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Alergeny ve slupce jablek kodované genovou rodinou Mal d
1 a vliv ,,house keeping®“ genli na stanoveni jejich relativni
exprese

Potravinovou alergii trpi celosvétove az 10 % populace a jeji prevalence v poslednich
dekadach vzristd. Tento trend stale nebyl uspokojivé vysvétlen, ale studie naznacuji, ze se jedna
se o komplexni souhru v zasadé nezménénych genetickych predispozic a naopak velmi
proménlivych environmentalnich faktord plisobicich na imunitni systém jedince ale také na
samotné alergeny. Primarni odpovédi imunitniho systému na neSkodné antigeny je navozeni
oralni tolerance. V pfipad¢ alergie dochéazi k jejimu prolomeni a indukci Th2 odpovédi urcené
proti mnohobunéénym parazitim a produkci IgE protilatek. Tyto mechanismy a zptsoby, jakym
je mozné navodit toleranci de novo, jsou predmétem intenzivniho vyzkumu.

Typickym alergenem je protein, ktery jako kazdy jiny genovy produkt tohoto druhu plni
ve zdrojovém organismu urcitou funkci, k niz je pfedurcen svou konformaci a kterd spociva
pfedevsim ve vazbé rtznych ligandl. Pfi poruSeni ordlni tolerance je téméf jisté, ze Siroky
repertoar protilatek najde na jeho povrchu odpovidajici epitop.

Alergie na jablko postihuje pouze 2% potravinovych alergiki, ale v oblasti s vyskytem
biezového pylu (severni, zapadni a stiedni Evropa) hraje vyznamnou roli, nebot’ ji trpi velké
procento vSech alergiki na bfizu. To je disledkem zki#izené reaktivity mezi strukturnimi
homology Bet v 1 a Mal d 1, nejvyznamnéj$im alergenem jablka ze skupiny PR-10 proteint. Jeho
exprese je indukovana biotickymi a abiotickymi stresy. Je patrny vliv ro¢niku i1 zplsobu
kultivace, nicméné urcité hranice jsou nastaveny genotypem. Mezi nejvice exprimované
izoformy patii Mal d 1.01 a 1.02. Exprese jednotlivych izoforem vykazuje odrudovou specifitu.
Slechténi hypoalergennich odriid musi predchazet dikladné poznani téchto alergend. Po
stanoveni zakladnich parametrii proteinu nastava obvykle faze porovnavani alergenicity mezi
jednotlivymi kultivary. Vyzkumnici si kladou otazky, jestli se odridy navzajem lisi v expresnim
profilu, v celkovém mnozstvi proteinu, v zastoupeni ¢i viibec pfitomnosti jednotlivych izoforem,
ve vazb¢ IgE protilatek ¢i ve schopnosti vyvolat reakci pii oralni provokaci.

Jednou z bézné pouzivanych metod méefeni genové exprese je kvantitativni PCR. Metoda
je spojenim reverzni transkripce, klasické PCR reakce a detekce na bazi znacenych sond. Metoda
spoc¢iva v kvantitativnim méfeni nartistajici intenzity fluorescence, zapii¢inéné zdvojnasobenim
mnozstvi produktu v kazdém cyklu, jez je zobrazovéna v grafu v redlném case. Principem
relativni kvantifikace je normalizace hodnot k referenénimu genu, a proto musi tento gen
vykazovat stabilni expresi napfi¢ zkoumanymi vzorky.

V experimentalni ¢asti této prace byla provedena validace tii refere¢nich gent (ACT7,
UBC, GAPDH). K témto genim byla normalizovana exprese izoforem Mal d 1.01 a 1.02 a
nasledné vyhodnocovany diference mezi dvéma biologickymi replikaty. Kruskal-Wallistiv test
prokézal statisticky vyznamné rozdily mezi ACT7 a GAPDH. Z vysledkt vyplyva, ze GAPDH
neni jako referenéni gen pro jablec¢nou slupku vyhovujici.

Klic¢ova slova: jablon, Malus x domestica, izoalergeny, Mal d 1, exprese, house keeping geny,
gRT-PCR






Allergens in the apple peel encoded by the Mal d 1 gene
family and the effect of house keeping genes on determining
their relative expression

Up to 10 % of the world's population suffer from food allergies and their prevalence has

been increasing in recent decades. The cause of this increase has still not been sufficiently
explained. However, the studies suggest that the individual's immune system is affected by a
complex interplay between the essentially unchanged genetic predispositions and highly variable
environmental factors, which are also affecting the allergens themselves.
The primary immune response to harmless antigens is oral tolerance induction. In the case of
allergy, this tolerance is broken and pathogen-like response is established by Th2 cells induction
and IgE antibody release. These mechanisms and processes of de novo tolerance induction are
subjects of intensive research.

In the vast majority of cases, allergen has a protein nature. Like any other gene products it
has a characteristic 3D structure determining its physicochemical properties and functional role in
organism, especially in ligand binding.When the oral tolerance is disrupted, it is almost certain
that a wide repertoire of antibodies will find a corresponding binding site on its surface.

Globally, there is only 2 % of food allergy patients suffering from the apple allergy.
However, it is relatively common among birch pollen sensitised patients in the birch pollen area
(North, Western and Central Europe). The reason is the cross reactivity of the structural
homologues Bet v 1 and Mal d 1, the main apple allergen from the PR-10 protein group. Mal d 1
expression is induced by the biotic and abiotic stresses. Harvesting year and cultivation method
have apparent influence on the expression. However, the genotype seems to play the main role,
because the expression rate of isoallergens and isoforms is cultivar dependent. The most
expressed isoforms are Mal d 1.01 and 1.02. Hypoallergenic cultivars breeding is highly
dependent on the knowledge about the allergens. Protein characterisation itself is followed by the
comparison amongst cultivars in terms of allergenicity, whole protein or particular isoform
quantification, IgE sera binding or allergic response inductibility by oral provocation.

RT-PCR is the most common and widely used method for gene expression studies,
consisting of three consecutive steps: reverse transcription, PCR and labeled probes detection. It
is based on quantitative measurement of increasing fluorescence intensity triggered by doubling
the amount of the product in each cycle, which allows real-time visualisation by an amplification
plot. The relative quantification principle is the normalization of the acquired values of the gene
of interest to the reference gene values. Therefore, the reference gene must show a stable
expression across all samples measured.

In the experimental part of this work, the validation of the three reference genes (ACT7,
GAPDH, UBC) was performed. Expression of Mal d 1.01 and 1.02 isoforms has been normalised
to these genes and then differences between two biological replicates has been evaluated. The
Kruskal-Wallis test showed statistically significant differences between ACT7 and GAPDH. The
GAPDH appeared to be not suitable to be used as a reference gene for the apple peel.

Keywords: apple, Malus x domestica, isoalergens, Mal d 1, expression, house keeping genes,
gRT-PCR
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1. Uvod

V poslednich nékolika dekadach se svétovd populace potykd s nariistem alergie na
potraviny(Prescott & Allen 2011). NejcastéjSimi spoustéci téchto alergii jsou zejména mléko,
soja a obiloviny, ale vyznamnou mérou do sbirky alergennich potravin pfispiva také
ovoce(Carlson & Coop 2019). Rizné formy alergie na jablko pak tvoii 2 % z celkového poctu
potravinovych alergikti (Fernandez-Rivas et al. 2006). Pricinnymi alergeny jsou Ctyfi proteiny
oznacované jako Mal d 1-4(Gao et al. 2008). Jablko obsahuje velké mnozstvi zdravi prospésnych
latek (Boyer & Liu 2004) a je nejrozsifenéjSim ovocem péstovanym v mirném pasmu z hlediska
piepoctu na vyprodukované tuny i prumérné spotieby na obyvatele(FAO 2014). Pro specifické
alergiky se vsak jedna o ,,zakazané ovoce®, coz je pro mnoho z nich limitujici jak ze zdravotniho
tak ze sociokulturniho hlediska (Van der Velde et al. 2012). Jednim z péstitelskych a
Slechtitelskych cilii je proto nabidnout alergikiim alternativu v podob¢ hypoalergennich odrid. Ty
je mozné vyhledavat z nepieberného mnozstvi starych krajovych odriid nebo na tuto vlastnost
cilené Slechtit, pfipadné pouzit metody genového inzenyrstvi(Gilissen et al. 2005).

Tvorba hypoalergennich odrtd klade velké naroky na znalosti o jednotlivych alergenech a jejich
pusobeni na organismus, stejné jako vyzaduje dobré porozuméni molekuldrni struktufe alergend,
mechanismu protilatkové odpovédi a obecné vlastnostem imunitniho systému.

V neposledni fad¢ je pak diagnostika alergenicity. Ta je standardné provadéna sledovanim reakci
pacientti nebo pomoci kvantifikace daného alergenu, idealné obojim(Vegro et al. 2016). Pomérné
jednoduchou a Siroce rozsifenou metodou je stanoveni miry genové exprese pomoci RT-
PCR(Pagliarani et al. 2013). Mnozstvi transkriptu je poté srovnano s referenénim genem, ktery
vykazuje stabilni expresi(Gutierrez et al. 2008). Volba spravného referen¢niho genu se odviji
praveé od této stability exprese napii¢ zkoumanymi vzorky a vhodnost riznych genli by méla byt
experimentalné potvrzena pro kazdy organismus, kultivar i jednotlivé tkané. Ve studiich genové
exprese alergeni u jablek se vétSinou pouziva aktin(Pagliarani et al. 2013). Ovéteni vhodnosti
tohoto house-keepingového genu a dvou dalsich (UBC, GAPDH) bude tématem experimentalni
¢asti prace.
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2. Cil prace

Védecké hypotézy

Izoformy Mal d 1.01 aMal d 1.02 patii mezi nejvice exprimované alergeny ve slupce
jablek napfi¢ riznymi odradami. Vhodny ,house keeping“ gen vykazuje stabilni expresi
urtznych odrid avrizném typu biologického materidlu. Rozdily v relativni expresi mezi
biologickymi replikaty by pii pouziti vhodného ,,house keeping* genu mély byt minimalni.

Vlastni cil prace

Cilem prace je zpracovani ucelené literarni reSerSe na téma oralni alergie Clovéka na
alergeny Vv jable¢né slupce. Experimentalni ¢ast prace bude vyhodnocovat expresi 2
nejvyznamnéjsich izoforem rodiny Mad d 1 u 4 odrid jabloni. Vhodnost 3 ,,house keeping® genti
bude vyhodnocena na zakladé relativni exprese ve 2 biologickych replikatech.
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3. Literarni reSerse

Nasledujici literarni reSerSe byla napsana s cilem podat uceleny prehled o stavu soucasného
porozuméni potravinové alergii. V prvni ¢asti jsem se zaméfila na imunitni systém a jeho reakci
pii kontaktu s antigenem za fyziologickych i imunopatologickych podminek. Druha c¢ast se
zabyva vlastnostmi alergent, jejich molekularni strukturou a klasifikaci. Ve tfeti Casti jsem se
zabyvala jablkem a jeho alergeny, zejména charakteristikou hlavniho alergenu Mal d 1. Posledni,
ctvrta Cast, je veénovdna metoddm stanoveni genové exprese se zaméienim na kvantitativni
PCR. Imunologick4 ¢ast obsahuje z vétsi casti informace, které jsem nepokladala za nutné
citovat, protoze se jedna o dlouho znama fakta uvedend v kazdé ucebnici imunologie a jsou
soucasti zakladnich ptednaskovych kurzl. Z divodu pozadavkl vychazejicich z piedpisu FAPPZ
pro psani bakalafskych praci jsem tyto obecné¢ zndmé informace na konci kazdého odstavce
opatfila citacemi z téchto knih: Zaklady imunologie (Hofejsi et al. 2017), Janeway’s
Immunobiology (Murphy & Weaver 2016), Cellular and molecular immunology (Abbas et al.
2015) a Molecular biology of the cell (Alberts et al. 2017).

3.1 Potravinové alergie

Vzestup potravinovych alergii v poslednich dekadach je cCasto oznaCovan jako tzv. druhd
alergicka vlna (Prescott & Allen 2011) v kontrastu s epidemii zvysené citlivosti k prachu,
rozto¢lim a pylovym c¢asticim v druhé poloviné 20. stoleti, vedouci k rozvoji respiracnich potizi a
astmatu. Potravinova alergie je imunopatologickd reakce namifend proti obvykle tolerovanym
molekuldm z rozmélnéné potravy. Ty jsou chybné rozpoznany jako nezddouci elementy, coz v
zéavislosti na vlastnostech alergenu a sile imunitni odpovédi vede k riznym formam zanétlivé
reakce, ktera v n¢kterych ptipadech mize vést az k ohroZeni pacientova zivota navozenim tézké
systémové reakce zndmé jako anafylaxe. Z dotaznikového Setfeni vyplyva, Ze je respondenty
napii¢ v€kem a pohlavimi obecné vnimana jako velmi omezujici a zhorSujici kvalitu Zivota (Van
der Velde et al. 2012).

3.1.1 Prevalence

Fuchs et al. (2016) na zakladé¢ srovnani rtuznych epidemiologickych studii uvadi, ze
nékterou formou potravinové alergie trpi 6-10 % euroamerické populace. Vysoka prevalence
(procentualni vyjadieni poctu alergickych jedinct oproti celé populaci) byla zaznamenana také
V Asii a ostatnich ¢astech svéta a to nejen ve vyspélych, ale 1 v rozvojovych zemich s vyraznym
ekonomickym ristem (Leung et al. 2018).

Vyjadfeni samotné miry narlstu poctu potravinovych alergiki se nicméné ukazuje jako
pon¢kud obtizné. Loh & Tang (2018) ve své praci upozoriiuji na nejednotnou metodiku
pouzivanou v testech napii¢ jednotlivymi zemémi i asovymi obdobimi. Udaje z riiznych studii
jsou tak mezi sebou obtizn€ porovnatelné, coz znemoznuje provedeni rozsahlejSich metastudii a
kvantitativni zhodnoceni. Problematické pak jsou zejména tzv. self-reported studie, zalozené na
dotaznikovém Setfeni, které se opiraji o subjektivni pocity pacienta nebo druhé osoby a které
ukazuji mnohondsobn¢ vysSi prevalenci, protoZze pacienti maji tendenci své obtize
nadhodnocovat. Az 25 % rodicii se domniva, Ze oni nebo jejich déti trpi touto formou alergie,

15



nicméné na zaklad¢ expozicnich testll byl prokazana pouze u 5-8 % déti a 1-2 % dospélych (Yun
& Katelaris 2009).

Vyssi pocet klinickych zdznamii o hospitalizacich pacientii s tézkou anafylaxi nicméné
vypovida o narlstu poctu alergikl s t€zZkym pribéhem reakce (Prescott et al. 2013).

