosfat na volnou trehalozu. Tato
fosfataza je specificka pro trehaldza-fosfat a nema zadnou enzymatickou aktivitu s jinymi
fosfatovymi estery, jako je glukoza-6-fosfat, glukoza-1-fosfat, fruktoza-6-fosfat,
glyceraldehyd-3-fosfat (Elbein 2003). Na obr. 2 je znidzornéna nejCastéjsi biosyntéza
trehal6zy, kterd zahrnuje ptfenos glukézy z UDP-glukézy nebo jiného glukézového
cukerného nukleotidu na gluk6za-6-fosfat za vzniku trehal6za-6-fosfatu pomoci TPS

a nasledn¢ defosforylaci pomoci TPP.

H OH H OP‘O32-
HO + HO
HO H HO H
i OH H  “oH
H O-PP-Uridin H OH
UDP-glukoza ¢ TPS gluk6za-6-fosfat

O
\H
OH
H
H
H H OH OH
¢ PP
trehaloza-6-fosfat
H H
(0] 0]
H/ \H
HO OH 0" HO OH
H H
H H
HO HO H H OH OH
trehaloza

Obrazek 2 — Syntéza trehalozy. Prevzato a upraveno z (Elbein 2003)
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1.2.4 Alternativni cesty syntézy trehalozy

I pfes to, Ze nejvice vyuzivanou cestou syntézy trehalozy, je syntéza za Gcasti dvou
vySe popsanych enzymt — trehal6za-fosfat syntazy a trehal6za fosfatazy, byly objeveny
dal$i mozné reakce v bakteriich, které trehalozu produkuji. V jednom z ptipadii, enzym,
trehal6za syntaza (TS) z Pimelobacter sp., katalyzovala intramolekularni pfeménu
maltéozy, kdy konvertovala o-1,4-glykosidickou vazbu tohoto disacharidu na
a,o-1,1-glykosidickou vazbu trehalozy (Elbein 2003). Na obr. 3 je znazornéna
alternativni cesta syntézy trehaldzy pomoci enzymu TS, ktery katalyzuje intramolekuldrni

pteskupeni maltozy na trehalozu.

0
\H
OH
i
i
H OH oH
trehal6za

Obrdzek 3 — Alternativni cesta syntézy trehalozy pomoci TS. Prevzato a upraveno z (Elbein

2003)

Dalsi moZznd zcest syntézy trehaldozy v bakteriich zahrnuje konverzi
maltooligosacharidi nebo Skrobt na trehalézu. Termofilni archaebakterie patfici do rodu
Sulfolobus maji takovou amylolytickou aktivitu, diky které produkuji glukézu
a trehalozu. Tato biosyntéza trehalozy probihd ve dvou reakcich. V prvni reakci
maltooligosyltrehal6za syntaza (TreY) katalyzuje konverzi maltodextrinu na
maltooligosyltrehal6zu. Ve druhé reakci poté maltooligosyltrehaldza trehalohydrolaza
(TreZ) hydrolyzuje produkt z ptedchozi reakce na volnou trehal6zu. Reakce katalyzovana
TreY je intramolekularni transglukosylace pro tvorbu a,a-1,1-glykosidické vazby

trehalozy (Elbein 2003).
18



1.3 FUNKCE A VYUZITI TREHALOZY

1.3.1 Funkce a vyuziti trehalézy u Zivych organismii

Jednou z moznych funkeci trehaldzy v buiikach je zasobni funkce. Trehal6za mtize
slouzit jako zasoba energie a uhliku. Hladiny trehal6zy v bunkach se 1isi dle typu bunék,
fazi rGstu bunék, nutriénim stavu organismu nebo bunky a také podminkach okoli, ve
kterém se organismus nachédzi. U hmyzu je trehaldéza hlavnim cukrem v hemolymfé
a svalech hrudi a je pfedevSim vyuzita pii létani. Také je velice dilezitou soucasti spor
a nejspise slouZzi jako zdroj uhliku pro syntézu a zdroj glukozy pro energii (Rousseau et

al. 1972; Thevelein 1984).

Dalsi z moznych funkci je stabilizani a ochranna funkce proteind a membran
a ochrana pfed dehydrataci. Voda je nezbytna k Zivotu, nékteré organismy jsou vSak
schopny prezit i pfi kompletni dehydrataci, kdy je z nich odstranéno az 99 % vody. Mezi
tyto organismy patii rostliny, kvasinky, spory hub, ale také miskroskopicti zivoc¢ichové,
a to hlistice, vifnici a cysty rodu Artemia. Nékteré organismy v tomto dehydratovaném
stavu, kterému se také tikd anhydrobidza, zistavaji delsi dobu, dokud nenastanou
pfiznivEjs$i podminky, kdy je voda dostupnd. Kdyz tyto pfiznivé podminky nastanou,
dojde u téchto organismul k nasati vody a k prechodu do aktivniho stavu. Porozuméni

tohoto mechanismu muze vést k vyvoji novych metod pro uchovani biologickych

materiald, které jsou za normalnich podminek citlivé na vyschnuti (Crowe et al. 1984).

Anhydrobiotické organismy obecné obsahuji vysoké koncentrace trehaldzy
(n¢kdy i dalSich disacharidli a oligosacharidl). Byla prokazéna korelace mezi pfezitim
pfi absenci vody a syntézou trehaldzy. Kultury kvasinek v log fazi maji velmi nizké
koncentrace trehalozy, pii ptrechodu do staciondrni faze rtstu se hladiny trehalozy

zvySuji, spolecné se schopnosti ptezit pii dehydrataci (Gadd et al. 1987).

Trehaloza muze také slouzit jako ochrana pted teplem i chladem. Stimul
spoustéjici reakei na teplotni Sok v kvasinkach také zpiisobuje akumulaci trehaldzy.
Aspoit dv€ podjednotky trehaldza-6 fosfat syntdzového komplexu Saccharomyces
cerevisiae jsou aktivné syntetizovany pii teplotnim Soku. Nésledné vyssi koncentrace
trehal6zy prokézaly ochrannou funkci vii€i enzymim pfi teplotni inaktivaci. Trehaldza

ochranuje buiky pied teplem pomoci stabilizace proteint pii vysoké teploté. DalSim
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ochrannym mechanismem je schopnost trehaldzy snizit agregaci proteint, které jiz byly
denaturovany. Pfi nizkych teplotach brani trehaldza denaturaci a agregaci specifickych
proteinti. Také stabilizuje bunéénou membranu, jejiz fluidita se snizuje pii nizkych

teplotach (Elbein 2003)

Dalsi zroli funkce trehaldzy je ochrana bunck pifed kyslikovymi radikaly.
Pusobeni kyslikovych radikalt na buniky zptisobuje poSkozeni aminokyselin bunéénych
proteintl. Pfitomnost trehal6zy zabrafiuje tomuto poskozeni bunéénych proteind tim, ze

volné radikaly pohlti (Elbein 2003).

1.3.2 Funkce a vyuziti trehalézy v potravinaiském primyslu

Teplota skelného piechodu je u trehalézy mimofadné vysokd. Disacharidy se
obecné pouzivaji diky jejich stabilizacnim efektiim, pro kryokonzervaci a dehydratované
prezervaci, diky tomu miiZze byt zivotnost danych produkti prodlouzena (Crowe et al.

1998).

Pied rokem 1995 v Japonsku a pted za¢atkem nového stoleti v USA a v Evropé,
vétSina konzumované trehal6zy pochézela z ptirodnich zdroji — houby, kvasinky, fazole,
moiské fasy, musle, avSak piijem trehaldézy z téchto zdroji oproti pfidanym cukrim

v jidle je velmi nizky (Collins et al. 2019).

Celkové konzumace trehaldzy v USA byla odhadnuta na 21 g na ¢loveéka ro¢né,

kdy ptirodni zdroje tvoii pouze 0,3 g (Collins et al. 2019).

V poloving 90. let 20. stoleti byla vyvinuta revolu¢ni enzymova technologie
zalozené na izolaci trehalozy ze Skrobu, kterd se zacala ve velkém méfitku vyuzivat
v potravinaiském pramyslu, a to konkrétné¢ v potravinach typu té€stoviny, snidaiiové
cerealie, suSené ovoce, zpracovana zelenina, mlécné produkty, zvykacky, motské plody
a zmrzlina. Sladkosti a cukrovinky tedy zabiraji nejvétsi ¢ast potravin, do kterych se
trehal6za pridava. Neustdle rostouci pouzivani trehalézy do cukrovinek je také
denni pfijem trehaldzy, ktery byl vroce 2021 zjistén jako vSeobecné uznany jako
bezpecny (Generally Recognized As Safe — GRAS), zvysil na 85 g na osobu za den (FDA
2019).
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Nadmérna konzumace ptfidanych cukri byla spojovana s rostoucim vyskytem
chronickych onemocnéni, jako napt. diabetes, obezita, kardiovaskuldrni a jaterni
onemocnéni, rakovina a vada kognitivnich funkci (Rippe a Angelopoulos 2016). Mezi
témito onemocnénimi je diabetes jedno znejvice rozSifenych metabolickych
onemocnéni, coz vede k velmi vdznym zdravotnim komplikacim. Béhem let byly
formulovany rizné formy lécby a 1€k, které by modulovaly gluk6zovou homeostazu

u diabetickych jedinci (Chen a Gibney 2023).

1.3.3 Funkce a vyuziti trehalézy ve farmaceutickém primyslu a mediciné

Trehaldza je schopnd ochrénit rizné druhy biologickych materiald, véetné DNA,
bilkovin, bunéénych linii a tkani, coz rozsifilo potencial jejiho vyuZiti v oblasti farmacie
a biotechnologii (O’Neill et al. 2017). Trehaléza si také ziskdvd pozornost jako
potencialni 1€k proti neurodegenerativnim a kardiometabolickym onemocnénim
(Khalifeh et al. 2021). Bylo zjisténo, ze ma rizné biologické plsobeni, jako napf.
potlaceni resorpce kosti a zanétu, indukce autofagie a zmirnéni Huntingtonovy choroby

(Liu et al. 2020; Lee et al. 2018).

Jednim z predpokladanych biologickych uc¢inkti trehalézy je schopnost
potencialné udrzovat stabilni hladiny glukézy v krvi prostfednictvim pomalejSiho
uvoliiovani glukézy a mirnéjsi reakce inzulinu ve srovnani s jinymi monosacharidy
a disacharidy (Yaribeygi et al. 2019; Yoshizane et al. 2017; Kozlov et al. 2023). Bylo
zjisténo, ze trehaldza nevyvoldva vyrazny narist hladiny cukru v krvi ani snizeni sekrece
inzulinu u vysokoskolskych studentek ve srovnani s glukézou. Dale bylo prokazano, ze
konzumace 25 g trehaldzy rozpusténé v 100 ml vody stimulovala produkci inzulinu
a aktivovala inkretinové hormony vylucované enterokrinnimi buiikami tenkého a tlustého
stieva jako reakci na pfijem potravy, coz nasledné vyvolava mensi inzulinovou odpovéd’

nez glukoéza (Yoshizane et al. 2017).
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2 TREHALAZA

o,o-Trehaldza je vnitini glykoprotein, jehoz aktivita byla objevena v ledvinach,
jatrech a tenkém stfeve. Je to specificky enzym pro trehaldzu a $té€pi ji na dvé molekuly

glukdzy (Terra a Ferreira 2012).

2.1 STRUKTURA A VYSKYT

Trehalaza patifi do rodiny glykosyl hydroldz 37. Enzymy ze skupiny hydrolaz
katalyzuji hydrolytické Stépeni vazeb C-C, C-O, C-N, P-O a i dalsi jiné vazby, vcetné
kyselych anhydridovych vazeb (Kennelly et al. 2023). Trehaldza se vyskytuje ve dvou
izoformach diky alternativnimu sestiihu, kdy vznikd vice nez jedna mRNA z pfepisu
stejn¢ho genu, diky rtizné kombinaci exont a intrond (UniProt - 043280 2023, Zhang a
Min 2005). Prvni izoforma trehalazy je kanonickou sekvenci, coz je standardni nebo
referencni sekvence DNA, RNA nebo proteinu, ktera je povazovana za typickou pro dany
gen nebo protein. Tato sekvence je pouzivana jako zdkladni model pro studium
genetickych variaci, mutaci a dalSich biologickych procest (UniProt - 043280 2023). Na

obr. 4 je znazornéna struktura prvni izoformy trehalazy.

Obrazek — Model prvni izoformy trehalazy (Jumper et al. 2021)
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2.1.1 Primarni struktura

Trehaldza se skladd z 583 aminokyselin (AMK). Jeji doménou je signalni
sekvence, coZ je peptid, ktery je pfitomny na N-konci proteinu a je ur€en k sekreci nebo
je soucasti membranovych slozek. Tato signdlni sekvence, u trehalazy dlouha 1-23 AMK,
interaguje se signalni rozpoznavaci ¢astici a nasméruje ribozom do endoplazmatického
retikula (ER), kde dochazi ke ko-translaénimu vkladéani. Signalni peptidy jsou vysoce
hydrofobni, ale maji n¢které kladné nabit¢ AMK. Za normdlnich okolnosti je signdlni
sekvence odstranéna zrostouciho peptidového fetézce specifickymi peptiddzami

(signalni peptidazy) umisténymi na cisternalni stran¢ ER (UniProt - 043280 2023).

AMK 24-556 tvoii primarni strukturu trehaldzy a nachézi se zde sedm vazebnych
mist pro substrat, a to konkrétné u AMK 168-168, 175-176, 212-212, 221-223, 286288,
319-319, 529-529. V tomto polypeptidovém fetézci se také nachdzi dveé aktivni mista
pro pieménu substratu na produkt, v pfipadé trehalazy je to pfeména o,o-trehalézy na
jednu molekulu a-D-glukézy a jednu molekulu B-D-glukézy. Tato dvé aktivni mista se

konkrétné nachazi u AMK 321-321 a 514-514 (UniProt - 043280 2023).

V hlavni ¢asti fetézce se také vyskytuje pét casti enzymu, které byly
posttranslaéné modifikovany. AMK 78-78, 239-239, 261-261, 369-369 byly
modifikovany  pomoci N-glykosylace. Pfi tomto procesu byl pfipojen
N-acetylglukosamin prostfednictvim amidové vazby k postrannimu fetézci AMK Asn.
Tato modifikace zajiStuje spravné sklddani enzymu pfii kalnexin/kalretikulin cyklu
(Hang, 2010). Dale se u trehalazy nachazi jest¢ jedno misto posttranslacni modifikace,
atou AMK 556-556. Zde je trehaldza lipidovana pomoci glykosylfosfatidylinositolové
kotvy (GPI), kterd je ptipojena ptes amidovou vazbu k AMK Ser. Tato posttranslacni
modifikace slouzi k uchyceni enzymu k membrané (Kinoshita, 2016). AMK 47-141
a AMK 386477 jsou antigenni sekvence pro navazani protilatek. Posledni casti
primarniho fetézce je propeptid, ktery je St€épen béhem zrani nebo aktivace enzymu.
Po odstépeni nema propeptid obvykle zddnou nezavislou biologickou funkci (UniProt -

043280 2023).