Codex alimentarius uvadi jako nejrozsifenéjs$i spoustéce potravinovych alergii ve svété
tyto potraviny: mléko, vejce, ofechy, pSenice, soja, ryby a moiské plody (WHO & FAO 2018).
MIéko a vejce prevladaji u déti mladsich 4 let. V pozdé€jsim véku Casto dochézi ke spontannimu
narustu tolerance a tak ve skupiné skolnich déti a dospélych najdeme jiz vyssi procento alergikt
na ostatni zminéné produkty. Studie na nahodném vzorku Ceskych Skolnich déti (9-17 let)
ukazuje, ze kazdé treti dit¢ ma néjakou formu alergie. Kazdy jedenacty z téchto alergika trpi
alergii na potraviny, pficemz nejvétsi podil ptipada na ovoce (jablko, jahody, citrusy a Kiwi)
(Fuchs et al. 2016).

Zastoupeni jednotlivych potravin a jejich alergeni v celkové prevalenci jakoz i1 zdvaznost
imunitni reakce se miZze liSit v zavislosti na zeméepisné poloze, pohlavi a jak dokladaji cetné
migracni studie, dulezitou roli hraje i etnicita (Barness & Cathleen 2010).

Smrt z anafylaktickych pfi¢in po poziti potraviny nejcastéji zpiisobuji semena podzemnice
olejné (62%), mléko (17%) a vejce (7%) (Kopelentova et al. 2016).

Existuji alergie typické pouze pro uritou zemi, specificky vazané na stravovaci navyky
obyvatel, jako napf. alergie na mak v CR nebo pon&kud kuriézni piipad alergie na ptaéi hnizda v
Singapuru (Goh et al. 2000). Pravé studie ze Singapuru se staly dokladem zmény rozlozeni
alergii v populaci vlivem globalizace. Napi. alergie na semena podzemnice olejné byla mezi
Singapurskymi détmi velmi vzacna a pocet hospitalizaci se zacal prudce zvySovat az béhem
poslednich dvaceti let spole¢né s Sir§im piijetim zapadniho zivotniho stylu (Liew et al. 2013).

3.1.1.1Alergie na ovoce a zeleninu

Na evropském kontinentu je vyznamna alergie na ovoce a zeleninu. Tato tzv. ,,plant food
allergy* je nejb&zné&jsi evropskou alergii mezi star§imi détmi a dospélymi (McClainn et al. 2014).
Prevalence se na zakladé expoziénich testti pohybuje mezi 0,1 — 1,8 % v pfipad¢ zeleniny (rajce,
celer, mrkev) a 0,1 — 4,3 % v pfipadé ovoce, kde je nejcastéji spojena s plody celedi
Rosaceae(jablko, broskev, jahody) a Betulaceae(liskovy ofech) (McClainn et al. 2014).

Vyznamnym zdrojem alergent je jablko, jehoz konzumace zpiisobuje problémy cca 2 %
evropanu (Fernandez-Rivas et al. 2006) a to i piesto, Ze jeho alergeny vétSinou vyvolaji reakci
pouze u jedinct alergickych na strukturné podobny alergen jiného druhu, jelikoz samy nejsou
schopny tzv. primdrni senzibilizace.

V zéavaznosti reakci jsou patrné urcité rozdily mezi obyvateli Sttedomofii a severngjsi ¢asti
Evropy. V Italii a zejména ve Spanélsku prevazuji zavazné systémové projevy, jejichz
spoustécem je zejména zkiizend reaktivita s broskvi, zatimco ve stfedni a zapadni Evrop¢ souvisi
tyto alergie pfedevsim s tzv. ,,pollen-food syndromem® (PFS), kdy senzibilizace travovymi a
stromovymi pyly inhalacni cestou vyvola po pozieni potravinového alergenu lehkou imunitni
reakci v ustni duting, tzv. ,,oralni alergicky syndrom* (OAS) (Fernandez-Rivas et al. 2006). Mezi
jeho nejcastéjsi ptiznaky patii nepiijemné pocity v krku, brnéni jazyka, otok a svédéni rta.
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3.1.1.2 Pollen-food syndrom

Carlson & Coop (2019) ve snaze shrnout vSechny dostupné studie o prevalenci PFS
konstatuje, ze mezi nimi panuji velké rozdily. Vzhledem k tomu, ze pylova alergie suzuje 20 —
50 % populace a u 47 az 70 % polinotikii se zaroven rozvine PFS, je mozné ucinit velmi hruby
odhad, ze timto syndromem trpi 9,4 — 35 % populace.

V severni a stiedni evropé jsou nejrozsifenéjSim spoustéCem pylové senné rymy rtizné
druhy biiz (Biedermann et al. 2019). Bfezovy pyl zaujima dominantni postaveni (80 %) také jako
puvodce PFS, zejména alergeny Bet v 1 a Bet v 2. Odhaduje se, ze 50 az 90 % téchto polinotik
trpi zaroven zkiizenou reaktivitou na nékteré ovoce nebo zeleninu, zejména jablka, hrusky,
broskve, mrkev, vlagské a liskové ofechy (Carlson & Coop 2019).

I nekteré dalsi stromy, nalezejici spolecné s bfizou do fadu Fagales, mohou ucinné
suplovat jeji roli - bylo prokazano, ze po ptidani k extraktu zkiiZzenych alergent dosahuji séra
pacientt alergickych na tyto ptibuzné pyly 78% aktivity sér alergikd na btizu (Canis et al. 2011).

Biederman et al. (2019) nicmén¢ uvadi, ze vzhledem k absenci vétsich biezovych porosti
ve Sttedomofi nepfichdzi mistni obyvatelé do kontaktu s timto pylem, ¢imz vysvétluje velmi
nizky vyskyt PFS v téchto zemich.

Strukturni rozdily mezi stromovymi Bet v 1 homology a jejich potravinovymi ptibuznymi
jsou tedy pravdépodobné jiz natolik velké, ze zkiizenou reaktivitu zptisobuji pouze omezeng.

Je zajimavé, Ze senzibilizace Bet v 1 slouzi jako ochrana proti senzibilizaci jinymi
alergeny, napt. broskvovym Pru p 3, ktery v travicim traktu nepodléhéd degradaci tak rychle jako
alergeny zkiizené z Bet v 1 a zplsobuje tak zavazné systémové reakce, coz odpovida jejich
vy$$imu vyskytu ve Stiedomoii (Biederman et al. 2019).

Mezi dalsi ptipady asociované s PFS patii zkiiZena reaktivita s n€kterymi travovymi pyly,
napf. syndrom pelynék/celer/kofeni, ambrozie/meloun nebo na molekuldrni rovni teprve
nedavno objasnény syndrom cyptisek/citrusy/broskev (Sénechal et al. 2018).

3.1.1.3 Hygienicka hypotéza

Ackoli je rozvoj alergie podminén z velké Casti geneticky a stdle jsou identifikovany nové
kandidatni geny, je velmi nepravdépodobné az téméf nemozné, ze by v uplynulych 50 letech
doslo k tak vyznamnému selekénimu tlaku na roz$ifeni ptisluSnych mutaci v populaci. Bez
zahrnuti exogennich spoustécti neni mozné ndrlst poctu alergika vysvétlit. V 80. letech byla
vyslovena tzv. hygienicka hypotéza, ktera tvrdi, Ze zvySeny vyskyt potravinové alergie souvisi do
znaéné miry se zvySovanim zivotni Grovné obyvatel (Strachan et al. 1989). Zména zpisobu
zivota po hmotné, socidlni i kulturni strance vede k ustaveni jinych stravovacich navyki, vyS$im
hygienickym standardim v domacnostech atd. coZ se promita do mnoha faktor (expozice jinym
druhtim alergent, omezeny kontakt s patogeny spojeny s nizs$i stimulaci imunitniho systému),
které interaguji s genetickou predispozici jedince a spolecné vytvateji podhoubi pro rozvoj
nezadouci imunitni reakce (Cochrane et al. 2009).

V sou€asné¢ dobé dochdzi k jisté revizi pivodniho konceptu. Kritika se netykd vysSe
zminénych socidlnich vlivil, ale sklada ¢im dal vice dikazl, ze kliCovou roli v rozvoji alergie
nehraje ani tak sniZzend expozice patogentim, jako spiSe naruSeni vztahl se symbiotickou
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mikrobiotou (Bloomfield et al. 2016).Kuo et al. (2013) v tomto kontextu poukazuji na nepfiznivy
vliv ¢asného podavani antibiotik na rozvoj alergii. Nové poznatky na pomezi bunécné biologie a
imunologie svéd¢i o kiehké rovnovaze mikroprostiedi sliznic zavislé na intenzivni mezibunécné
komunikaci a povySuji epitel z role pasivni bariéry na vyznamného aktéra udrzovani tolerance
(Goleva et al. 2019).

Neni mozné opomenout také vliv zivotniho prostiedi, a to zejména u potravinovych alergii
zkiiZzenych s pylem. Pylova sezona bfizy zacind brzy v bieznu a trva az do ptli kvétna. Mezi lety
1969 - 2006 doslo ve Svédsku k uspiSeni nastupu tohoto obdobi o 1 az 5 dni(Frei & Gassner
2008). To v dasledku mize, spolecné se stoupajici oblibou btizy jako dekorativni rostliny, nejen
pfidélat vice starosti polinotikim, ale také se podilet na zvySovani pravdépodobnosti
senzibilizace vedouci k PFS.

Rizikovymi faktory pro vznik alergii jsou klimatické zmény, zmény v koncentraci ozonu
nebo primyslové znecisténi (D’Amatto et al. 2010), stejné jako napf. prumyslova uprava jidla
(Smith et al. 2017). VSechny tyto vlivy mohou nejen piimo ¢i nepfimo pisobit na imunitu
alrgentim vystaveného jedince, ale také ménit dostupnost nebo imunogenni potencial samotného
alergenu. Alergie je tak do jisté miry civiliza¢ni chorobou.

V nasledujicim oddilu se zamétuji nejprve na shrnuti funkce imunitniho systému, déle se
vénuji faktortiim ovlivitujicim vznik alergii a poté uvadim informace o typech alergickych reakci.

3.1.2 Obranyschopnost organismu

Zéakladnim poznavacim znamenim kazdého bunécného organismu je udrzovani vlastni
komplexity oproti neusporadanému okoli, navzdory snaze pfirozenych sil dosdhnout zpét
rovnovazného stavu. Jednd se o aktivni proces zavisly na udrzovani slozitych reak¢nich kaskad,
na jejichz pohon musi organismus odebirat energii z okoli. Neustala syntéza, vystavba a proces
rozmnozovani vedou k nutnosti odebirat material zvenc¢i. V tomto termodynamicky otevieném
systému probihd vymeéna energie piedevSim prostiednictvim piijmu metabolicky vyuzitelnych
latek, vydeje odpadnich produktii a tepelnych ztrat. Praveé tato otevienost zaroven znamena vyssi
nachylnost k exogennimu poskozeni, které miize vést k zdvaznému naruSeni homeostazy,
nedostatku vyuzitelné energie az smrti organismu a rozkladu syst¢ému. Tomu Se organismus za
vSech okolnosti snazi zabranit.

Vnitini prostfedi té]l mnohobunénych organisml je od vné¢j$itho oddéleno bariérou
specializovanych bunék kryciho epitelu. Povrch téla je mozné s jistymi ustupky mechanicky
vyztuzit, nicméné vnéj$im prostiedim je i lumen gastrointestinalniho traktu. Bariéru stfeva tvofi
sliznice, skrze kterou je potieba vstiebavat Ziviny z pozfené potravy. S potravou se vSak do téla
dostava i naloz antigenniho materialu. Stejné tak 1 dychaci ustroji, poSevni sliznice, exokrinni
7lazy a dalsi otvory zeji do svéta, ktery je predevsim svétem mikroorganismi. Clovék je s nimi
cely sviyj Zivot v tzkém kontaktu.

Komenzalni druhy osidlujici kiizi, sliznice a dal$i oblasti tvoii cca 1 kg vahy primérného
Cloveka (Sender et al. 2016) a ukazuje se, ze hraji Casto velmi vyznamnou roli v udrzovani nasi
vlastni homeostazy. Narusenim integrity slizni¢nich bariér se miize z prospéSného kmenu stat
Skodlivy (Hofejsi et al. 2017). Existuji mikroorganismy vysoce patogenni, které by v piipadé
neexistujici vnitfni obrany znemoznily hostitelskému druhu Uspé$né prezit. 1 ptfes pokrocilou
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medicinu zemie dle tiskové zpravy WHO (2020) ro¢né na infekéni choroby vice nez 17 miliond
lidi.

Nebezpeci ¢iha 1 uvnitt vlastniho téla v podobé bunék poskozenych €i vymknutych se
kontrole.

Efektivni ochrana tak musi byt zaloZzena na inteligentnim rozliSovani mezi ¢&astici
potencialné nebezpecnou a tou, ktery miize byt tolerovana. Jedna se vzdy o dosazeni kompromisu
mezi dvéma extrémy - pifehnanou reaktivitou nebo pfiliSnou benevolenci, pficemz oboji dlazdi
cestu k rozsdhlym poskozenim organismu, Sokovym staviim a smrti. Je dulezité si uvédomit, ze
valka s patogenem probihd na domdacim tUzemi a vdha boji dopada i na bedra mistni bunécné
populace, takze nesmyslné vyhlasovani valky kazdému kolemjdoucimu antigenu by bylo velmi
vycerpavajici.

3.1.2.1 Hlavni zbrané imunitniho systému

Cilem obranné reakce je zabranit Sifeni patogenu z napadené tkané¢ do krve a jeho
likvidace. Miliony let evoluce ucinily mikroorganismy znac¢né rezistentnimi a jejich zniceni tak
vyzaduje velmi agresivni metody zahrnujici napt. plisobeni volnych radikalt a nizkého pH, coz je
toxické 1 pro okolni buiiky. V piipadé¢ menSich objektl je velmi efektivnim feSenim fagocytoza,
diky které dojde k izolaci nejen od okolniho zranitelného prostiedi, ale také od cytoplazmy
fagocytujici bunky a to diky uzavieni patogenu do oddéleného kompartmentu - fagozomu.
Dalsimi zbranémi jsou pak napft. apoptotické signaly, perforace membran, produkce hlenu nebo
vyvrhovani toxickych granuli do prostiedi (Alberts et al. 2017). Hojné¢ vyuzivana je také
produkce proteini schopnych tvofit s cizorodou ¢astici imunokomplexy a tim ji neutralizovat
nebo zvysit jeji atraktivitu pro fagocytujici buiiky, ¢ehoz si jiz na konci 19. stoleti povSiml
némecky imunolog Almroth Wright. Nazval tento proces opsonizaci, z feckého ,,opsono*
(,»pripravuji si jidlo®) a tyto faktory proteinové povahy jako opsoniny (Colebrook 1953).