2.1.2 Kvartérni struktura a interakce

Kvartérni struktura definuje polypeptidové slozeni proteinu, a u oligomerniho

proteinu prostorové vztahy mezi jeho protomery nebo podjednotkami. Trehaldza
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obsahuje dva polypeptidové fetézce a fadi se mezi homodimery, coz znamend, ze jsou
oba dva polypeptidové fetézce stejné. Tyto polypeptidové fetézce jsou u trehaldzy

spojeny disulfidickym miistkem (UniProt - 043280 2023).

2.1.3 Vyskyt v buiice

Trehaldza je v buiice ukotvend v bunééné membrané. Konkrétné je ukotvena
pomoci GPI (UniProt - 043280 2023). GPI je lipidova kotva pro spoustu proteinli na
bunééném povrchu. Predstavuje posttranslacni modifikaci proteinu glykolipidem
a pouziva se vSudypfitomné u eukaryot. Takto ukotvené proteiny jsou zabudovany do
bunécné stény (Kinoshita, 2016). Na obr. 5 je zvyraznéné misto vyskytu trehaldzy

v zivo¢iSné bunce — v bunééné membrané.

Obrdzek 4 — Vyskyt trehalazy v Zivocisné buiice (Le Mercier et al. 2022)

2.1.4. Exprese a klonovani trehalazy

Vroce 1996 byla izolovana castecnda cDNA pro lidskou rendlni trehalazu.
Odvozend aminokyselinova sekvence je homologickd s trehalazou kralika, potemnika
moucéného (Tenebrio molitor) a bource morusového (Sasai-Takedatsu 1996, Ruf et al.

1990).

Exprese trehaldzy metodou Northern blot byla prokdzana pouze v ledvinach,
tenkém stfevé a jatrech. Touto metodou byla také zjisténa mRNA rendlni trehalazy

o velikosti 2,0 kb. Malé¢ mnozstvi mRNA trehaldzy bylo také objeveno ve slinivce bfisni
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(Ishihara et al. 1997). Ostatni studie zjistily, ze aktivita lidské trehalazy v jatrech byla
mnohem niz$i nez v ledvinach (Van Handel, 1969). Tento rozpor nebyl jesté objasnén,
ale je mozné, Ze v lidskych jatrech existuje posttranskripéni regulace exprese trehaldzy

(Ishihara et al. 1997).

Na zéklad¢ screeningu cDNA ledvin s pouzitim ¢astecné cDNA trehalazy, ktera
byla analyzovana (Sasai-Takedatsu 1996), byla lidské trehaldza naklonovana do plné
délky (Ishihara et al. 1997) . Odvozeny protein o 583 AMK ma4 vypoctenou molekulovou
hmotnost 66,6 kDa. Oesterreicher se svymi spolupracovniky klonovali mys$i TREH, ktery
koéduje odvozeny protein o 576 AMK, a bylo zjisténo, ze ma 82% identitu s lidskym
TREH. Sekvence signatury trehaldzy od AMK 162 do 175 my$iho TREH sdili 100%
shodu s odpovidajici oblasti v lidském TREH. Analyzou Northern blot byla exprese

TREH zjisténa pouze v mysich ledvinach a tenkém stieve (Oesterreicher et al. 2001).
2.1.5 TREH gen — funkce a struktura

Gen TREH patfi mezi geny kédujici proteiny. Je tedy zodpovédny za kodovani
enzymu trehaldzy. Tento gen se nachazi na 11. chromozomu na prouzku q23.3 v rozmezi
118,657,316-118,679,690. Velikost genu je 22 375 bazi a orientace vldkna je minusova.
Jedna se tedy o komplementarni vlakno 3°-5°. Tento gen ma pét transkriptt, které vznikly
genetickou zménou v sekvenci DNA, jez se vyskytuje na hranici exonu a intronu. Jedna
se o tzv. misto sestfihu, kdy tato zména mize narusit sestiih RNA, coz ma za nasledek
ztratu exonll nebo zaclenéni intronti a zménénou sekvenci kddujici protein. Dva z téchto
transkriptl patii mezi protein kodujici. Jednim z nich je transkript TREH-201, jehoz délka
part bazi je 2748 a ktery koduje prvni izoformu trehaldzy. Tento transkript obsahuje
15 exond, je anotovan s 18 doménami a funkcemi, spojen s 9884 variantnimi alelami
a mapovan na 530 oligo sond. Jednd se o jediny reprezentativni transkript, ktery ma
celkové nejvyssi pokryti exont, nejvyssi expresi, nejdelsi kodujici sekvenci a kdduje
proteiny v plné délce (Ensembl 2024). Tento transkript byl objeven jak u lidi, tak i u mysi.
U mysi byl vsak lokalizovan na chromozomu 9, ktery sdili homologii syntézy s lidskym
chromozomem 11g23.3 (Oesterreicher et al. 2001). Na obrazku 6 je zndzornéna lokace

genu TREH na chromozomu 11 a prouzku q23.3.
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Obrazek 5 — Lokace genu TREH na chromozomu 11 (GeneCards - TREH, Stelzer et al. 2016)

Druhy transkript genu TREH-202 patii mezi protein kodujici. Obsahuje 14 exontl,
je anotovan s 18 doménami a funkcemi, asociovan s 9477 variantnimi alelami a mapovan
402 oligo sondami. Tento transkript kéduje druhou izoformu trehalazy, kterd neni
povazovana za kanonickou. Tteti transkript TREH-205 také koduje protein, avSak jedna
se o0 mRNA, kterd je podrobena nonsensem zprostiedkovanému rozkladu (NMD —
nonsense-mediated decay) (Ensembl 2024). NMD je bunéény mechanismus, kterym jsou
identifikovany a degradovany molekuly mRNA obsahujici pfed¢asné terminacni kodony
(PTC — premature termination codon). Tyto mutace vytvareji stop kodon dfive, nez by se

m¢él v normélni sekvenci objevit (Kurosaki a Maquat 2016).

Tento proces zabranuje produkci zkracenych a ¢asto nefunkénich nebo skodlivych
proteint, které by mohly vzniknout z takovych chybnych mRNA (Svidritskiy et al. 2018).
Transkript ma 13 exoni, je anotovan pouze s | doménou a funkci a asociovan s 9458
variantnimi alelami a mapovan 445 oligo sondami. Zbyl¢ dva transkripty TREH-204
a TREH-203 nekoduji proteiny a patii mezi tzv. zachované introny (RI — retained intron).
RI jsou introny, které by za normdlnich okolnosti byly odstranény v procesu sestiihu.
RI jsou tedy v transkriptu ponechany z né€kolika ditvodii. Tyto zachované introny mohou
ovlivnit stabilitu mRNA, coz muze vést k rychlejsi degradaci mRNA, dale to mulze
ovlivnit translaci a produkci funkéniho proteinu a v nékterych ptipadech muize tento
intron pfidat novou funk¢énost nebo regulacni schopnosti k mRNA nebo proteinu (Grabski

etal. 2021).

2.2 FUNKCE

Trehalaza je v tenkém stfevé zodpovédna za Sté€peni trehaldzy piijaté potravou
(Bergoz, 1971). Fyziologicka role trehalazy v ledvinach je zatim nezndmd, protoze
trehal6za neni pfitomna v krvi. Kinetické studie s pouzitim inhibitorti trehaldzy
naznacuji, Zze v aktivnim centru trehaldzy mohou byt dvé oblasti, které jsou pro jeji funkci

nezbytné — katalytické misto a rozpoznavaci misto (Asano et al. 1996). Na obr. 7 je
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znazornéna reakce Stépeni trehaldzy pomoci trehaldzy na dvé molekuly glukoézy, a to

konkrétné a-D-glukozy a B-D-glukédzy.

o o-trehaloza voda o-D-glukcdza B-D-ghikoza

Obrazek 6 — Stépeni trehalézy za katalyzy trehaldzou. Prevzato a upraveno z (UniProt - 043280
2023)

V lidském zazivacim traktu, kromé hostitelsky produkované trehalazy, je také
trehal6za metabolizovana mikroby produkovanou trehalazou (Buckley et al. 2021).
Mikroby mohu pouzit trehaldzu k rozSté€peni trehalézy na glukozu, co poté miize byt
pouzito pro glykolyzu. Velké mnozstvi stfevnich bakterii produkuje trehaldzu, a to
konkrétn€ bakterie Escherichia coli, Clostridium difficile, Blautia spp. a Bacillus spp.
(UniProt - 043280 2023). Bacillus species vyuzivaji trehalézu jako zdroj uhliku ptes
osmolarné dependentni proces (Chen a Gibney 2023). Na zaklad¢ studii vlastnosti lidské
trehaldzy v ledvinach a moci bylo zji§téno, Ze trehaldza v moci miize byt specifickym

markerem poskozeni ledvinnych tubult (Sasai-Takedatsu 1996).

2.3 INHIBITORY A AKTIVATORY TREHALAZY

vvvvvv

pouze jako zéasobarna energie, ale také jako doprovodna latka v chemickych
slouceninach, kde stabilizuje strukturu bilkovin, ¢imz je branéno bunéénému poskozeni
a piipadné inaktivaci ¢i denaturaci proteint, které mohou nastat v disledku vystaveni
stresu. Trehaldza u hmyzu katalyzuje pfeménu trehal6zy na dvé molekuly glukozy, které
jsou nezbytné pro 1étani a pro odolnost larvy proti stresu. Vzhledem k biologickému
vyznamu trehaléozy a enzyml zpracovavajicich trehalozu v patologickych
a fyziologickych stavech, zejména pro dulezitou roli glukdzy odvozené od trehalozy pii
pfezivani a vyvoji larev, jsou inhibitory trehaldzy v poslednich letech povazovany za

zajimavy cil pro vyrobu novych insekticidi a fungicidi (Matassini et al. 2020).

V soucasné dobé je naléhavym problémem hledani ekologickych pesticidi,

a proto se vzhledem k pfitomnosti trehaldzy i u savci stala specifita vi¢i hmyzimu
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enzymu kli¢ovou pro vyvoj l1éCiv, kterd jsou v zasadé bezpecna pro rostliny i savce (Bini
et al. 2011). Inhibitory trehaldzy jsou navic povaZzovany za cenné nastroje pro studium
molekularni fyziologie funkce trehaldzy a metabolismu cukri u hmyzu (Wegener et al.

2003).

V minulosti bylo z pfirodnich zdrojii izolovano nékolik silnych inhibitort
trehaldzy. Tyto slouCeniny zahrnuji pseudodisacharidové struktury a jejich
glykosylderivaty obsahujici cukr nebo polyhydroxylovany karbocyklus (napf.
validamyciny, validoxylaminy, salbostatin a trehazolin). V nedavné dob¢ byly jako silné
inhibitory trehaldzy popsany také ptirodni iminosacharidy. Iminosacharidy jsou dusikata
glykomimetika, u nichZ je dusik nahrazujici kyslik ve vnitinim kruhu cukri, a jsou Siroce

znamé jako inhibitory glykosiddz (Compain a Martin, 2007).

Nicmén¢ izolace téchto pfirodnich inhibitord je velmi narocna a drahd. Né&které
z téchto struktur nebyly nikdy ziskany v Cisté chemické formé. Proto je vynaklddano
velké usili na celkovou syntézu téchto analogl. Tato syntéza je velmi naro¢na kvuli
pritomnosti nékolika sousednich asymetrickych uhlikl, pro které je popsano pouze

nékolik specifickych syntéz (Matassini et al. 2020).

Ptestoze jsou inhibitory trehalazy atraktivnim cilem, dosud nebyly zadné vyvinuty
jako komer¢ni insekticidy. To lze pfi¢ist nepfiznivému piijmu rostlinami v dasledku
vysoké hydrofilnosti téchto slouc¢enin. Bylo totiz prokazano, Ze validamycin A, jediny
inhibitor trehaldzy, ktery byl od konce 60. let 20. stoleti komercné vyrabén (spole¢nosti
Takeda Chemical Industries) pro sviij 1é¢ebny ucinek vici patogenu Rhizoctonina solani,
se chova jako prolécivo a je schopen tvorit aktivni pseudodisacharid inhibitoru trehaldzy
validoxylamin A in situ (Matassini et al. 2020). Na obrazku 8 je zndzornéna struktura

validamycinu A.
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Obrazek 7 — Struktura validamycinu A. Prevzato a upraveno z (Matassini et al. 2020)

Inhibitory na bazi sacharida a karbocyklickych slouc¢enin s pseudodisacharidovou
strukturou (jako validoxylamin A) jsou velmi silnymi inhibitory trehaldzy, ale Casto
nejsou specifické vi¢i hmyzi trehaldze, a proto nemohou byt povazovany za netoxické
(Kyosseva et al. 1995; Asano et al. 1990). U¢innou alternativu zfejmé& nabizi piirodni
pseudodisacharid trehazolin, ktery vykazuje pozoruhodnou insekticidni aktivitu u larev
riznych druhi, ackoli neni toxicky vi¢i mysim. Nicméné trehazolin siln€ inhibuje praseci
ledvinovou trehaldzu, obecny model pro savéi enzym, coz naznaduje, Ze pro vyvoj
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2020).

Mezi jedny z hlavnich aktivatort trehaldzy patii protein 14-3-3 (Panni et al. 2008).
Protein 14-3-3 je soucasti rodiny, kterd patfi do regulacnich molekul exprimovanych ve
vSech eukaryotickych buiikdch. Jedna z pozoruhodnych vlastnosti proteinu 14-3-3 je
schopnost vazat mnozstvi funkén€ rozmanitych signalnich proteind, vcetné kinaz,
fosfataz a transmembranovych receptort. Diky velkému mnozstvi interagujicich proteint
ma protein 14-3-3 dllezitou roli v Siroké skéle zivotné dulezitych regulac¢nich procesi,
jako je pfenos mitogenniho signélu, apoptotickd bunééna smrt a fizeni bunééného cyklu

(Fu et al. 2000).

Protein 14-3-3 vaze fosforylovanou trehaldzu a aktivuje ji. Fosforylace trehaldzy
je kli¢ova pro jeji aktivaci, kterou zprostfedkovavaji kindzy jako PKA (protein kinase A

— protein kindza A) a poté dochazi k vazb¢ na protein 14-3-3 (Panni et al. 2008).
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DalSim aktivatorem trehaldzy je i sama trehal6za a mize byt soucasti regulacniho
cyklu enzymu. Jedny z poslednich aktivatorti trehaldzy jsou i faktory prostfedi. Faktory
jako stres a rizné metabolické podminky mohou nepfimo ovlivnit aktivitu trehaldzy skrze
zmény v signaliza¢nich drahéch, které vedou k jeji fosforylaci a aktivaci (Panni et al.

2008).
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3 DEFICIT TREHALAZY

Deficit trehalazy patii mezi takzvané deficity disacharidaz. K poruse disacharidaz
mize v prubéhu zivota dochadzet pfi nemocech nebo stavech, u kterych je poskozen
kartd€ovy lem enterocyti tenkého stfeva. Mezi tyto stavy patii napiiklad celiakie,
Crohnova choroba, poskozeni sliznice tenkého stfeva léky, alkoholem infekci nebo

rentgenovym zaienim (Cohen 2016).