Imunitni systém délime na dvé navzajem vice ¢i méné provazané slozky — piirozenou
(nespecifickou) a adaptivni (specifickou).
Hlavnimi aktéry jsou v obou piipadech bilé krvinky (leukocyty), odvozené z hematopoetickych
kmenovych bunék kostni dfené, které dale diferencuji na leukocyty myeloidni nebo lymfoidni
fady. Kazda tada se déle specializuje do mnoha populaci se specifickou genovou expresi liSicich
se tvarem, velikosti, cytoplazmatickym uspofadnim a efektorovou funkci(Hofejsi et al. 2017).
Diky single-cell analyzdm nicméné v poslednich letech dochazi k identifikaci stale novych

bunéénych subtypt, ¢asto na pomezi obou dfive jasné ohrani¢enych kategorii (Villani et al.
2017).

Vzéijemna komunikace bun¢k imunitniho systému je zprostiedkovana prostfednictvim
sekrece cytokinu. Jedna se o malé signalni proteiny vyskytujici se ve velmi nizkych
koncentracich, vétSinou s lokalni a casové omezenou pilisobnosti. Charakteristicka je
pleiotropie(rizné typy bunék mohou produkovat stejny cytokin a stejny cytokin muize plisobit
odlisn¢ v raznych typech bungk), redundance (Caste¢na nahraditelnost jednim za druhy) a
schopnost synergie/antagonismu (Alberts et al. 2017). Vazba na receptor spousti rizné signalni
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kaskady vedouci pii dostatecné sile signalu napt. k diferenciaci builky urcitym smérem
prostiednictvim zmén v genové expresi, k indukci bunééného déleni, chemotaxi nebo navozeni
apoptozy. Dulezitymi skupinami jsou interleukiny (IL), interferony (INF), tumor nekrotizujici
faktory (TNF), transformujici ristové faktory (TGF), chemokiny a stresové proteiny (Abbas et al.
2015)

3.1.2.2 Prirozena imunita a podstata zanétu

Evolu¢né starSi je imunita pfirozend. Mechanismus jejiho piisobeni spociva zejména v
rozeznani molekularnich vzora (PAMPs) na povrchu béznych patogenti pomoci PRR(pathogen-
related) receptorti specializovanych bilych krvinek. Ty se vazi zejména na liposacharidové
struktury membran bakterii a kvasinek (Akira et al. 2006). Poskozené, nekrozou hynouci bunky
jsou rozeznavany diky povrchové expresi signalti - alarmini znamych jako DAMPs (Seong &
Matzinger 2004).Populace makrofagi disponuje schopnosti rozpoznanou ¢astici fagocytovat a
boje s patogeny, bud’ pifimymi zasahy nebo vylucovanim cytokini a dal§ich molekul. Neutrofilni
granulocyty jsou také ucinnymi fagocyty a mohou téz vyvrhovat do okoli svou vlastni jadernou
DNA jako lepkavou sit. Dalsi granulocyty (mastocyty, bazofily, Zirné buiiky) po pfislusné
stimulaci sekretuji do prostfedi granula s prozénétlivymi mediatory a chemokiny, po jejichz
koncentra¢nim gradientu migruji z krevniho ob¢hu do mista napadeni dalsi imunokompetentni
buiiky. Dochéazi k zanétlivé reakci. Cytokiny pisobi na vystelku krevnich cév, které reaguji
zvySenou expresi adhezivnich molekul. Buiiky cévniho endotelu zaroven rozsiii své bunécéné
spoje, coz umozni lepsi prostupnost pro dalsi leukocyty z krve do postizeného mista. Z krevni
plazmy tak muze proudit 1 vétSi mnoZstvi proteini komplementu. Zaroven s tim dochdzi k
vazodilataci — diky pomalejsimu toku krve rozsifenymi cévami se leukocyty snadnéji zachyti na
sténach (Hoftejsi et al. 2017).

Mezi hlavni ptiznaky lokalniho zanétu patii tato Ctvetice, popsana jiz starovékymi 1ékafi:

Rubor - zarudnuti zptisobené zvysenym pritokem krve v disledku vazodilatace

Calor - vyssi teplota, taktéz kvuli zvySenému pratoku krve

Dolor - vyse popsané morfologické zmény mohou tlacit na mistni nervova zakonceni a
nckteré cytokiny plisobi pfimo jako stimulanty akéniho potencidlu.

Po zlikvidovani infek¢niho agens témito mechanismy musi dojit k ukonceni zéanétu.
Ukazuje se, ze se jednd o aktivni proces zahrnujici pfesmyk syntetickych drah na tvorbu
protizanétlivych faktort (lipoxiny, resolviny, protektiny) a sekreci proteaz, které $t€pi ptivodni,
prozanétlivé molekuly. Makrofagy nasledné¢ vycisti misto zanétu od zbytkli mrtvych bunék a
hnisu z odumielych neutrofili. Je prokdzano, ze fagocytéza apoptotickych bunék ma
imunosupresivni u¢inky. Vyznamnym aktérem je protein TGF-p, ktery zaroven stimuluje hojivé
procesy pusobenim na fibroblasty (Abbas et al. 2015).

Vyse zminéna lokalni odpovéd’ mize prerust v odpovéd systémovou. Je-li produkce
cytokinil vysokd, mohou se z mista zanétu dostavat do krevniho ob&hu a rozvadény po celém téle
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predavat signdl o hrozicim nebezpeci dalSim builkdm. Buiky reaguji na vysokou hladinu
cytokini sekreci produktt pasobicich na termoregula¢ni centrum v hypotalamu (coz nasledné
vede k horecce), produkci sérovych proteind akutni faze (napt. zvySené hodnoty CRP) a dalSich
cytokinl, které umoziluji mobilizaci zasob leukocytli v kostni dfeni, zejména monocytl a
granulocytt (Hofejsi et al. 2017).

Ucelem systémové odpovédi je zvysit intenzitu a uéinnost likvidace patogena a zamezit
jeho dalSimu S$ifeni do dalSich tkani a krevniho ob&hu. Tato mobilizace je vSak pro organismus
velmi vyCerpavajici nejen z hlediska energetického, ale i z diivodu ni¢ivého efektu na vlastni
buiky. Zavaznou komplikaci systémové reakce je tzv. ,,syndrom cytokinové bouie*: u nékterych
jedinci, pravdépodobné predisponovanych geneticky, se miize i u obvykle nezavaznych infekci
vyvinout hyperzanét, kdy cytokiny vybi¢ovana imunitni odpovéd’ dosahne tak dramatického razu,
ze se télo chova jako pifi zdvazné sepsi, kdy organismus nezvladdl zabranit v€as mnoZeni
mikroorganismil v krevnim obéhu. Rovnovaha mezi G¢innosti a toxicitou imunitniho systému je
porusena a dochazi k septickému Soku: od ucpdvani cév, plicniho edému, hromadéni
metabolickych produktl, pfes snizenou oxygenaci a hypotenzi az k multiorganovému selhani a
smrti (Chousterman et al. 2017).

Humoralni slozkou pfirozené imunity je také tzv. komplement. Jednd se o soustavu
nékolika desitek proteint kolujicich v krevnim séru. Po navdzani na mikrobidlni struktury spolu
kaskadovité reaguji tfemi rtiznymi drahami, z nichz jedna je aktivovana diky interakci s adaptivni
imunitou (navazani protilatek). Vysledkem vSech tii je $té€peni posledniho proteinu (C3), coz
vede k tvorbé prozanétlivych mediatort a jeho C3b fragment dale pisobi jako opsonin (Hofejsi et
al. 2017).

Soucasti prirozené imunity jsou také tzv. prirozené lymfoidni buiiky (ILC). Ty se ucastni
boje v Casné fazi infekce piedevSim prostfednictvim vylucovani cytokini v odpovédi na
stresovou signalizaci. D¢€lime je na ILC-1 (potlatovani intracelularnich infekci, aktivace
makrofagti, produkce kyslikovych radikald), ILC-2 (role pii infekci mnohobunéénymi parazity,
rozvoj alergii) a ILC-3 (indukce zanétlivého prostfedi a role v rozvoji nadori). K této skupiné
pochazejici z lymfoidni fady jsou nové fazeny také NK bunky (,,natural killer), které koluji v
krevnim obé&hu a svou cytotoxickou aktivitou zabiji butiky nadorové ¢i napadené virem. ILC jsou
tak jistym pfedobrazem pro T-lymfocyty adaptivni imunity (Artis & Spits 2015).

3.1.2.3 Adaptivni imunita

Evolu¢nim vylepSenim vyse popsanych zdkladnich mechanismti pro boj s patogeny je
Imunita adaptivni, kterd pracuje v souhie s imunitou bunéénou. Je zalozena na produkci velkého,
az plytvavého mnozstvi bun¢k lymfoidni fady (lymfocytt), které na svém povrchu exprimuji
vysoce specifické receptory namifené proti konkrétnimu antigenu. Aktivovany lymfocyt se po
setkdni s antigenem klonadlné mnozi. Po zvladdnuti infekce zlstavaji v téle v nizkych
koncentracich jeho pamétové bunky, jejichz odpovéd ma pii reinfekci stejnym patogenem
podstatné rychlejsi nabeh.
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Dle mista vzniku a efektorovych funkci rozliSujeme populace B a T-lymfocyti. Kazda z
nich se dale déli do subpopulaci, vzajemné odlisitelnych pomoci charakteristickych povrchovych
markert a exprese riznych transkripénich faktort.

Dle mechanismu pisobeni rozliSujeme v rdmci adaptivni imunity slozku bunéénou a
humoralni. Slozka bunééna, piedstavovana cytotoxickymi CD8+ Tc lymfocyty, jde cestou
rozpoznani cilového antigenu za ucelem jeho pifimé likvidace. Plni podobnou ulohu jako NK
bunky.

V bunkach zprostiedkujicich humoralni imunitu(B-lymfocyty) je po setkani receptoru s
antigenem nastartovana produkce velkého mnozstvi téchto receptorti v rozpustné, nemembranové
formé. Tyto tzv. protilatky jsou sekretovany do prostfedi, kde se mohou vazat na ptislusné
antigeny a timto je neutralizovat. Zaroven pisobi jako opsoniny a usnadiuji tak likvidaci
patogenu burikami pfirozené imunity (Abbas et al. 2015; Alberts et al. 2017;Hofejsi et al. 2017).
Mohou se také vazat na Fc receptory granuléznich bunék a po navazani antigenu je stimulovat k
degranulaci (Ramasamy et al. 1974), coz hraje zasadni roli v rozvoji zanétu a alergické reakce
popsané v nasledujicich kapitolach.

Dalsi dilezitou populaci jsou pomocné CD4+ Th lymfocyty, které B-lymfocyty potiebuji
pro svou vlastni aktivaci a které moduluji typ imunitni odpovédi prostfednictvim produkce
cytokind.

Poslednim dilezitym aktérem jsou T-regulacni lymfocyty schopné potlacovat aktivitu
jinych T-lymfocytl a navozovat tak toleranci vici neSkodnym antigentim. Regula¢ni lymfocyty
namifené proti vlastnim antigentim se diferencuji v brzliku. Na sliznicich pak dochdzi ke vzniku
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na neskodné cizi antigeny a komenzalni bakterie (Beres et al. 2012).

Prvni kontakt s antigenem zprostfedkovavaji lymfocytim zejména bunky pfirozené
imunity, nejcastéji dendritické buiiky, které¢ se v hojné mife vyskytuji v mistech nejvétsiho
kontaktu s cizimi antigeny (napf. na povrchu sliznic). Dendriticka burika antigen pohlti, lyzuje a
fragmenty peptidi poté vystavi (prezentuje) na receptorovém komplexu MHC II. Bunkou
prezentujici antigen (APC) vSak za ur¢itych okolnosti mohou byt i B-lymfocyty. Kromé toho ma
kazda bunka lidského téla, je-li napadena intracelularnim patogenem ¢i jinak vnitiné narusena,
moznost poprosit o asistovanou sebevrazdu cytotoxické T-lymfocyty prostiednictvim vystaveni
ptislusnych peptidii na receptorovy komplex typu MHC I (Hofejsi et al. 2017). Dendritické
buiiky jsou Casto zobrazovany jako jeden bunécny typ, ackoli se ve skutecnosti jednd o nékolik
specializovanych subtypa (Collin & Bigley 2018).

3.1.2.4 Lymfaticky systém

Sidlem imunity je pfedevsim lymfaticky systém, tedy soustava lymfatickych organt, které
jsou propojeny siti lymfatickych cév. Strukturné se jedna o tkan slozenou zejména z imunitnich,
pojivovych a epitelidlnich bunék.

Mezi primérni lymfatické organy patii kostni dfeni a brzlik, jako sekundarni oznacujeme
lymfatické uzliny, slezinu a lymfoidni tkan asociovanou se sliznicemi (MALT) (Montilla et al.
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2004). T¢lo je protkano siti lymfatickych cév slepé zakoncenych ve tkanich, jejichZ primarnim
ukolem je odvadét z nich prebytecné mnozstvi tekutiny prosakujici z krevniho obé&hu, tzv.
tkanového moku (lymfy). Nejedna se tedy o uzavieny systém jako v pfipadé cévni soustavy.
Tekutina diky svalovym stahiim a podtlaku proudi déle skrze lymfatické uzliny, které jsou
cévami navzajem propojeny do fetizkovitych ttvari. V uzlinach se shromazd'uji imunitni bunky
do dobfe pozorovatelnych utvart. Drobné cévy se posléze sbihaji do dvou vétSich kmena a
tekutina z nich je absorbovana zpét do krevniho ob&hu v misté nejnizsiho tlaku v podklickové
zile, blizko vstupu zily do srdce. Buniky lymfatickych cév na sebe nedoléhaji prili§ tésné, coz
umoziuje prichod vétSich castic a do lymfatickych uzlin jsou tak z tkani vyplavovany také
patogeny (Cihék et al. 2016).

Lymfatickd uzlina je fazolovity utvar kryty kolagennim pouzdrem. Uvnitf uzliny se nachazi
ridké sitovité¢ vazivo, mezi kterym se pohybuji volné builkky. Lymfocyty jsou zde pomoci
chemokinové signalizace rozdéleny do vyrazné odliSitelnych zon. Niternou Casti je parakortex,
kde se usidluji predev§im T-lymfocyty, které vnikaji do téchto prostor z krevniho ob&hu
extravazaci skrze vysoky endotel postkapilarnich venul stejné jako ostatni druhy bilych krvinek.
V kortexu, kolem T-bun&¢né zony, jsou soustiedény ttvary zvané lymfoidni folikuly (B-buné¢na
zona). Mezi svrchni kapsulou a kortikalni ¢asti se nachazi dutina (subkapsularni sinus) vyplnéna
lymfou, kam usti aferentni lymfatickd céva. Lymfa proudi ¢asteCné timto prostorem, ¢astecné
skrze folikuly a T-zénu a odtéka eferentni lymfatickou cévou (Abbas et al. 2015; Murphy &
Weaver 2016)

3.1.2.5 Vyvoj T a B lymfocyti

Vsechny bilé krvinky maji pivod v hematopoetickych kmenovych buiikach v kostni dieni.
Tyto dale diferencuji na rizné populace. Jedna z nich, lymfoidni prekurzory, dava vzniknout
bunkdm lymfoidni fady — B-lymfocytim, T-lymfocytim, NK bunkdm a pravdépodobné dal§im
typum, které v poslednich letech odhaluji metody single cell analyzy (Villani et al. 2017).