Je to metabolické onemocnéni, kdy télo postrada funkéni enzymy trehalazy a neni
schopné pfemeénit trehaldzu na glukézu. Patii mezi velmi vzacné deficity disacharidaz,
avSak v Gronsku timto onemocnénim trpi 8 % obyvatelstva vysledkem autosomalné

dominantni dédi¢nosti (Gudmand-HeSyer et al. 1988).

3.1 PRICINY DEFICITU TREHALAZY

Vyssi frekvence deficitu trehalazy se vyskytuje u domorodé populace Gronska,
kdy byla zjisténa nizka aktivita trehalazy u 2 z 19 inuitskych ucastnikii ve studii, ktera
byla provedena u gronskych Eskymakil v roce 1975 (Asp et al. 1975). V jiné studii byla

nizka aktivita trehaldzy pozorovana u 8 % z 97 gronskych obcanti. Jinymi slovy, deficit

vvvvvv

Vyssi prevalence u obcanti Gronska byla nejdiive pfisuzovana endemické poruse,
ktera byla nejspiSe zpisobena inuitskou stravou. Dlkazii pro podporu této teorie nebylo
dostatek, ale existovaly argumenty ve prospéch myslenky o dédi¢né povaze deficitu
trehaldzy. V roce 2013 byl lokalizovan trehaldzovy gen TREH na chromozomu 11q23
(Muller, et al., 2013). Bylo prokazano, ze substituce G—A na lokusu rs2276064 ovliviiuje
homozygotli a stfedni u AG heterozygoti. Studie prokdzaly, Ze frekvence alely
zpusobujici toto onemocnéni byla mnohem vyssi u populace ruského severu a Gronska
nez u populace zdpadni Evropy (Clemente et al. 2014). Primarni deficit trehalazy je tedy
zpiisoben genetickymi zménami v TREH genu. V I¢kaiské literatuie byly popsany jak

autozomaln¢ recesivni, tak autozomaln¢ dominantni dédi¢né vzorce (MalaCards 2024).
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3.1.2 Komorbidita deficitu trehalazy s celiakii

Celiakie (CeD - celiac disease) je chronicka imunitou zprostfedkovana
enteropatie, kterou u geneticky predisponovanych jedinci vyvolava lepek ve stravé
(Ludvigsson et al. 2013). Na vzniku celiakie se podileji interakce genetickych faktorti
a vlivy zevniho prostiedi. CeD ma tésnou genetickou vazbu na HLA antigeny DQ2 a DQS8
lokalizované na chromozomu 6p1, kdy tento genotyp ma mnohem cetnéjsi vyskyt, nez je
vyskyt celiakie (Setinova et al. 2014). Bylo prokazano nékolika multicentrickymi
studiemi, ze pouze 0,4 % pacientil s celiakii je HLA-DQ2 a HLA-DQS8 negativnich
(Armstrong et al. 2011). Pro vznik celiakie je také rozhodujici zvySeny transport
makromolekul pfes tésnd spojeni epitelovych bunék stievni sliznice skladajici se z vice
nez 50 bilkovin, které maji slozitou strukturu. Hlavni tlohu ma peptid zonulin, ktery je
soucasti systému vrozené imunity a reguluje propustnost slizni¢ni bariéry. Exprese tohoto
peptidu je zavisla na diverzité stfevniho mikrobiotu, vlivu potravinovych antigent, vird,
toxind, alkoholu ¢i poruchach vyzivy. Prinikem antigenu ze stfevniho obsahu do zevniho
prostiedi dochazi k aktivaci imunitni odpovédi, kdy hlavnim antigennim komplexem

lepku je a-gliadin, ktery je vyrazn€ imunnogenni (Sanders a Aziz 2012).

a-Gliadin reaguje s makrofagy a dendritickymi builkami stfevni sliznice, kdy
nasledné dochdzi k aktivaci adaptivni imunity, coz vede ke stimulaci proliferace
T-lymfocytd u geneticky predisponovanych jedinci. Témito procesy dochazi k rozvoji
zangtlivych zmén stfevni sliznice a ke klinickym projeviim celiakie (Aziz a Sanders
2012). Histologické zmény v klcich tenkého stieva, které jsou zpiisobeny celiakii, mohou

vést k rozvoji enzymopatie (Lebenthal 1975).

Diagnostika tohoto onemocnéni je zalozena na priikazu enteropatie v biopsii
tenkého steva, kde histologické vySetieni prokazuje vilozni atrofii, hyperplazii krypt
a interepitelialni lymfocytdézu a ptfitomnost cirkulujicich CeD specifickych protilatek
proti tkanové transglutaminaze (tTG — tissue transglutaminase), deamidovanym
gliadinovym peptidim (DGP — deamidated gliadin peptide) a endomysiu (EMA —
endomysial antibody, endomysialni protilatky). U déti, které maji pfiznaky svédcici pro
CeD, se vyskytuje siln¢ pozitivni titr tTG protilatek (tTGA — tissue transglutaminase
antibodies, protilatky proti tkanové transglutamindze) a HLA (HLA — hlavni
histokompatibilni komplex, human leukocyte antigen) genotyp spojeny s CeD, muze byt

diagnéza CeD moznd bez nutnosti biopsie tenkého stieva (Husby et al. 2012). Na
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obrazku 9 je porovnadni vzorkl biopsie tkan¢ zdravého tenkého stieva a tenkého stfeva

s vilozni atrofii.
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Obrazek 8 — Zobrazeni biopsie tkané tenkého stieva. a) zdrava tkan tenkého streva; b) tkan
tenkeho streva s vilozni atrofii (Tye-Din 2018)

3.2 PREVALENCE DEFICITU TREHALAZY

V roce 2022 byl publikovan ¢lanek komentujici studii, kterd byla provedena
vramci projektu Antropologie euroasijskych populaci realizovaného Anuchinovym
vyzkumnym ustavem a muzeem antropologie. Tato studie byla soucasti statniho tkolu
pro Vyzkumné centrum lékaiské genetiky. Cilem této studie bylo analyzovat frekvenci
TREH alel a genotypt (rs22776064 TREH) u severnich populaci a domorodych populaci
Sibife a Dalného ruského vychodu. V této studii bylo celkem zkoumano 713 vzorka, kdy
567 znich bylo ziskdno od malopocetnych domorodych populaci Sibife a Dalného
ruského vychodu a 146 vzorki bylo ziskdno od Vychodoslovanské populace Béloruska
alJizni Sibife. Vzorky Vychodoslovanské populace Béloruska a Jizni Sibife

predstavovaly referen¢ni soubor dat (Kozlov et al. 2023).

Vsechny analyzované skupiny, véetné geograficky blizkych
Severo-zapadosibitskych populaci se vyznamné liSily ve frekvenci alely A*TREH

(p<0,001) od referencni skupiny vychodnich Slovani. Pomér zkoumanych
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homo- a heterozygotnich genotypt ndm ukazuje, ze na 3—4 heterozygoty GA*TREH
(stfedné snizenad aktivita trehal6zy) ptipada 1 homozygot AA*TREH (tézka malabsorpce
trehal6zy). Z gastroenterologického pohledu by to znamenalo, ze az 5 % Rusi, Ukrajinct
a Bélorust je geneticky predisponovdno k malabsorpci trehaldzy. Tyto odhady davaji
predstavu o skute¢né prevalenci deficitu trehaldzy u hlavnich slovanskych populaci
Ruska. Jsou v souladu s vysledky klinickych a genetickych studii provedenych u populaci
kavkazského piivodu z jinych oblasti svéta. Frekvence A*TREH alely se zvySuje smérem

na vychod (Kozlov et al. 2023).