T-lymfocyty béhem prenatilniho vyvoje migruji do brzliku - malého orgdnu v hrudnim
kosi, kde se podrobuji procesu ptisné klondlni selekce. Negativni selekce spo¢iva v navozeni
apoptické smrti téch T-lymfocytl, které svymi receptory rozpoznaji antigen télu viastni,
prezentovany mistnimi APC na MHC komplexu. Pozitivni selekce je procesem eliminace T-
lymfocyti, které vykazuji ke komplexu s peptidem afinitu tak nizkou, Ze jejich receptor (TCR) je
povazovan za nefunk¢ni. Tim se té€lo zbavuje jak autoreaktivnich, tak vazby neschopnych bunék.
Nechténé selekci klond s afinitou k cizimu antigenu zabranuje hematothymicka bariéra, ktera
izoluje misto vyvoje od krevniho obéhu(Murphy & Weaver 2016). Pro zajisténi prostiedi, ve
kterém se T-lymfocyty budou moci setkat i s antigeny netypickymi pro brzlik, je nutno u
nekterych bunék odblokovat pfisné regulovanou expresi typickou pro tkanové diferencovanou
bunku. Toto se déje v medularnich epitelidlnich bunkach prostfednictvim proteinu AIRE
(Gardner et al. 2009).

T-lymfocyt exprimuje na svém povrchu rizné kostimula¢ni receptory a povrchové znaky.
Bude-li se burika vyvijet dale smérem k cytotoxickym lymfocytim zavisi na tom, setka-li se v
thymu s antigenem vystavenym na MHC I nebo ne. Pokud ano, zachova si povrchovy znak CDS,
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zatimco neaktivovany z povrchu zmizi a buiitka majici pouze CD4+ se stane prekurzorem Th
lymfocyti (Hofejsi et al. 2017).

V thymu vznikaji také tzv. T-regulac¢ni lymfocyty (T-reg). Jedna se o autoreaktivni klony,
které se vyznacuji expresi transkripéniho faktoru Foxp3 a plsobi ve tkdnich jako supresory -
kompetuji s potencialné autoreaktivnimi buiikami a produkuji tlumivé cytokiny jako TGF beta a
IL-10(Murphy & Weaver 2016).

Uvadi se, ze az 98 % bun€k fazi klonalni selekce neprojde a je v thymu degradovano
(Hoftejsi et al. 2017). I piesto, Ze zbyla ¢ast lymfocytt pokracujici do krevniho ob&hu piedstavuje
jen zlomek z plivodniho mnozZstvi, je variabilita téchto T receptori obrovska.Tyto tzv. naivni T-
lymfocyty voln¢ cirkuluji krevnim ob&hem, sekundarni lymfatickou tkani a lymfatickymi cévami
a ¢ekaji na sviij antigen. Rada z nich se do zadné imunitni reakce nikdy nezapoji (Abbas et al.
2015).

Vyvoj B-lymfocytii probiha v kostni dieni, kde dochazi k rekombinaci a skladani tézkych a
lehkych fetézcti do membranového receptoru prvopocate¢niho typu IgM. Nezralé B-lymfocyty
zde podléhaji selekci, v niz jsou eliminovany bunky autoreaktivni ¢i s nefunkénimi receptory, ale
na rozdil od T-ly mohou byt pted apoptézou zachranény nékolika novymi pokusy o pieskupeni
gent pro lehky fetézec (tzv. receptorovy editing). Z kostni dfené putuji buiiky do krve a dostavaji
se do lymfatickych uzlin stejnou cestou jako T-lymfocyty, odkud mohou déle kolovat mezi
uzlinami, lymfou a krevnim obéhem(Murphy & Weaver 2016).

3.1.3 Prubéh infekce

Mikroorganismy a cizi Castice, které se do téla dostavaji vétSinou skrze sliznice nebo
drobné koZni odérky, jsou co nejrychleji likvidovany prostfedky pfirozené imunity, zejména
fagocytozou. Pokud do jisté miry nadfazené mechanismy piirozené imunity selhavaji, nastupuje
adaptivni protilatkova odpoveéd’. Poté, co nezrala dendriticka bunka pohlti antigenni ¢astici a
vystavi jeji peptid na svych MHC II receptorech, za postupného zrani migruje z periferie do
nékteré z lymfatickych uzlin. Zde se dostava do kontaktu s naivnimi pomocnymi T-lymfocyty
(CD4+) a indukuje jejich pfeménu na efektorové Th lymfocyty, které dale proliferuji(Hofejsi et
al. 2017). Dendriticka bunka (DC) muze ¢i nemusi projit aktivaci. Aktivovana DC pak stimuluje
Th lymfocyty smérem k typiim zptsobujicim zanétlivou odpovéd’, zatimco nezrala DC indukuje
tvorbu Th s tlumivymi a regulaénimi funkcemi(Dalod et al. 2014). Chovani DC je ovlivnéno
okolnim cytokinovym prostfedim, které je smési stimulacnich, inhibi¢nich, podptrnych a jinych
druhti signalt, vylu¢ovanych okolnimi buiikami - epitelem, makrofagy, granulocyty a dalSimi
imunitnimi bufikami. Tato signalizace je kli¢Covym momentem rozvoje spravné imunitni reakce -
systém stoji na pomyslné kiizovatce a smér, kterym se vyda, mize byt ovlivnén nejen skutecné
patogennim poskozeni, ale také genetickymi predispozicemi, ¢i pfidanim riznych
adjuvans(Lozano-Ojalvo et al. 2019). Aby v T-bunkach doslo k nahromadéni dostate¢ného
impulsu pro spusténi signalnich kaskad vedoucich k diferenciaci do n€kterého z Th subtypd, je
zapotiebi nejen kontaktu komplexu MHC Il - peptid a T-receptoru, ale také mnoha dalSich

24



koreceptorli a membranovych ligandi na obou buikach, jejichz spojeni se souhrnné fika
imunologicka synapse(Murphy & Weaver 2016).

3.1.3.1 Typy Th lymfocyta

Vznik Thl, indukovany zejména pfitomnosti IL-12, je odpoveédi na intracelularni parazity.
Thl lymfocyty produkuji napt. IFN-y, ¢imz aktivuji makrofdgy a podporuji diferenciaci
cytotoxickych lymfocyta(Carli et al. 1994). Aktivované makrofagy spousti signalni kaskadu
STAT1 a stimuluje lokalni zanét rekrutaci neutrofild a NK buné€k. Tyto makrofagy pak také
dokazi G¢inngji bojovat proti parazitim piezivajicich ve fagozomech(Abbas et al. 2015).

Th2 diferencuji za ptitomnosti IL-4 za Ucelem obrany proti vétSim, extracelularnim
parazitim(Carli et al. 1994). Exprimuji faktor GATA3, ktery aktivuje produkci IL4 a IL13
prohlubujici spolupraci s makrofagy, bazofily, eozinofily a makrofagy. Tento typ je spojen s
alergickou reakci, protoze IL-4 vyvolava v B-builkkach piesmyk k produkci protilatek typu
IgE(Finkelman et al. 1988).

iT-reg, ¢ili indukované T-regulacni lymfocyty, tvoii velmi dilezity bunéény podtyp, jehoz
regulacni funkce spociva v aktivnim navozovani oralni tolerance pii setkdani s neSkodnymi
antigeny (Beres et al. 2012) Vyvoj do tohoto subtypu je podminén pfiznivym cytokinovym
prostiedim (zejména TGF-B), bez alarmujicich zprav okolnich bunék o pfichozim nebezpeci
(Yang et al. 2016). Vice o iT-reg pojednava kapitola 3.1.6 Indukce slizni¢ni tolerance.

Th17 vznikaji diky IL-6 a TGF-B. Sekretuji IL-17, velmi prozanétlivy cytokin podporujici
migraci neutrofili. Je u€inny v boji proti extracelularnim parazitim a plisnim. Zajimavé je, ze
TGF-B indukuje expresi jak Foxp3, tak receptoru kyseliny retinové ROR-y-t, ktery je také
transkripénim faktorem iTreg. Bude-li z Foxp3 + ROR-y-t + bunky Th17 nebo iTreg zavisi na
mnozstvi TGF-p. (Yang et al. 2016).

Tfh jsou buiiky poskytujici pomocné signaly B-lymfocytim.

Pomérné nedavno objevenou populaci je Th9. V mnoha ohledech se podoba Th2, ale
produkuje IL-9, jehoz pfitomnost se zda byt jednim z markert pfitomnych u alergika (Soroosh et
al. 2009).

3.1.3.2 Pohlceni antigenu B buiikou

Paraleln¢ s vySe uvedenym procesem se s antigenem zaroven setkava i B-bunka. Antigen,
casto jiz opsonizovany, se spole¢né s lymfou dostava do subkapsulérniho sinu uzlin a na hranici s
folikulem je zachycen specialni populaci SDS makrofagti (Abbas et al. 2015). Zda se, Ze tyto
makrofagy antigen nefagocytuji, ale vazi jej pies své komplementové receptory a predavaji
dovnitt folikulu na FDC (folikularni dendritické bunky), které opét slouzi pouze jako
dlouhodobéjsi povrchové skladisté udrzujici antigen v nativnim stavu na povrchu buniky. Touto
fixaci antigenu ve folikulu je ziskdn Cas pro zvysSeni pravdépodobnosti setkdni se spravnym B-
lymfocytem(Kuka et al. 2014). Antigen je B-lymfocytem pohlcen, rozstipan na fragmenty a
vystaven na MHC II komplexu stejné jako v ptipad¢ dendritické bunky. V tomto stavu migruje
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buiika na hranici mezi folikulem a T-zonou, kde vyckava na pfichod Tth. Efektorovy Tth
lymfocyt migruje po koncentraénim gradientu chemokini na tutéz hranici diky vlastnictvi
chemokinového receptoru CXCL6. To vyznamné zvySuje pravdépodobnost setkani téchto dvou
antigenn¢ specifickych bun¢k (Shi et al. 2002) vedouci kaktivaci B bunek a produkci
specifickych protilatek.

3.1.3.3 Produkce protilatek

Aby byl B-lymfocyt schopen sekrece protilatek, musi probéhnout vzajemna stimulace mezi
nim a Thf lymfocytem. To se d&je nejen skrze kontakt T bunécného receptoru s prezentovanym
antigenem, ale nutny je také tzv. ,,druhy signal® pies receptor CD40 - CD40 ligand (Hofejsi et al.
2017). RozliSujeme primérni a sekundarni protilatkovou odpovéd’, faze obvykle nésledujici t€sné
za sebou. Ze spravné stimulovaného B lymfocytu se stdva plazmocyt, burika se déli a pomnoZzené
klony produkuji prvni vinu protilatek. Tyto produkty primarni odpovédi jsou vétSinou protilatky
vychoziho typu IgM, s nizkou afinitou viici antigenu. Kvalita protildtek se nicméné v prib&éhu
imunitni odpovédi zvysuje. Nékteré klony B lymfocytl (mechanismus vybéru zatim neni znam)
se totiz vraci zpét do nitra folikulu a vstupuji do germinalni reakce(Alberts et al. 2017).

V mikroskopem dobie pozorovatelné¢ tmavé zoné dochdzi k proliferaci téchto bunck
provazené nahodnymi bodovymi mutacemi ve variabilnich (V) ¢astech Ig fetézci. Diky tomu se
puvodni identické klony od sebe zatnou mirn€ liSit stavbou svych B-receptort, jejichz
prostfednictvim kompetuji o vazebné misto na omezeném mnozstvi nativniho antigenu
zachyceného na povrchu folikularnich dendritickych bunék(Murphy & Weaver 2016). Pohltit
antigen, prezentovat jeho ¢ast na povrchu Thf pomocnym buiikdm a tim projit selekei tak mohou
pod nazvem afinitni maturace, jsou plazmatické buiky produkujici az o nékolik fadi
kvalitnéjsi, vysokoafinitni protilatky. Tyto buiiky migruji zpét do kostni dfen¢ a protilatky odsud
uvolnuji do cirkulace. Nékteré diferencuji v pamétové B-buiiky, které osidluji sekundéarni
lymfatické organy a v pfipad¢ nové infekce stejnym patogenem dokazi zareagovat rychleji nez
naivni B-lymfocyty. Diky expresi anti-apoptotickych faktort maji velmi dlouhou Zivotnost.
Mechanismy, jakymi se tak déje, jsou pfedmétem intenzivniho vyzkumu(Good-Jacobson et al.
2018).

3.1.3.4 IgE reakce

V reakci na mnohobunééné parazity kdy prevladne Th2 odpovéd je prostiednictvim
pusobeni cytokinu IL-4 zahajen piresmyk na IgE. IgE byl objeven na konci 60.let, dlouho po
identifikaci ostatnich typd imunoglobulini (Bennich et al. 1968) a tento objev kone¢né pomohl
1épe pochopit podstatu reakce sérovych proteind na antigen pii alergické reakci (Llewelyn et al.
1992).

Sekretované protilatky ptisedaji svou Fc ¢asti na vysokoafinitni receptory, kterymi jsou
pokryté granulozni bunky (Siraganian & Hazard 1979). Pfi novém setkani s parazitem se
ukotvené protilatky navazi na jeho odpovidajici epitopy, kterych je na jednom patogenu obvykle
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veétsi mnoZstvi, nebot’ se zpravidla jednd o opakované strukturni motivy. To spousti signalni
kaskady vedouci k degranulaci: lipidové vacky naplnéné prozanétlivymi mediatory splyvaji s
bunéénou membranou a vypousti obsah granuli do mezibunécnych prostor. V tzv. Casné fazi jsou
to zejména histamin, heparin, enzym tryptdza a kininogeaza. Patogeny neposkozuji pfimo -
vyznam tkvi ptedevs§im v signalizaci(Murphy & Weaver 2016).

Tzv. ¢asna faze je charakteristickd rozvojem ptiznaka, jako je stazeni hladkého svalstva
(napf. stén pradusek), pocity svédéni a drazdéni a kozni pnuti v disledku aktivace nociceptivnich
neuront, zvyseni sekrece hlenu a dalsi projevy lokalniho zanétu.

Po 4-12 hodinach nasleduje plynuly piechod do pozdni faze v disledku aktivace
fosfolipazy A v pfemosténych granulocytech, ktera katalyzuje hydrolyzu kyseliny arachidonové z
fosfolipidi(Hofejsi et al. 2017). Jeji metabolity (prostaglandiny, tromboxany, leukotrieny)
zpusobuji chemotaxi dalSich imunitnich bun€k, zejména eozinofili. Ty jsou schopny obalit
povrch parazita a enzymaticky jej poskozovat obsahem svych granuli(Fuchs et al. 2016).