Toto zjisténi se shoduje s vysledky rozsiteni alely A*TREH, které byly jiz diive
zaznamenany v predchozich studiich velmi malych poctd vzorkli (Gudmand-HeSyer et
al. 1988; Welsh et al. 1978). B.A. Malyarchuk a M.V. Derenko shrnuli své vysledky
ptedchozich studii a n€ktera publikovand data z celoexomového sekvenovani pro rtizné
svétové populace. Bylo zjisténo, ze A*TREH alela se vyskytuje u 0,6 % africké populace,
1,9 % evropské populace a 4,4 % jihoasijské populace. Uvadi se, ze frekvence této alely
dosahuje 31-32 % u populaci stfedni Asie a 58 % u populaci dalného severovychodu

(Malyarchuk a Derenko 2017).

Populace zahrnut¢ do této analyzy s vyjimkou referencniho souboru dat
pfedstavovaly malé domorodé¢ nérody, které Zily tradicnim zptisobem Zivota az do prvni
tietiny 20. stoleti. Vyrazné zmény v jejich zivotnim stylu a stravé zacaly v 60. letech
20. stoleti. Ke konci 20. stoleti prosla strava velkou modernizaci. Konkrétné¢ doslo
k prudkému nértstu spotieby sacharidi, véetné stolniho cukru a sladkosti. Je také diilezité
zohlednit diverzitu konzumovanych cukrl v potravé. Na zacatku minulé¢ho stoleti byl
v potravé prevazujicim disacharidem piedevSim stolni cukr (sachar6za), na konci
20. stoleti byl jeho podil na celkové energetické hodnoté konzumovanych potravin témér
stejny jako podil ostatnich sladkosti, véetn¢ ¢okolady, limondd a dezertd (Kozlov et al.

2023).

V soucasné dobé tvofi sladkosti, skladajici se z riznych druht disacharidd, témet
tietinu cukrii konzumovanych denné. To znamend, Ze v dobé& tradi¢ni stravy mohly byt
cukry traveny pouze nékolika enzymy (sacharazou, laktazou), dnes je k metabolizaci
tietiny az poloviny konzumovanych cukrti potfeba cely komplex enzymii (Kozlov et al.

2023).
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3.3 DOPADY DEFICITU TREHALAZY

Tento deficit se nejCasteji projevuje bolestmi biicha, rektalni flatulenci, zvracenim
a prijmem po konzumaci potravin, které trehaléozu obsahuji. Prijem je u pacientl
s deficitem trehaldzy vyvolany pomoci osmozy, kterd je zplsobena nerozs§tépenymi
sacharidy, které ziistdvaji v prasvitu tenkého stfeva (Gudmand-HeSyer et al. 1988).
Velmi casto byvaji deficity travicich enzymii spojovany s funkéni dyspepsii. Funkéni
dyspepsie je jedno z nejcastéjSich gastrointestinalnich onemocnéni. Diky tomu, ze je tak
Casté, patii mezi klinické problémy zna¢ného vyznamu vzhledem k vysoké mife
prevalence a chronické a recidivujici povaze symptomi (Sayuk a Gyawali 2020).
Symptomy funkéni dyspepsie zahrnuji pocit diskomfortu, tlaku v btiSe, plnosti po jidle,
fihani, pyrozy, prelévani ve stievech, nadymani. Vyvoj 1€kti pro funkéni dyspepsii je
velice obtizny vzhledem k heterogenité této patologie, a skutecnosti, Ze patofyziologické

mechanismy nejsou pln¢ znamy (Ullah et al. 2023).

Nejcastéjsi prvni intervenci pii téchto problémech je zména Zzivotniho stylu
a vyvarovani se: konzumace potravin s vysokym obsahem tuku, alkoholu a velkého

-----

funguji jako analgetika, antipyretika, antiflogistika) (Majeed et al. 2018).

Jak jiz bylo v pfedchozich kapitolach uvedeno, deficit trehalazy je zpiisoben
nosi¢stvim TREH alel a genotypi (rs2200776064 TREH). Bylo zjisténo, Ze nosicstvi
alely A v lokusu rs2276064 genu TREH zvySuje riziko rozvoje diabetu 2. typu (T2DM)
(Muller et al. 2013).

Existuji dikazy, které naznacuji moznou souvislost mezi nedostatkem trehaldzy
a T2DM. V roce 2012 byl proveden vyzkum, ktery identifikoval genetické odchylky
v genu TREH a T2DM. Diky tomuto vyzkumu, ktery byl proveden na indianské populaci
kmene Pima, bylo zjisténo, ze nckteré SNP (single nucleotide polymorphism —
jednonukleotidové polymorfismy) v genu TREH jsou vyznamné spojeny s T2DM. SNP
1s558907 vykazoval reprodukovatelnou asociaci s T2DM napfi¢ riznymi vzorky, coz
naznacuje potencidlni geneticky vliv na riziko vzniku tohoto onemocnéni (Muller et al.

2013).

Je dilezité poznamenat, Ze ackoli tyto genetické odchylky souvisi jak s aktivitou
trehaldzy, tak s T2DM, piesny mechanismus, kterym ovlivilyji riziko rozvoje diabetu,
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nemusi pfimo souviset se samotnou aktivitou trehalazy. Misto toho mohou tyto genetické
markery oznacovat jiny blizky lokus, ktery pfispiva k riziku T2DM. K objasnéni presné
ulohy trehaldzy v patofyziologii T2DM a k pochopeni, zda by uprava aktivity trehalazy
mohla mit terapeutické dusledky pro zvladani nebo prevenci T2DM, jsou zapotiebi dalsi

studie (Muller et al. 2013).

3.4 STANOVENI DEFICITU TREHALAZY

Stanoveni tohoto deficitu je velmi slozité, jelikoz klinické symptomy tohoto
onemocnéni jsou velmi podobné symptomiim ostatnich enzymopatii asociovanych se
sacharidy. Hlavni zptsob stanoveni deficitu trehaldzy je analyza enzymatické aktivity ve
sttevnich klcich, kdy vzorky stfevnich klkti mizou byt ziskdny pouze pomoci biopsie
(Muller et al. 2013). Nasledn¢ se pak vzorky ziskané biopsii zkoumaji pomoci
imunochemickych metod. Biopsie vSak patii mezi velmi invazivni metody, a proto je
pouzivana pouze pro klinickou praxi a neni vhodna pro studie populaci. Nicméné existuji
i méné invazivni metody stanoventi, jako naptiklad: trehal6zové testy pro stanoveni krevni

glukozy a dechové testy, které jsou také citlivé (H. Arola et al. 1999).

3.4.1 Histochemické metody pro stanoveni deficitu trehalazy

Bioptické vzorky tenkého stfeva jsou zasilany k histochemickému vySetteni pro
stanoveni deficitu trehaldzy. Tyto vzorky jsou odebirdny bchem gastroskopického
vySetfeni pomoci specialnich odbérovych sond z duodena. Excize zasahuji sliznici
a pfipadné i pfilehlou ¢ast podslizni¢niho vaziva, pficemz pfi jednom zavedeni néstroje
jsou vétsinou odebirany Ctyfi vzorky. Polovina téchto vzorki je fixovana na 1-2 hodiny
vychlazenym Bakerovym formolem a nasledné Setrn¢ zalita do parafinu. Parafinové fezy
jsou barveny hematoxylin-eosinem, PAS (Periodic Acid Schiff) reakci a alcidnovou
modii pro znazornéni hlenu, poharkovych bunck a kartd€ového lemu. Barveni
hematoxylin-eosinem je pouzivano k vizualizaci celkové morfologie (tloustka stievni
stény a architektura epitelidlnich zahybil), zatimco barveni PAS umoziuje detekovat

poharkové bunky produkujici hlen a infiltrujici eosinofily (Uyttebroek et al. 2020).

Slizni¢ni reliéf a karta€ovy lem jsou znazornény reakci na alkalickou fosfatazu,
lysozomy kyselou fosfatdzou, a plazmaticka bazofilie methylzeleni s pyroninem. Druha

polovina vzorkii je poloZzena na suchy led akryostatové fezy jsou pouzity
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k histochemickym enzymatickym reakcim na laktazu, trehaldzu a sacharazu pro
stanoveni deficitu disacharidaz (Dvotak et al. 2008). Na obrazku 10 je znazornéno
barveni vzorkil tenkého stfeva, kdy vzorky A, B, C jsou barveny hematoxylin-eosinem

a D, E, F jsou barveny alcianovou modfi spolu s PAS.
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Obrazek 9 — Histologicke barveni vzorki tenkého streva (Uyttebroek et al. 2020)

Ptitomnost endogennich disacharidaz je prokazovana pti podezieni jejich deficitu.
Disacharidézy prokazujeme s exogenni peroxiddzou a glukézooxidazou. Disacharidaza
odstépi z disacharidu glukozu, ta se oxiduje glukézooxiddzou na glukonat ze vzniku
peroxidu vodiku. Peroxiddzou uvolnény kyslik oxiduje diaminobenzidin (DAB -

diaminobenzidin) na hnédou srazeninou (obrazek 11) (Dvortak et al. 2008).
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Obrdzek 10 — Premeéna diaminobenzidinu na hnédou srazeninu. Prevzato a upraveno z
(Nurjayadi et al. 2016)

3.4.2 Genetické metody pro stanoveni deficitu trehalazy

Genetickymi metodami ke stanoveni deficitu trehalazy jsou MPS/NGS (MPS —
massively parallel sequencing, masivni paralelni sekvenovani; NGS — next generation
sequencing, sekvenovani nové generace), Sangerova metoda ukonceni fetézce nebo
analyza mRNA. Nejcastéji pouzivanou metodou je vSak MPS/NGS, kterd se vyuziva
k WES (whole exome sequencing, celoexomové sekvenovani). Analyza mRNA by

musela byt provedena ze tkanég, kde dochazi k expresi (Vinksel et al. 2021).

Technika MPS je vysoce vykonnd metoda pouzivana ke stanoveni ¢asti
nukleotidové sekvence genomu jedince. Tato technika umoziuje paralelni sekvenovani
miliond kratkych DNA fragment, coz je zdsadni pokrok oproti tradi¢nim metoddm
Sangerova sekvenovani. VétSina technik sekvenovani druhé generace je zaloZena na
sekvenovani syntézou, kdy se jedna o sériové prodlouZeni primed templatu enzymem,

ktery je bud’ polymeraza (metoda 454) nebo ligdza (metoda SOLiD) (Bruijns et al. 2018).
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Mezi jedny zvyhod MPS/NGS patii to, Ze umoziuji paralelni sekvenovani
miliond fragmentl DNA, coz dramaticky zvySuje rychlost a efektivitu sekvenovani ve
srovnani se Sangerovym sekvenovanim, které sekvenuje pouze jeden fragment najednou

(Bagger et al. 2024).

Dalsi vyhodou je vysokd priichodnost, coz umoziuje analyzu velkych genomi
nebo exomu v relativné kratkém cCase. Diky tomu se NGS stavad vhodnou metodou pro
rozsahlé studie genetickych variaci v populacich a pro diagnostiku genetickych chorob
v klinickém prostfedi. Posledni z vyhod NGS, kter¢ je tfeba jmenovat je flexibilita. Rizné
platformy NGS, jako jsou Illumina, Ion Torrent a PacBio, nabizeji rizné moznosti v délce
Cteni, presnosti a kapacit¢ dat, coz umoznuje vybér vhodné technologie podle

specifickych pozadavki projektu (Seaby et al. 2016).

Ke stanoveni deficitu trehaldzy se metoda NGS pouzivd k celoexomovému
sekvenovani. Prvnim krokem k WES je ziskani vysoce kvalitni genomové DNA (gDNA
— genome DNA, genomova DNA) z biologického vzorku. Nej€astéji se jednd o gDNA
extrahovanou z leukocytl periferni krve. Mezi bézné metody extrakce patii technika
soleni a metody zaloZené na spinovych kolondch. gDNA je mozné také ziskat ze slin,
jedna se tedy o neinvazivni alternativu k venesekci, avSak je to na tikor kvality a kvantity,
zejména pokud jde o riziko kontaminace DNA tstni mikroflérou a zbytky potravy (Kidd
et al. 2014). Dal§im zdrojem gDNA jsou histopatologické vzorky fixované formalinem

a zalité v parafinu a také vzorky z nddorovych onemocnéni (Bao et al. 2014).

Po extrakci DNA nasleduje pifiprava obohacené knihovny exomu. Mezi bézné
pouzivané soupravy pro zachyt exomu patii Agilent, [llumina a NimbleGen. Kdy vybér
vhodného produktu je ovlivnén vyhodami a nevyhodami danych souprav pro zachyt
exomu. Navzdory jejich rozdilim se vSechny technologie zachytu fidi stejnymi tfemi
zakladnimi principy a to: fragmentace DNA, ligace adaptorti a obohaceni cile (Seaby et
al. 2016). gDNA je ndhodné fragmentovana bud’ mechanicky ultrazvukovymi metodami

nebo biologicky enzymatickym §tépenim (Van Dijk et al. 2014).

Konce fragmenti jsou nasledné zkraceny a spojeny pomoci adaptorti. Po pfipraveé
knihovny nésleduje cilené obohaceni exonickych oblasti, kdy se metody u jednotlivych
zachytnych platforem liSi. Po obohaceni exonl je vyslednd zachycend knihovna

podrobena vysoce vykonnému MPS, které produkuje miliony kratkych cteni. Mezi
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soucasné sekvencni platformy patii Life Technologies SOLiD, 454 Genome Sequencer
spolecnosti Roche nebo fada sekvenatort HiSeq spolecnosti Illumina, kterd pouziva
pfistup sekvenovani syntézou. Sekvenovani piedniho i zadniho vldkna umoznuje vytvaiet
¢teni s parovym koncem, coz poskytuje informace s delSim rozsahem nez jednotliva
¢teni. Pfi vypocetnim mapovani na referencni sekvenci lidského genomu ndm tato metoda
pfinasi vetsi presnost zarovnani. Tento proces mapovani cili umoziuje identifikovat
zmény kodujicich nukleotidii a sestfihovych mist v DNA pacienta, které se 1isi od
referencni sekvence (Seaby et al. 2016). Na obrazku 12 je zobrazen metodicky postup pfi

celoexomovém sekvenovani.
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Obrazek 11 — Metodicky postup pri celoexomovém sekvenovani (Seaby et al. 2016)

a) Odbeér vzorku krve obsahujici periferni lymfocyty. b) Extrakce gDNA z bilych krvinek pomoci
extrakcnich souprav nebo metodou soleni a hodnoti se jeji kvalita a mnozstvi. ¢) Fragmentace
DNA bud’ sonikaci, nebo enzymatickymi metodami, které se u jednotlivych knihovnich preparati
lisi. d) Uprava koncii fragmentii odstranénim previslych nukleotidii a navéizani adaptorii (zde
zndzornény jako hvézdicky) na jejich konce. Zluté obdélnikové oblasti uvniti- fragmentii zde
predstavuji exony pritomné ve fragmentech DNA. e) Hybridizacni zachyceni ve vodni fazi
obohacuje exonové sekvence ligaci fragmentii na biotinylované sondy. Obohacena knihovna
exonickych fragmentii se eluuje a amplifikuje. f) Vysledna knihovna exomu je sekevenovana
pomoci MPS, ¢imz se ziska miliony sekvenovanych cteni. g) Ziskana data jsou zarovndna
s referencni sekvenci lidského genomu a nasledné analyzovana.
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3.5 LECBA DEFICITU TREHALAZY