3.1.4 Imunopatologické reakce

Imunopatologickou je reakce nazvéana v piipadé, kdy imunitni systém vyuziva néktery ze
svych obrannych mechanismu k ucelim, pro které neni uréen — zejména k potirani vlastnich nebo
neskodnych antigent(Hofejsi et al. 2017).

Klasicky ucebnicové se rozdéluji dle klasifikace Coopse a Gella na Etyfi zakladni typy dle jejich
etiologie. Tato klasifikace podstoupila od své doby vydani mnohé revize (Rajan et al. 2003), ale
pro ucely této prace podrobnosti nejsou podstatné.

Reakce I. typu je zprosttedkovana vySe popsanym mechanismem spiazenym s IgE
protilatkami a je tak zodpovédna za vétSinu alergickych reakci.

Pii prvnim setkdni s neSkodnym antigenem zacne organismus k alergiim nachylného
jedince (atopika) uplatnovat stejnou strategii jako pfi setkani s mnohobunéénymi parazity.
Dochazi k maturaci DC, tvorbé Th2 a izotypovému piesmyku pod vlivem IL-4 a produkci
protilatek IgE, které voln¢ cirkuluji v krvi nebo se vazi na Fc receptory mastocytll a
bazofila(Finkelman et al. 1988). Tento proces je oznaCovan jako primarni senzibilizace, kdy
jesté nedochazi k rozvoji pfiznakt, ale v krvi jsou jiz detekovatelné protilatky. Pifi op€tovném
vystaveni antigenu probihd nejen sekundarni tvorba novych protilatek, ale dojde také k
degranulaci vyse zminénych bunék(Abbas et al. 2015). Nasleduje rozvoj ptiznakl ¢asné a pozdni
faze. Komplikaci mlze byt rozvoj eozinofilniho zanétu u potravinovych alergii, jelikoZ tyto
bunky migruji zejména do plic a traviciho traktu, kde v nepfitomnosti parazita pohlcuji komplexy
protilatka-antigen a zptisobuji v tkanich Cetné strukturni zmény (Bosquet et al. 1990).

V zavaznych piipadech muze dojit k anafylaxi. Jedna se o zZivot ohrozujici stav, systémovy
zanét, zptisobeny nebezpecné vysokou koncentraci prozanétlivych mediatorti v krvi. ktery je ve
svych duasledcich podobny septickému Soku: vazodilatace, hypotenze, nedokrveni organii, ztrata
védomi az smrt. V 80-90 % piipadt (Fuchs et al. 2016) se objevuje urtikarie a angioedém
hornich cest dychacich.

V reakci Il. typu jde predevsim o zacileni IgG a IgM protilatek proti vlastnim antigentim
nebo jejich alelickym variantdm. Takto navazané protilatky pak mohou svymi Fc ¢éastmi
aktivovat cytotoxické mechanismy, coz je pfipad napt. hemolytické nemoci novorozencii nebo
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transfuzi od darcti s jinou krevni skupinou(Abbas et al. 2015). Uéinek protilatek miize byt také
blokac¢ni - svou vazbou a kompetici s ligandy mohou meénit, zesilovat Ci zeslabovat fyziologickou
aktivitu membranovych receptori a volnych enzymu. Znamé jsou napi. protilatky proti
inzulinovému receptoru vedouci k vzacnym formam diabetu mellitu nebo ptipady muzské a
zenské neplodnosti zptsobené protilatkami proti oocytim a spermiim (Nash & Menge 1994).

Reakce Il1. typu je zalozena na tvorbé IgG-antigen imunokomplext, zejména u Castic v
nadmérné davce, které¢ jsou obtizn¢ facogytovatelné. Imunokomplexy se mohou ukladat ve
tkanich a puasobit zde jako prozanétlivy atraktor imunitnich bunék(Fuchs et al. 2016). Jako
typické piipady 1ze uvést revmatoidni artritidu (protilatky proti Fc fragmentiim jinych protilatek)
nebo tzv. sérovou nemoc, rozSifenou zejména v dobé pfed vyndlezem antibiotik, kdy casto
jedinou moznosti byla terapie sérem z imunizovaného zvitete(Wuthrich et al. 2014).

Reakce 1V. typu, znama téz jako DTH (delayed type hypersensitivity) ma oproti
ptedchozim tfem typim ptivod v bunééné imunité stimulované Thl lymfocyty(Carli et al. 1994).
Ty vznikaji jako vysledek prvotni senzibilizace. Pfi opakovaném kontaktu s antigenem dochdzi
nejprve k migraci Thl lymfocytd do postizeného mista, kde sekretuji IFN y vedouci k aktivaci
makrofagt a spusténi zanétu. To vyZzaduje delsi ¢as (1-3 dny), z ¢ehoZ prameni ,,opozdénost
reakce(Fuchs et al. 2016). V misté se tvoii tvrdy otok. Test podpokozkového vpichu zalozeny na
DTH je vyuzivan pro zjistovani stavu bunééné imunity proti mykobakteriim zplisobujicim
tuberkulozu. Tento tzv. tuberkulinovy test byl v minulosti vyuzivan pro diagnostiku nékterych
alergii, avSak pozdé&ji byl modifikovan na povrchové kozni prick testy(Wuthrich et al. 2014).
Zapojeny do této reakce vSak mohou byt také Th2 lymfocyty (Wasik et al. 2019).

3.1.5 Slizniéni imunita

Vétsina mist, kterymi télo ptichazi do kontaktu s antigeny je kryta sliznicemi.

Mucosa associated lymphoid tissue (MALT, lymfoidni tkan asociovana se sliznicemi) patii
mezi sekundarni lymfatické organy a spolecné s lymfatickymi uzlinami a slezinou je mistem
indukce imunitni odpovédi (Montilla et al. 2004). Najdeme ji v riznych modifikacich pod
povrchem slizni¢niho epitelu, pod lamina propria v gastrointestinalnim traktu (GALT),
urogenitalnim traktu, vyvodech Zlaz i v duting Gstni a nasofaryngealni (Brandtzaeg 2011). B-a T-
lymfocyty stimulované v ur€ité slizni¢ni lokalité Casto exprimuji na svém povrchu membranové
integriny, které slouzi jako tzv. homing-markery umoznujici zpétny navrat do této ,,domovské
tkané* (Johansson-Lindbom & Agace 2007).

3.1.5.1 Gut-associated lymphatic tissue

GALT (Gut-associated lymphatic tissue) je nejpodrobnéji prozkoumanou periferni
lymfatickou tkani a z hlediska vyzkumu jakymsi vzorem pro odvozovani funkce ostatnich, které
se 1i$i pouze v drobnych detailech. Je spojena zejména se stfevy. Lymfoidni folikuly zde mohou
byt bud’ voln¢ roztrouseny v prostoru pod lamina propria nebo vSechny bunky tvoii spole¢né
organizované struktury oznac¢ované jako Peyerovy platy, coZ je pfipad zejména tenkého stfeva.
Peyerovy platy maji velmi podobnou strukturu jako lymfaticka uzlina, ovSem postradaji kapsulu
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a jsou pfimo asociovany s jednovrstevnym epitelem, ktery oddéluje vnitini prostor od lumen
stteva. Na rozdil od lymfatické uzliny je zde tak k antigenim velmi blizko. Anatomii Peyerovych
platt se podrobnéji zabyvali Mowat et al.(2003).

V oblasti Peyerovych platl jsou mezi epitelidrnimi buitkami také M-buiiky, které pohlcuji
tekutinu z lumen stfeva. Za pomoci vacki (transcytdzou) ji transportuji dovniti a poskytuji tak
vzorky antigenti pfitomnym antigen prezentujicim bunkam (zejména DC) (Abbas et al. 2015).
Neékteré subpopulace dendritickych bunék se vyskytuji mimo oblasti plati a vychytavaji antigen
pfimo z lumen svymi vybézky vmezefenymi mezi epitel. V lamina propria se nachdzeji T-
lymfocyty vykazujici fenotyp pamétovych T-bunek, které po kontaktu pravdépodobné poskytu;ji
pomoc B-lymfocytim k produkci protilatek (Zeitz et al. 1991).

3.1.5.2 O-MALT: Oral mucosa-associated lymphatic tissue

O-MALT je lymfaticka tkan asociovana s dutinou Ustni, zahrnujici bukalni sliznice, slinné
7lazy a periferni ¢asti Waldeyerova mizniho okruhu. Na rozdil od GIT zde kryci vrstvu tvoii
vicevrstevny Supinovy epitel. Kritickou vstupni branou infekce zde mohou byt predev§im
prostory okolo zubii. M buiiky, typické pro stfevni epitel, zde byly detekovany pouze v oblasti
mandli (Wu et al. 2014). Pro Gstni dutinu je charakteristicka pfitomnost slin, obsahujicich
imunoglobuliny (napf. sekretované IgA), antimikrobialni peptidy atd. (Sahasrabuhde et al. 2004).

Dalsimi specializovanymi misty jsou pak NALT (nasopharynx-associated lymphoid tissue,
lymfaticka tkan asociovana s nasofaryngealni oblasti) (Brandtzaeg 2011) nebo SALT (skin-
associated lymphoid tissue, lymfaticka tkan asociovana s kuzi) (Quaresma et al. 2019).

3.1.6 Indukece slizniéni tolerance

Antigenni naloz takového rozsahu, s jakym se sliznice setkavaji, by pii absenci regulacnich
mechanismu zakonité vedla k totalni destrukci organismu permanentné zazihanymi zangty.

Je proto vyhodnéjsi, plati-li pro kazdy pfichozi antigen presumpce neviny, kdy vychozi
odpovédi sliznice je vzdy tolerance. Zasadnim zprostfedkovatelem této tolerance jsou
dendritické bunky (DC), které setrvavaji v lamina propria v nezralém stavu a tidi se pravidlem:
nebezpecné je pouze to, co ma potencial poskozovat nebo piimo poskozuje. DC na svém
povrchu exprimuji celou fadu receptorti, které reaguji na pfitomnost a koncentraci molekul z
okolniho prostiedi, zejména cytokinu a rustovych faktord. Intenzivni mezibunééné komunikace
se ucastni pfitomné imunitni buniky, buiiky slizni¢niho epitelu a vysledky nékterych studii
naznacuji, Ze je zapojena i stfevni mikrobiota. Kombinace téchto signall aktivuje rizné signalni
drahy uvnitf DC a ovliviluje tak genovou expresi vedouci k regulatornimu nebo prozanétlivému
fenotypu(Murphy & Weaver 2016).

Za normalnich okolnosti pievazuje vysoka koncentrace cytokini IL-6, TGF-B, IL-10 a

-----

(Abbas et al. 2015).
Napadené, poskozené nebo nekrdézou hynouci epitelidlni buiiky, stejné jako infekei
aktivované makrofigy, granulocyty aj. svou zménénou sekreci zpusobi vychyleni obvyklych
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pomért téchto a dalSich latek jako napf. alarmint. Pohlti-li dendritickd buiika antigen v
takovémto prostredi, ziska potfebny stimul pro expresi povrchovych znakt, charakteristickych
pro zralou dendritickou bunku. Maturace probiha béhem cesty do spadovych lymfatickych uzlin,
kde DC posléze indukuje tvorbu odpovidajicich populaci Th-lymfocytl v zdvislosti na druhu
nebezpeci (Dalod et al. 2014).

Dalsi moznosti, jak navodit maturaci DC, je zachyceni né¢které z dobfe znamych
bakterialnich struktur na povrchu DC pies receptor, ktery je rozeznava (lektiny, Toll-like
receptory, NOD-like receptory a dals$i). I zde je vSak dulezitd pritomnost dalSich podnét z okoli
(Hasegawa & Matsumoto 2018).

V nepfitomnosti signalli asociovanych s nebezpecim zlstdva dendriticka bunika v nezralém
stavu 1 po pohlceni antigenu a migraci do uzlin, coz mé za nasledek tvorbu indukovanych T-
regulacnych lymfocyti. Ukazuje se, ze tolerancebyt navozena také tvorbou anergickych
(nereaktivnich) klonti Th bun€k nebo pfimym spusténim apoptdézy v daném klonu naivniho T-
lymfocytu (Hasegawa & Matsumoto 2018).

Roli hraji také IgA protilatky, které jsou sekretovany do stfevniho lumen, kde obaluji
nékteré komenzalni bakterie a brani jim tak v kontaktu se sliznici. Hofejsi et al. (2017) uvadi, ze
tyto bakterie tim nejsou nijak omezovany ve svych zivotnich funkcich a mohou dale symbioticky
pusobit.

IgA protilatky mohou byt produkovany bud’ zavisle nebo nezavisle na T-lymfocytech.
Prvni zminény zpusob se d¢je skrze ,,pathogen-recognize® receptory na povrchu B-bun¢k, druhy
zpusob zavisi na presmyku k nizkoafinitnim IgA protildtkdm v B-bunikéch v prostiedi bohatém na
IL-21 a TGF-B (Chorny et al. 2010).

Vznik oralni tolerance ziistdva stale pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Navzdory novym
poznatkiim z poslednich deseti let neni tento mechanismus blize objasnén a je spiSe dale
komplikovan objevy stale novych aktérti, zejména souvisejicich s mikrobiomem (Kubinak et al.
2015).

Naruseni téchto procestt muze vést k rozvoji alergické reakce (Abbas et al. 2015).

3.1.7 Alergicka reakce

Dle doporucené definice Svétové zdravotnické organizace se za alergii povazuje ,.(...)
reakce precitlivélosti navozend imunologickymi mechanismy, zahrnujici sloZzku protilatkovou 1
bunéénou. Ve vétsing piipadl patii protilatky specificky odpovédné za alergickou reakei k tiidé
IgE“(WHO/EAACI 2003).

V soucasné dobé¢ trpi néjakou formou alergie 10 - 30 % svétové populace. Spoustécem miize byt
Sirokd tada alergenti: prach, zvifata a roztoc¢e, hmyzi bodnuti, latex, plisn¢, pyl, potraviny, 1éky 1
nékteré kovy (WAO 2013).

S alergii dale souvisi pojem atopie a tyto dva terminy jsou ¢asto nespravné zaménovany.
Horejsi et al. (2017) definuje atopii jako ,,geneticky podminénou tendenci jedinc odpovidat na
expozici nizkym davkam béznych alergenti zevniho prostiedi nadmérnou tvorbou specifickych
protilatek IgE*“ a vysvétluje IgE-zprosttedkovanou alergii jako fenotypicky projev atopického
genotypu.
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Stejné jako v piipad¢ jinych fenotypovych znaki nemd ani alergie v populaci stoprocentni
penetraci a expresivitu. Jednd se o sloZitou souhru mnoha faktorti genetiky a prostfedi na Grovni
atopického jedince i zdroje alergenu (Vegro et al. 2016). Atopici mohou mit v krvi antigenné
specifické IgE protilatky a ptesto byt klinicky zcela bez priznakt (Boyce et al. 2011) a to az v
poméru 10:1 (Fuchs et al. 2016).