U lécby tohoto deficitu se musi zohlednit ten fakt, zdali se jedna o deficit priméarni
nebo sekundérni a také se musi brat v vahu zjisténé enzymové deficity tenkého stieva.
Primérni deficit je zpiisobeny genetickou mutaci genu TREH a dochazi tedy ke snizené
expresi enzymu trehalazy a mize se manifestovat az v dospélosti. V tomto piipadé je
nutné eliminovat piijem trehaldzy z potravy celozivotné. Z ptirozenych zdroja trehal6zy
je sledovana predevsim konzumace hub, moiskych ploda, fas, pekatského drozdi a medu.
Vsechny pfirodni zdroje trehalézy se doporucuje zjidelnicku vyloucit a také se
doporucuje omezit potencionalni zdroje potravy, kde je trehaldza ptidana jako aditivum

(NORD 2024).

Kategorie potravin, ve kterych se primyslové vyrdbéna trehaldza pouziva jsou
zmrzliny, zeleninové pomazanky, ovocné presnidavky, slazené napoje véetné ovocnych
dzust, sladkosti (bonbony), ty€inky, susené ovoce, bila cokolada, polevy, mouky
a téstoviny, suSenky, kola¢e a pecivo, rybi polotovary, zvykacky. Dle natfizeni
Evropského parlamentu a Rady (EU) €.1169/2011 ze dne 25. fijna 2011 o poskytovani
informaci o potravinach spotiebiteliim vyrobci nemaji povinnost uvadét tuto latku na

obalech (EU-1169/2011 2011; WHO 2001).

V ptipad¢ sekundarniho deficitu trehalazy je dilezité se nejdiive zaméfit na
primarni onemocnéni (nejcastéji enteropatie zpiisobené celiakii) a dodrzovat dietni
opatieni pro 1é¢bu primarniho onemocnéni a zaroven po dobu 1écby omezit trehaldzu. Po
zaléeni primarniho onemocnéni a odznéni obtizi, se mize pomalu zvySovat piijem
trehalozy v potrave, jelikoz se predpokladd postupné zvySeni aktivity trehalazy. Pfi
sestaveni vhodného nutri¢niho planu je nutné brat v tvahu zjisténé enzymové deficity
sliznice tenkého stfeva komplexné. 1zolovany deficit trehaldzy s plné aktivnimi dal§imi
enzymy disachariddz se vyskytuje velmi vzacng. Proto se musi zohlednit i pfipadny
deficit aktivity laktazy, sachardzy, ktery se manifestuje stejnymi piiznaky jako deficit

trehalazy (Reed a Pacheco 2019; Puertolas a Fifi 2018; Allergylnsight 2022).

Pii deficitu laktazy se jednd o deficit enzymu Stépici mléény cukr laktdozu. Laktoza
je krome mléka a mlécnych vyrobki obsazena v mnoha dalSich produktech. Na rozdil od
trehalozy lze ptfitomnost laktdézy v potravindch zjistit z ingredienci. Pfi omezovani

laktozy je vhodné vyftadit z jidelnicku produkty, které maji v ingrediencich uvedeno
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mléko, smetanu, susené mléko, syrovatku a maslo. Pi tomto vylouceni je potfeba myslet
na substituci vapniku zjinych zdroji jako jsou ryby, zelenina, ofechy, piipadné

potravinové dopliikky (Deng et al. 2015).

U deficitu aktivity enzymu sacharazy, ktery $t€pi sachardzu (fepny cukr), je nutné
kontrolovat ptijem sacharézy — slazeni ndpojl, konzumace sladkého peciva a sladkosti.
Sachar6za se ve vysokém mnozstvi vyskytuje v ochucenych snidanovych ceredliich,
cerealni tyCinkach, cokoladé, cokoladovych tycinkdch a oplatkdch, sladkych
pomazankach, dzemech, ale napft. také v soleném arasidovém masle, keCupu, majonéze,
salatovych dresincich, lusténinach apod. Obecné plati, ze je vhodné vyloucit potraviny,
které v seznamu ingredienci uvad¢ji cukr na né€kterém z prvnich ¢tyt mist. Také je potieba
vénovat pozornost ovoci, které kromé fruktdzy obsahuje jiz pravé zminénou sacharozu.
Obsah sachardzy zavisi na jednotlivych druzich ovoce. Zaroven je vhodné omezit

1 nékterou zeleninu s vysokym obsahem sachar6zy (Foley et al. 2022; Cohen 2016).

Dietu pii snizené aktivité¢ disachariddz, tedy pfi intoleranci laktdzy, sachardzy
a trehalozy, lze sestavit z béznych potravin vyvazené raciondlni stravy, tak aby
obsahovala potfebné slozeni zivin a zabranilo se ptipadné malnutrici pacienta

(Viswanathan a Rao 2023).
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ZAVER

Deficit trehalazy se déli na primarni a sekundarni. Priméarni deficit trehalazy je
vzacné genetické onemocnéni, které vyznamné ovliviiuje metabolismus sacharid
a kvalitu zivota postizenych jedinct. Sekundérni deficit trehalazy byva ¢asto doprovéazen
deficity ostatnich stfevnich disachariddz. V mnoha ptipadech je sekundéarni deficit
trehaldzy zptsoben poskozenim klkti tenkého stfeva disledkem celiakie. V této praci
jsem se zaméfila na analyzu pficin, klinickych projevi, diagnostickych metod a moZnosti

1é¢by tohoto onemocnéni.

Hlavni pfic¢inou priméarniho deficitu trehaldzy jsou mutace v TREH genu, které
vedou k nedostate¢né syntéze nebo funkci enzymu trehaldzy. Primarni deficit trehalazy
ma nejvyssi prevalenci u obyvatel Gronska. Enzym trehalaza je kliCovy pro Stépeni
trehal6zy na dvé molekuly glukézy, a jeho nedostatek zplisobuje neschopnost spravné
travit trehalézu obsazenou v potravé. Vysledkem jsou gastrointestinalni potize, jako je

prijem, nadymani a bolest bticha.

K diagnostice deficitu trehaldzy se pouZzivaji moderni genetické metody, jako je
sekvenovani celého exomu. Tyto genetické diagnostické metody umoziiuji piesnou
identifikaci genetickych mutaci a poskytuji hlubsi ndhled do molekuldrnich mechanismu
onemocnéni. Tyto metody jsou dopliiovany tradi€nimi biochemickymi testy, kterymi je

meétena aktivita trehaldzy ve vzorcich stfevni biopsie.

Lécba deficitu trehaldzy je pfedevSim zaméfena na dietni opatfeni, kterd
u primarniho deficitu zahrnuji celozivotni vylou€eni potravin bohatych na trehalézu
z jidelnicku. U sekundarniho deficitu je nejdiive potieba zalé¢it primarni onemocnéni
vhodnym dietnim reZimem zdroven s vyloucenim trehalozy z jidelnicku. Po zaléCeni
primarniho onemocnéni a odznéni obtizi, je poté vhodné postupné zatfazovat potraviny

obsahujici trehalézu.

Zavérem lze konstatovat, ze deficit trehaldzy je slozité vzacné onemocnéni
s vyznamnymi dopady na zdravi a kvalitu zivota pacientli V¢asna a presnd diagnostika,
spolecné s individualizovanou 1é¢bou, jsou klicové pro efektivni management tohoto

onemocnéni.
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