Senzibilizace probiha prostfednictvim kontaktu alergenti s kuzi, sliznici dychacich cest pii
inhalaci aeroalergentl a sliznici traviciho traktu.

Velmi neobvykly zpiisob senzibilizace prostfednictvim ptisatého klistéte byl odhalen u alergie na
cervené maso (Fuchs et al. 2016).

3.1.7.1 Priznaky alergie

Vétsina béznych alergenti zplsobuje klasickou, Th2 zprosttedkovanou odpovéd 1. typu.
Zavaznost této reakce je urCovana predevSim stabilitou daného proteinu (Pekar et al. 2018).
Nékteré potravinové alergeny vykazuji vysokou odolnost vii¢i travicim enzymim a kyselé
denaturaci, coz vysvétluje jejich pisobeni ve stievech (Wiesha & Bettoni 2010).Lokalnim
vysledkem plsobeni mediatori sttevnich mastocytli je zvySena peristaltika, bfiSni diskomfort,
zvySena sekrece tekutin bunikami, zvraceni a prijjem. Tyto reakce se objevuji v raném détstvi a v
dospélosti Casto vymizi. U téchto alergent je také vetsi pravdépodobnost spusténi systémoveé
reakce, které mohou prertist do anafylaxe (Fuchs et al. 2016).

Labilni potravinové alergeny rychle ztracejici konformaci vyvoldvaji pouze lehéi ptiznaky jako
alergicka rhinitida, pocit podrazdéného krku, svédéni v o¢ich a na rtech ¢i mirnd koptivka pfti
kontaktu s kazi. Zvlastni kategorii je tzv. oralni alergicky syndrom (Carlson & Coop 2019)
asociovany s pylem, popsany jiz na pocatku této kapitoly, kdy jedinec, senzibilizovany pylovym
aeroalergenem, pocituje po kontaktu s homolognim proteinem nékterého ovoce ¢i zeleniny lehké
ptiznaky alergie na rtech, jazyku a v ustni dutiné(Ebner et al. 1991).

U reakci na aeroalergeny jsou poZzadavky na stabilitu niz$i, protoze ke kontaktu dochazi hned po
vdechnuti na sliznici dychacich cest a jedna se vétSinou o mikroskopicka zrnka, kde k uvolnéni
alergenu dochazi velmi ¢asné (Behrendt & Becker 2001). I v lokalnim méfitku tak mtize dochazet
Opakovana expozice alergenim mtize vést k chronickému zanétu dychacich cest znamému jako
astma bronchiale (Dekker et al. 2014).

Mezi kozni projevy alergie patii urtikarie a ekzém (Fuchs et al. 2016).

3.1.7.2 Piivod alergie

Alergie ma Sanci rozvinout se pouze jsou-li splnény tyto dvé podminky:
- schopnost antigenu plisobit alergenné, coz souvisi s jeho velikosti, strukturou a hmotou, ktera
jej obklopuje, coz bude detailngji rozebrano v kapitole 3.2.
- narusend zpusobilost imunitniho systému navodi oralni toleranci vedouci k simulaci reakce na

vstup domnélého mnohobunééného parazita (Chinthrajah et al. 2016).
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Zapojuji se vlivy genetické a epigenetické (Abrahamsson et al. 2015; Harb & Renz 2015),
environmentalni (doprovodna infekce, zne€isténi ovzdusi) i spoleenské (zvySena hygiena, zména
stravovacich navykt, migrace) (D"Amato et al. 2010; Castelain 2011).

K naruSeni integrity slizni¢nich bariér mlze dojit v disledku pozménéného epitelu
nachylnéjsiho k poskozeni, a to bud’ z pfi¢iny vnéjsi (koufenim, respiraéni infekce) nebo vnitini
(genetické predispozice), ptipadné kombinaci obou. Cytokinové prostiedi pro maturaci DC se pak
tvofi na zakladé signalizace skutecné poskozenych epitelidlnich bunék (Sugita et al. 2018). Bylo
prokazano, ze jedinci trpici atopickou dermatitidou jsou vice nachylni k senzibilizaci
potravinovymi alergeny skrze kontakt s kazi (Martin et al. 2015). Vyznamnym mediatorem je
TSLP, ktery puisobi pfimo na rekrutaci bazofili (rany zdroj IL-4.) (Leyva-Castillo et al. 2013).
Rozvolnéné mezibunééné spoje napi. ve stievnim epitelu umoziuji vstup vétSiho mnoZzstvi
antigenniho materidlu a tolerogenni rovnovdha muze byt vychylena signalizaci makrofagl
(Tettamanti et al. 2018). Nové vyzkumy poukazuji na vliv ILC (Sugita et al. 2018).

Buitkky mohou byt k produkci alarminti stimulovany i bez zevniho poskozeni nékterymi
slozkami potravy nebo toxinl rtizné¢ho ptivodu, které slouzi jako tzv. adjuvans a dojde-li k podani
neskodného antigenu ve stejném misté a okamziku, mtze dojit k senzibilizaci (Lozano-Ojalvo et
al. 2019). Smith et al. (2017) vyslovuje ,,false alarm“ hypotézu, ktera vidi jako jednu z pficin
vzrastu alergii zapadni styl stravovani s pfemirou smazeného masa, olejli, syra a predevsim cukru.
Takovéto potraviny obsahuji velké mnozstvi AGE (produktt pokro¢ilé glykace), které mohou
pusobit jako falesné alarminy.

Cytokinového prostiedi sméfujiciho k maturaci DC a indukci Th2 odpovédi mize byt
dosazeno také mutacemi v genech pfisluSnych cytokini nebo dalSich genti zainteresovanych v
této signalizaci - receptorti, adaptorovych proteinti, transkrip¢nich faktort atd.

Jednim z markert, ktery odliSuje alergiky od zdravych jedinct je zvySend exprese IL-
9,produkovaného v prvni fazi pfedev§im mastocyty. Ty jsou také ranym zdrojem dalsi z
klicovych prozanétlivych molekul - IL-4 (Chen et al. 2015). Aktivace mastocytl je spojena s
alarminy (Tettamanti et al. 2018).

Mutace v inhibiéni doméné receptoru pro IL-4 vede u mySich modeld in vivo Kk
abnormalnimu vzristu IgE protilatek a indukei astmatu a potravinové alergie na podané alergeny
(Tachdijan et al. 2010).Nadmérna produkce 1L-4 vede nejen k supresi vzniku iT-Reg lymfocytd,
ale i kjejichpifimému pieprogramovani na buiiky podobné Th2 lymfocytim, produkujici dalsi
naloz IL-4 a neschopné navodit toleranci (Rivas et al. 2015). Studie téchto autori na détech
alergickych na mléko déle potvrdila, Ze jsou tyto reprogramované fenotypy piitomné u
potravinovych alergiki.

Pokles indukce T-reg lymfocytl mtize byt zptisoben také zménami v drahach zapojenych do
produkce TGF-B a IL-10. Poruchy v sekreci intraepitelialnich bun¢k (vyznamni producenti TGF-3
a IL-10 na sliznicich) nebo poharkovych bunék (ovliviiuje TGF beta produkci jinych bunék)
mohou prispét k cytokinové nerovnovaze (Cheroutre et al. 2011; McDole et al. 2012).

Pro spravny vyvoj iT-reg lymfocytd je zcela klicovym transkripénim faktorem Foxp3.
Vyftazeni tohoto genu je spojeno s rozvojem silné potravinové alergie u mySich modelt
(Torgerson et al. 2007).Prace Yang et al. (2016) vyzdvihuje vyznam jedné z iT-reg subpopulaci
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exprimujici jak Foxp3, tak znak ROR-yt (spojeny ptedevs§im s Th17 lymfocyty), jehoz delece
vyznamn¢ brani vzniku oralni tolerance nejen k potravinovym alergentim, ale také ke
komenzalnim bakteriim ve stievé naruSenim produkce IgA protilatek (Abdel-Gadir et al. 2019).

3.1.7.3 VIiv mikrobiomu

Novym a velmi zajimavym odvétvim vyzkumu se ukazuje byt hleddni vztahii mezi
imunitnim systémem a pravé touto komenzalni mikrobiotou. Pozornost je upfena zejména na
GIT, ale interakce s mikrobiomem probiha také v respiraénim traktu (Man et al. 2017) a na kuzi
(Grice et al. 2008). Dysbidza ¢ili naruSeni této symbidzy miize vést k porucham oralni tolerance a
naopak, coz dokazuji ¢etné studie zejména na bezmikrobnich zvitatech.

Studie provedena skupinou Azad et al. (2015) zaméfena na zkoumani mikrobialni diverzity
u kanadskych déti ukazala, Ze sniZzena diverzita v raném véku (3 mésice) dvojnasobné zvySuje
riziko potravinové senzibilizace v pozdéjsim véku (1 rok). U téchto déti byl oproti zdravym
jedincim zaroven patrny vzrast po¢tu kolonii ¢eledi Enterobacteriaceae, doprovazeny niz§im
zastoupeni ¢eledi Bifidobacteriaceae.

Prokazateln¢ sniZzena produkce IgA u potravinovych alergikli naruSuje vztahy 1 se
zbylymikomenzaly, coZ je varovnym signalem, Ze potravinova alergie je spojena s daleko Sir§im
prolomenim oralni tolerance, nez bylo ptivodné piedpokladano (Kubinak et al. 2015).

Vyzkumy z poslednich deseti let prokazaly, ze stfevni bakterie se mezi sebou dorozumivaji
prostfednictvim tzv. ,,quorum sensing™ latek a navzdjem tak synchronizuji expresi celého
mikrobiomu (Swift et al. 2000). Mikrobiomem se rozumi soubor gent vSech mikrobialnich gent
dohromady nezavisle na taxonomické prislusnosti. Ukazuje se vSak, ze Cild komunikace probiha
téz mezi bakteriemi a bunikami lidského t¢lajako napfi. epitelialnimi bunikami nebo makrofagy
(Thomas & Versalovic 2015). Podstata této komunikace vedouci k toleranci prozatim zdstava
spise neznama. Nékteré z moznych zptisobli navrhuji Stephen-Victor & Chatilla (2019).

Mortha et al. (2014) odhaluje spolupraci mezi bunkami pfirozené a adaptivni imunity
zprostiedkovanou mikrobialnimi signaly komenzalnich druhii. Makrofagy v reakci na tyto signély
sekretuji IL-13, ¢imz stimuluji RORyt+ pfirozené lymfoidni bunky (ILC) k produkci GM-CSF
faktoru, ktery je nezbytny pro vyvoj iTreg lymfocytd. ILC také v reakci na pfitomnost
Clostridiales mohou pisobit na sniZzeni permeability slizni¢niho epitelu (Diefenbach et al. 2017).

Transplantace fekalni mikrobioty zdravych déti (Clostridiales, Bacterioides) do
bezmikrobnich (GF) mysi potlacila senzibilizaci na B-laktoglobulin, zatimco mikrobiota alergikt
nem¢la zadny efekt. Stejny pokus byl uspésné proveden také u atopickych IL4ra (delece inhibi¢ni
domény IL-4 receptoru) bezmikrobnich mysi (Feehley et al. 2019). Piekvapivy vysledek méla
transplantace jediného vytipovaného kmenu Annaerostripes caccae do GF mysi. Tento samotny
kmen dokézal pozménit expresni profil epitelialnich bunék a zabranit rozvoji potravinové alergie.
Dalsi vyzkumy potvrdily, ze mikrobiota zdravych déti dokaze u IL4ra mys$i indukovat tvorbu
RORyt+ iT regulacnich lymfocytli a zaroven zvysit produkci IgA oproti IgE, coz ¢astecné
obnovilo normalni vztahy mezi tolerogenni vztahy ve stievé (Abdel-Gadir et al. 2019). Mezi
obéma mechanismy existuje vzdjemna zavislost. ,,Spravnd* mikrobiota spousti MyD88 signalni
drahu (MyD88 je adaptorovy protein TLR receptoru reagujiciho na IL1, IL18, IL33) v rodicich se
iT-reg lymfocytech, ktera je dulezita pro expresi znaku RORyt. Takto vybaveny regulaéni
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lymfocyt, pravdépodobné skrze produkci TGF-B a IL-21, napomahd izotypovému pfesmyku na
IgA (Chorny et al. 2010). Delece genu pro RORyt v IL4a mysich vedla k selhani oralni tolerance,
a to 1 pfes transplantaci fekalni mikrobioty zdravych déti, coz stavi RORyt do poptedi jako jeden z
hlavnich markert potravinové alergie (Abdel-Gadir et al. 2019).

Lozano-Ojalvo et al. (2019) nabadaji k obezietnosti vzhledem k tomu, Ze vétSina studii je
provadéna na mysich a na lidskych studiich se vysledky hledani bakteridlnich signatur lisi.

I ptes ur¢ité odlisnosti (Mestas et al. 2004) se vSak stale jedna o v imunologii b&Zn¢
pouzivané modely a je ¢im dal vice zfejmé, ze mikroorganismy hraji pfi udrZzovani oralni
tolerance aktivni ulohu. Mikroorganismy, které by dokdzaly potravinovou alergii naopak navodit
zatim nebyly popsany (Stephen-Victor & Chatilla 2019).

Slozeni mikrobialni flory ditéte a tim i rozvoj imunitniho systému jsou ovlivnény chovanim
matky béhem t€hotenstvi napf. prostfednictvim epigenetického imprintingu (Abrahamsson et al.
2015), osidlenim pfi kontaktu s porodnimi cestami matky (Karlsson et al. 2011), kojenim,
naslednou vyzivou a kontaktem s okolnim prostiedim. Imunologické role rozdilti v mikrobialnim
osidleni déti narozenych cisaiskym fezem je obsahle diskutovana ve studii Aagaard (2020), kde
autor upozoriuje na nékteré slabiny téchto studii a na vzristajici evidenci mikrobialniho transferu
in utero.

V roce 1989 Strachanem navrzena hygienicka hypotéza predpoklada vyssi vyskyt alergii
niz§im poctem ¢lentt domacnosti a zvysenou hygienou (Strachan et al. 1989).

To je v modernim pojeti vysvétlovano vyrazné niz$i stimulaci bun¢€k vrozené imunity diive
velmi frekventovanymi patogeny, coz upozad’'uje Thl odpovédi a snizuje koncentraci interferonu-
v a IL-12 (Cochrane et al. 2009). Suha et al. (2005) dale pficita vliv niz§imu poc¢tu T-regulacnich
lymfocytd a jejich produktd TGF-B a IL-10, v disledku snizené expozice neSkodnym,
symbiotickym mikroorganismiim. Roli muize hrat také castéjsi uzivani antibiotik, zejména v
raném véku (Kuo et al. 2013). Senghor et al. (2018) dava mikrobiotu také do souvislosti
s geografickou polohou, protoze mikrobidlni diverzita v lidskych stfevech napfi¢ zemémi a
kontinenty je znacna.

Nepitili§ prozkoumanym polem prozatim zistavd vztah mezi potravinovou alergii a
mikrobialni dysbiozou v dospé€losti. Neni znamo, jestli u dospélych alergikli budou platit podobné
vzorce jako v détstvi a jestli mikrobiota ovliviiuje také Non-IgE mechanismy. Zbyva také urcit,
zda alergie na jednotlivé potraviny vykazuje odlisné ¢i prekryvajici se dysbiotické vlastnosti
(Stephen-Victor & Chatilla 2019).

3.2 Alergeny

., Kdyz tedy dovedou vzbuzovat pocity riizné,
musi se atomy znacné svou podobou lisit. *

Lucretius, De Rerum Natura
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Jiz v davnych dobach si lidé pfi pozorovani neobvyklych reakci na pyl ¢i bézna jidla kladli
otazku, co pfesn¢ z onéch véci je schopno je vyvolat tuto reakci. S myslenkou, ze riizna podoba
véci je pouze riznym usporadanim atomu piislo také poznani, Ze potravina neni homogenni masa
stejnorodych castic a ze alergeny jsou molekuly, nikoli celistva zvifata nebo rostliny (Wuthrich
2014). Odveéka touha rozebirat celky na mensi a mensi ¢asti a izolované zkouSet jejich Gc€inky
piivedla postupné badatele az k uspéSné izolaci prvnich alergennich komponent a objevu, ze
alergenicita zlstane zachovana, ponechame-li proteinovou frakci. Vagni definice, Ze ,télo
reaguje na jidlo* byla postupné nahrazena modelem reakce ,,antitoxini“ krevniho séra na
alergenni extrakt. Brzy poté byl ,,Seitenketten* Paula Ehrlicha definovan jako epitop protilatky
tfidy imunoglobulinli a pfislusny ,,atopic reagin“ jako konkrétni protein, zejména glykoprotein
(Llewelyn et al. 1992).

3.2.1 Epitop

Alergeny, jak uz bylo feceno, byvaji zpravidla proteiny, tedy vysokomolekularni latky
slozené z peptidovych fetézch ucelné kodovaného poradi aminokyselin. Proto je nutné na alergen
nahlizet jako na funk¢ni jednotku, ktera ve zdrojovém organismu plni nejriiznéjsi ulohy. Ty jsou
v drtivé vétsing urcovany schopnosti vazat vice ¢i méné specificky ligand - protein vystavuje sviij
hydrofilni povrch s téméf nekone¢nym poétem potencialnich vazebnych mist(Alberts et al. 2017).
Je proto velmi pravdépodobné, Ze receptory imunitnich bun€k ve svém Sirokém repertoaru
naleznou strukturu s dostatecnou afinitou a vznikne tak nekovalentni interakce shodna s modelem
pomyslného zamku a kli¢e, charakteristicka pro Fisherem popsanou vazbu enzymu (Silverstein
1986). Takové misto nazyvame epitop. Béhem translace a posttransla¢nich uprav dochazi ke
sbalovani proteinu do sekundarnich a tercidlnich struktur v zdvislosti na sekvenci, pH okolniho
prostfedi a ¢innosti specifickych enzymu. Diky rizné orientaci aminokyselinovych zbytktizaujme
tak protein ur¢itou konformaci, tedy prostorové uspotadani, které pak urcuje konkrétni vazebné
vlastnosti(Alberts et al. 2017). RozliSujeme epitopy konformaé¢ni a linearni. Aminokyseliny
tvofici konformacni epitop jsou jsou od sebe Casto sekvencné velmi vzdalené a jejich vzdjemna
blizkost je ddna pouze trojrozmérnym uspofadanim proteinu. Je tedy mozné znicit tyto epitopy
denaturaci. Linearni epitopy jsou dany prostym sekvencnim sledem aminokyselin a mohou tak
pfetrvavat i po ztraté konformace. Linearni jsou napft. fragmenty na MHC II komplexu antigen
prezentyjicich bunék (T bunétné epitopy), jelikoz prezentaci antigenu piedchazi vzdy jeho
denaturace a proteolyza na mensi peptidy (Weber et al. 2009).

Nékteré epitopy se prekryvaji s misty, kterd jsou pro plvodni funkci proteinu zcela
nepostradatelna a zlistaly proto mezi druhy tuto funkci vyuZivajici vice ¢i méné konzervovany.
Obvykle se jedna o blizce ptibuzné skupiny. To tvofi zaklad tzv. zkiizené reaktivity, zminéné jiz
na zacatku prace a v souvislosti s ,,Pollen-food* syndromem (Carlson & Coop 2019). Nékdy staci
sekvencni shoda celého proteinu ptesahujici 50 %, ale zalezi na trojrozmérném uspotadani,
protoze konzervovéna je predevsim struktura, nikoli sekvence. V priméru se jednd o 70 - 80 %
shodu. Ma-li néktery alergen vyss$i shodu, mluvime o ném jako o panalergenu(Fuchs et al.
2016). Alergeny zktizené s timto panalergenem se obvykle fadi do skupin, ptikladem muze byt
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skupina alergenu spfazenych s btizovym alergenem Bet v 1 z fadu Fagales(Biederman et al.
2019).

3.2.2 Nazvoslovi alergenti

Zdrojem proteinovych alergenii mohou byt rostliny, zivoCichové i1 mikroorganismy.
Seznam vsech alergent je k dispozici v Allergen Nomenclature database (www.allergen.org) 880

proteint z Sirokého mnozstvi zdroji.

Nazev alergenu sestava z prvnich tii pismen rodového jména (Malus), jednoho pismena
druhového jména (domestica) a ¢isla, které udava, v jakém potadi byl u daného druhu objeven.
Prvni identifikovany alergen jablka (Malus x domestica), nese tedy nazev Mal d 1. V prubéhu let
nékdy dochazi ke zménam v taxonomické nomenklatuie, jako napf. u druhu Betula verrucosa,
ktery byl pfejmenovan na Betula pendula. Pivodni oznaceni Bet v pro alergeny tohoto stromu
zustalo pro jeho cetnost v publikacich zachovano. Dalsi pravidla jsou shrnuta v Pomés et al.
(2018).

Izoalergeny jsou homologni alergeny v ramci jednoho druhu, vzniklé pravdépodobné
genovou duplikaci, které sdili spole¢né biochemické vlastnosti: podobnou molekulovou velikost,
stejné ¢i podobné biologické funkce (jsou-li znamy) a aminokyselinovou sekvenéni shodou vétsi
nez 67 %. Kazdy izoalergen mize mit mnoho tzv. izoforem, které jsou definovany sekvenci lisici
se typicky pouze o jednu ¢i dvé aminokyseliny). Prvni dvé Cisla za teCkou (01-99) rozlisuji
izoalergen (Mal d 1.01), nasledujici dvojéisli pak udava izoformu (Mal d 1.0101) (King et al.
1994).

3.2.3 Klasifikace alergenu

Vzhledem k ptivodu vSech druhli ze spole¢ného predka sdileji vSechny organismy nékteré
bazalni funkce a na zakladé¢ sekvencéni podobnosti nachdzime v jejich proteomu mnohé
homology, které jsou dédictvim po spole¢ném ptedku. I pfes ¢etné zasadni mutace, prestavby a
genomové duplikace, kdy dochéazelo k jejich rozriiznéni a vznikl paralogl a ortologh piejimajici
nové funkce, je mozné tuto piibuznost dosledovat (Alberts et al. 2017). Doposud bylo
identifikovano pres 1500 alergent (Rouvinen et al. 2010). Na zakladé strukturni podobnosti,
ktera odrazi zaroven i podobnost funkce, mizeme ruzné rodiny pieklenout pod stfechu
superrodin. Seznam vsech alergenti a identifikovanych proteinovych rodin podilejicich se na
alergii je uveden na strance Allfam (Allergen Families Database) a na webu: www.allergen.org
provozovaném podvyborem WHO pro nomenklaturu alergent.

Prolaminy

Tato superrodina sdruzuje na zékladé strukturni podobnosti tyto Ctyfi hlavni skupiny:
zasobni proteiny semen (gluteniny a gliadiny), nespecifické lipid transfer proteiny (nSLTPS), 2S
albuminy a inhibitory o amylazy/proteaz. A¢ sekvencné velmi odlisné, sdileji tyto rodiny
spole¢ny fold ze Ctyf a-helixi stabilizovany disulfidovymi mastky (Hoffman et al. 2009), coz je
¢ini vysoce odolnymi vici trdveni a patfi tak mezi vyznamné potravinové alergeny. Tepelné
denaturovany Pru p 3, je-li v kyselém prostiedi, dokdze po ochlazeni obnovit svou nativni
konformaci (Gaier et al. 2008). 2S albuminy zahrnuji napt. nékteré alergeny arasidu (Ara h 2, Ara
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h 6) (Hoffman et al. 2009). NSLTP usnadiuji transport membranovych fosfolipid a podileji se
také na obrané rostliny proti virovym a bakterialnim infekcim. Vykazuji vysokou odolnost viici
traveni a proto jsou ¢asto puvodci silnych alergickych reakci (Pastorello et al. 2007). Jsou to
hlavni alergeny ¢eledi Rosaceae, napt Mal d 3 (jablko) nebo Pru p 3 (broskev) a zdroje najdeme
také v zelenin¢ a ofeSich. Zkftizena reaktivita spojena s PFS byla zaznamendna pouze v piipadé
broskve a pelynku (Art v 3) (Lombardero et al. 2004). Inhibitory a-amylaz najdeme v pSenici,
jeCmeni a ryzi. Po vdechnuti mohou alergikim zptisobit syndrom pekaiského astmatu, po
straveni napf. alergii na pivo (Pastorello et al. 2007).

Cupiny svadi dohromady charakteristicka struktura tvotici B-barel a od latinského slova
cupa (barel) je také odvozen jejich nazev. Jednotlivé rodiny najdeme u rostlin, zivo¢ichti i hub a
jejich sekvence naznacuji, Ze se zifejmé vyvinuly ze spole¢ného prokaryotniho predka. Alergenni
jsou vsak pouze rostlinné cupiny. Patii sem germiny (pepi a pomeranc), viciliny (arasidy, vlassky
ofech), biscupiny, 7S a 11S globuliny (arasidy, pohanka, soja, liskovy ofech) (Hoffman et al.
2009).

Profiliny jsou malé cytosolické proteiny vazici aktin, jsou piitomny ve vSech
eukaryotickych bunikdch. Vykazuji stfedni stabilitu vici teplu, ale za nizkého pH denaturuji
(Hoffman et al. 2009). Alergenni potencial vSak maji pouze rostlinné homology, které zptisobuji
10 - 20 % vSech alergii na stromové pyly. Zhruba tfetina alergiki na mrkev a celer je
senzibilizovana profiliny (Valenta et al. 1992). Jedna se o ¢asté pivodce zk¥izenych reakci, které
vsak nejsou vzdy nutné spojeny s klinickymi pfiznaky. K vyznamnym zastupctim pylt patii biiza
(Bet v 2) a bojinek lu¢ni (Phl p 12) z ovoce a zeleniny pak také jablko (Mal d 4), celer, meloun,

A%

nebo kukufici (Valenta et al. 1992).

Bet v 1 spraZené proteiny

Tyto proteiny obvykle o 154 - 163 aminokyselinach sdili strukturni podobnost s
panalergenem Bet v 1, hlavnim alergenem bfizy, ktery je také nejlépe prozkoumanym proteinem
v této skuping (Ahammer et al. 2017), kam patii také jable¢ny Mal d 1. Radime sem 8 rodin,
Z nichz maji nejvetsi vyznam proteiny reagujici na patogenni stimuly s oznaCenim PR-10
(Hoffman-Sommergruber et al. 1997). Jejich exprese nartsta také s abiotickymi stresy jako jsou
napf. zvySena salinita, chlad, sucho, UV zafeni nebo oxidativni stres (Aglas et al. 2020). Jejich
trojrozmérna struktura sestdva ze sedmi antiparalelnich B skladanych listii ovinutych kolem C-
terminalniho o helixu, ktery je obklopen dvéma kratkymi a helixy tvofici dohromady tvar
pismene V (Gajhede et al. 1996; Ahammer et al. 2017). Hlavnim sdilenym strukturnim motivem
je velka hydrofobni dutina uvniti proteinu, pfistupna z nékolika mist pro vazbu ligandu (Radauer
et al. 2008). Funkce téchto proteinii neni zcela objasnéna, ale pfedpoklada se jejich zapojeni v
biosyntéze flavonoidi souvisejici s obrannymi mechanismy i napt. barvou plodu a také pfi
regulaci dostupnosti fytohormont, jelikoz byla prokazana vazba na nékteré cytokiny (Kinetin,
zeatin) (Ruszkowski et al. 2013). Vazba téchto ligandti muze branit jejich pfed¢asnému uvolnéni
pro dalsi zpracovani a udrzovat je v neaktivni formé dokud nepftijde ptislusny signal. Podstata
téchto signall zlstava neznama (Aglas et al. 2020). N¢kolik studii prokazalo také nukleazovou
aktivitu, coz souvisi s tim, ze ligand zeatin je nukleosidovy analog a protein by tak mohl byt
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schopen vazat na DNA ¢i RNA (Swoboda et al. 1996; Filipenko et al. 2013). Afinita k uréitému
ligandu se mezi jednotlivymi homology i mezi izoformami velmi ¢asto lisi (Seutter von Loetzen
et al. 2015), coz podporuje domnénku, ze kazda izoforma ziskala v pribéhu evoluce svou vlastni
specializaci (Aglas et al. 2020).

Alergenni PR-10 proteiny se nachazeji v pylovych zrnech ¢eledi Betulaceae a Fagaceae a v
plodech cCeledi Rosaceae, které zastieSuje spoleény klad Fagales, ale zkiizena reaktivita se
objevuje i u evoluéné vzdalengjSich druhd, jako napf. u mrkve z fadu Apiaceae(Hecker et al.
2012). Nekteré plody (jablko, liskovy ofech) jsou rozeznavany lépe nez jiné (soja, celer)
(Hoffman et al. 2009).

Thaumatin-like proteiny (TLP), jsou dalsi z fady rodin reagujicich na biotické a abiotické
stresy. Stabilizace 8 disulfidickymi mustky jim poskytuje zna¢nou stabilitu a jedna se proto o
alergeny schopné perzistovat v zazivacim traktu, obdobné¢ jako nsLTP (Krebitz et al. 2003).
Zdrojem téchto alergenti v ovoci je zejména jablko (Mal d 2), tfesen (Pru av 2) a kiwi (Actd 2), z
pylt se jedna o horsky cedr (Jun a 3) a cyptisek (Cup a 3) (Hoffman et al. 2009).

Tropomyosin se vyskytuje v pficné pruhované svaloving, kde zprostifedkovava interakce
mezi troponinem a aktinovym komplexem pii svalovém stahu (Alberts et al. 2017). Alergenicita
byla pozorovana u lososa (Sal s 4), krevet (Pan b 1), dalsich moiskych plodt a domacich Skiadct
jako roztoci (Der p 10) nebo $vabi (Bla g 7) (Hoffman et al. 2009).

EF-hand je rodina Ca%" vaznych proteinfl, mezi néz patii kalmoduliny, troponiny (§vabi,
moiské plody) a parvalbuminy, které jsou velmi ¢astym alergenem obsazenym v rybach (napf.
kapii Cyp ¢ 1) (Hoffman et al. 2009).

Kaseiny tvoii az 80 % vSech proteini savéiho mléka a vyskytuji se zde ve formé
agregatu s fosfore¢nanem vapenatym (Holt et al. 2013). V alergiich jsou nejvice zapojené o-s-
kasein a [B-s-kasein. Pomér jednotlivych forem se od sebe li§i napii¢ druhy i jednotlivymi
plemeny (Fuchs et al. 2016).

Lipokaliny jsou transportnimi proteiny pro malé molekuly jako lipidy, steroidy nebo
hormony. Zdrojem téchto inhalacnich alergent jsou produkty mazovych a slinnych zlaz savct,
napft. kocky (Fel ¢ 4), mysi (Mus m 1), psa (Can f 1) nebo koné (Equ ¢ 1). Mezi lipokaliny patii
také hlavni syrovatkovy alergen Bos d 5, znamy pod nazvem p-laktoglobulin (BLG)

(Radauer et al. 2008).

Inhibitory serinovych proteaz jsou spojeny zejména s alergiemi na vaje¢ny bilek, napft.
termostabilni ovomukoid (Gal d 1). Dal$imi vyznamnymi alergeny vajec jsou ovalbumin (Gal d
2) a ovotransferin (Gal d 3) (Radauer et al. 2008).
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3.2.4 Alergenicita

Moderni imunologické terminologie rozliSuje pojmy antigen, imunogen, hapten a alergen.
Pojmem antigen oznacujeme libovolnou molekulu ¢i molekularni strukturu, kterda ma na svém
povrchu vazebné misto (epitop) pro navazani protilatky. Imunogen je antigen, ktery je zaroven
schopen vyprovokovat imunitni odpovéd’, ktera k produkci protilatek vede. Nema-li tuto
vlastnost, jedna se o hapten. Ten vyvola odpovéd pouze je-li navazan na imunogenni nosi¢
(zpravidla bilkovinné povahy), ktery ji zprostiedkuje. Uz§im pojmem pro antigen je pak alergen,
coz je antigen, ktery nejenze vyvola protilatkovou imunitni odpovéd’, ale tato odpovéd’ zptisobi
pacientovi klinicky manifestované ptiznaky alergie. Tento pacient je oznacovan jako alergik.

Z pohledu antigenu vede k uspésnému vyvolani alergické reakce splnéni téchto podminek:

3.2.4.1 Imunogenicita (T-cell reaktivita)

Imunogenicita je schopnost antigenu zptsobit imunitni odpoveéd’ vedouci k tispé$né aktivaci
naivnich T-lymfocytl a jejich klonélni expanzi. Jestli se nasledné rozvine Th2 nebo jiny typ
odpovédi jiz v hodnoceni vlastni imunogenicity nehraje roli. Podoba, v jaké antigen pfichazi na
sliznici mize ovlivnit intenzitu, s jakou dendritické bunky (téz slizni¢ni M-bunky) odebiraji
okolni materidl, Gi€¢innost internalizace a proteolyzy, vazbu peptidu k MHC II receptoru a stabilitu
tohoto komplexu na membrané. Také epitelialni buiiky, makrofdgy aj. mohou byt zapojeny.
Souhra vsech téchto faktort ma vliv na maturaci DC, produkci cytokin a aktivaci naivnich
CD4+ lymfocytt pres T-receptor(Abbas et al. 2015).

Imunogenicita mize byt ovlivnéna mutaci v klicovych pozicich (zména konformace),
glykosylaci, odolnosti vic¢i endolyzozomalnim proteazam (Dellamare et al. 2005) nebo napf.
vazbou ligandu do vnitini dutiny homologia z PR-10 rodiny (Wallner et al. 2001; Roulias et al.
2014). Rosenberg et al. (2006) zduraznuje vliv terciarni struktury alergenti a dodava, ze predikce
alergenicity, Casto zaméfena na srovnavani sekvencni identity, by méla zahrnovat 1 ovétfeni
oligomerizace.

Bylo prokazano, ze rizné izoformy jednoho alergenu, a¢ sekvencné témér identické, se
mezi sebou Casto 1i8i jak v tendenci tvofit oligomery tak v imunogenicité, coZ mize a nemusi mit
vliv na vyslednou alergenicitu. Studie na Bet v 1, hlavnim alergenu bfizy, ukazuje, Ze
hypoalergenni izoforma Bet v 1d, kterd zaroven tvoti dimery, je ve srovnani s Bet v 1a aktivnéji
pohlcovéana. Zarovein byl zaznamendn vysS$i pocet maturovanych DC a odlisné cytokinové
prostiedi, vy$si mnozstvi Thl lymfocytu, IgG a IgA protilatek (Zaborsky et al. 2010). Naopak v
muta¢nim experimentu na jable¢ném alergenu Mal d 1, provedeném tymem Roulias et al. (2014)
nebyl v imunogenicité¢ mezi dimerem a monomerem zaznamenan zadny rozdil.

3.2.4.2 Pfemosténi

Imunizovany jedinec rozvine alergickou reakci pouze za pfitomnosti histaminu a dalSich
prozanétlivych produkti obsazenych v granulich mastocytl a bazofil. Antigen je schopen
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vyvolat degranulaci pouze v pfipadé, je-li schopen piemostit dv€é sousedni IgE molekuly,
zakotvené v Fc membranovych receptorech téchto bunék (Izhisaka et al. 1978). Jelikoz vSechny
protiladtky na téZe bunce jsou identické, predpokladd se, Ze antigen musi byt
multivalentni(obsahovat minimaln¢ dva identické epitopy) (Taylor et al. 1987).

Povrch mikroorganismii ¢i mnohobunéénych parazitli je zpravidla tvofen vzajemné se
opakujicimi strukturami a splituje tak kritéria multivalence. Velikost typického alergenu je pouze
10 - 70 kDa (Taylor et al. 1987). Kontakt vazebného mista protilatky s jednim konformac¢nim
epitopem (BV16) biezového alergenu Bet v 1 (17 kDa) pokryva 10 % povrchu proteinu.
Pravdépodobnost existence identického, adekvatné vzdaleného a neptekryvajiciho se epitopu je
zde oproti velkym objektim nizsi (Niemi et al. 2015).U Bet v 1 existence dvou shodnych epitopt
dosud nebyla presvédCiveé prokazana krystalografickymi daty.

Scholl et al. (2005) a Rosemberg et al. (2006) navrhli jako mozné feSeni existenci stalych a
pfechodnych dimera tvofenych dvéma identickymi monovalentnimi alergeny. Jejich

frekventovany vyskyt je prokdzan jak mezi inhala¢nimi tak mezi potravinovymi alergeny
(Rouvinen et al. 2010; Roulias et al. 2014; Niemi et al. 2015).

Rouvinen et al. (2010) zkoumal schopnost tvofeni homooligomerti u 55 znamych alergent
na zakladé vefejné dostupnych krystalografickych dat a dale pomoci hmotnostni spektrometrie.
44 téchto alergenu tvofi za fyziologickych koncentraci dimery, trimery nebo vyssi agregaty,
ackoli 24 z nich bylo pfedchozimi studiemi zaloZenymi na jinych metodach popsano jako
monomerni (Pasquato et al. 2006). Rouvinen tyto rozdily vysvétluje vlastnostmi tzv.
piechodnych dimert, které tvoii vyznamny podil pouze pii vyss$ich koncentracich (vice nez 0,5
mMol), zatimco za obvyklé bunééné koncentrace (10 - 100 uM) se vyskytuji pievazné jako
monomery. 0,5 mMol je obvykla koncentrace pro krystaliza¢ni experimenty a zarovei je mozné
ji dosahnout kolokalizaci alergenu v konkrétnim mist¢ - na povrchu bazofili a zirnych bungk.
Vysledky potvrdila i hmotnostni spektrometrie, kterd zachovava proteiny v nativni konformaci.

Niemi et al. (2015) ptfedklada jako nejpravdépodobnéjsi verzi kdy na povrchu bazofila
dochazi nejprve k interakci kazdého monomeru s jinou IgE protilatkou, ¢imZ je lokalné zvySena
»koncentrace® a teprve poté dochdzi k jejich vzajemnému spojeni. Dodava, ze se nejednd na
bunécné urovni o ojedinély typ ptenosu signalu - podobnou strategii voli napi. povrchovy H-Ras
protein ze skupiny malych GTPaz.

Koffler et al. (2014) prokazali, ze schopnost vazat IgE protilatky pfi imunoblotu je u Bet v
1 dimerd o néco nizsi diky blokaci mista domnélého hlavniho epitopu, ale vazalo se - asi dalsi,
nahradni epitop. Nepouzili v§ak monoklondlni protilatku, ale polyklonalni séra pacientd, takze se
neda urcit, zda tento epitop vaze stejnou protilatku. V testu aktivace bazofili si monomery i
dimery vedly pfiblizn€ stejné. Vzhledem k vysledkim imunoblotu vSak autoii pfipoustéji
moznost, Ze se dimery snadnéji a 1épe pfemostuji, ¢imz ,,dohnaly ndskok* monomert ve vazbé
na IgE (Niemi et al. 2015, Obrazek 1).
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Obrazek 1. Jedna z mozZnosti, jak dosahnout piemosténi Fc receptort (Niemi et al. 2014).

Dalsi moznosti jak monovaletni antigen ucinit alergenem je navazat se jinym vazebnym
mistem k dalsi, klonalné odlisné, protilatce. VétSina dosud studovanych alergend je
polyvalentnich, jak dokazuji studie epitopt i rozdily v IgE vazbé mezi polyklondlnimi séry
pacientti (Savazzini et al. 2020). Navaze-li kazdé Fab rameno protilatky A jeden antigen, dostane
oba dva proteiny do adekvatni blizkosti pro pfemosténi dvou ramen sousednich protilatek B. Toto
bylo prokazano na experimentalnim modelu Gieras et al. (2016) u kofiského myoglobinu. Pro
vyvolani alergie je zde tak potieba minimaln¢ dvou druhti IgE protilatek.

Zcela prevratny nahled poskytuje Mitropolous et al. (2018). Krystalizace alergenu bojinku
lu¢niho (Phl p 7) s Fab fragmentem monoklonalni protilatky odhalila symetrickou strukturu, kde
je monomer vzdy pfipojen k dvéma Fab fragmentim (coz by zdanlivé odpovidalo multivalenci).
A déle, coz bylo velmi prekvapivé, Fab fragment zaroven vazal dva monomery. Toto uspotadani
stavi na hlavu klasické dogma ,,jedna protilatka — jeden epitop*. Bylo zjisténo, Ze monomer se
jednim epitopem vaze na CDR1 doménu tézkého fetézce Fab fragmentu jako kazdy zpisobny
antigen, zatimco druhy, strukturné odlisny epitop je spojen s FR (framework-region) lehkého
fetézce. Vyuziti této strategie bylo zatim pozorovano jen u bakteridlnich proteini A
(Stafylococcus aureus) a L (Peptostreptococcus magnus) a n€kolika dalSich, znamych jako tzv.
superantigeny (Marone et al. 2007).

3.2.4.3 Stabilita

Od ptvodniho zdroje az k lidské sliznici vede dlouha cesta, kterd je z hlediska alergenu
plné nastrah. Stabilita se posuzuje jako schopnost proteinu celit vn¢j$im vlivlim beze zmény své
nativni konformace a zachovat tak své epitopy v neporuSeném stavu. To je duilezité zejména u
potravinovych alergenti, které jsou pfi prachodu zazivacim traktem ohrozovany lytickymi
enzymy a kyselym pH zaludku(Gaier et al. 2008). Dilezitym stabilizatorem jsou disulfidické
mustky. Kyselé prostiedi zaludku bez odpovidajicich redukénich podminek samo o sob¢
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nedokaze tyto vazby zniCit a ty tak diky udrzeni rigidni struktury proteinu mohou znemoznit
kyselou denaturaci a odhaleni $tépicich mist pro proteazy, jak bylo prokazano u broskvového
LTP a arasidového koglutinu. Mohou také branit dislokaci fragmentti rozstipanych proteazami a
do ur€ité miry zachovat alespon epitop (Wiesha & Bettoni 2010). Stabiliza¢ni i destabiliza¢ni
vliv mlze mit vazba kovovych iontl, asociace s lipidy ¢i vitaminy ¢i posttranslacni modifikace
(glykosylace, nitrace, sukcinylace), které ovliviiuji pfistupnost $tépnych mist. Vyznamnou roli
hraje také Uprava jidla pfed samotnym pozitim jako vafeni, peceni, smaZeni, pasterizace,
vysokotlakd konzervace nebo pfidani riznych aditiv (Verhoeckx et al. 2015). Béhem tepelné
upravy dochdzi Casto nejen k denaturaci, ale také k reakcim alergenu s dal§imi molekulami
obsazenymi v jidle, tzv. ,,food matrix*“. PR-10 alergeny sptazené s Bet v 1 (napt. Mal d 1, Pru av
1) teplem nevratné denaturuji (Bohle et al. 2006) a po navazani sacharida (glykace) silné redukuji
vazbu k IgE (Gruber et al. 2004), zatimco jiné proteiny, napi. z rodiny LTP (Mal d 3), jsou
naopak velmi termostabilni. Témito procesy nicméné muze naopak dojit k odkryti takového
epitopu, ktery byl v nativnim stavu skryt uvnitf. To bylo prokdzano napf. u rybiho tropomyosinu,
glykovaného pii Maillardové reakci béhem uzeni (Nakamura et al. 2000). Vefejnosti Casto
zminovany vliv GMO prozatim zadnou studii nebyl prokazan, jak shrnuji v review Dunn et al.
(2017).

3.2.4.4 Alergeny a prostredi

Z hlediska vstupu do téla rozliSujeme alergeny na inhala¢ni, oralni a kontaktni.

Inhalaéni alergeny

Aeroalergeny, casto jako soucast drobnych lehkych castic, jsou nasdvany s proudem
vzduchu do dychacich trubice. Pii prichodu dychacimi cestami se ithned dostavaji do kontaktu s
nosni sliznici nebo je zachyti fasinkovy epitel v nosohltanu. V prostfedi dychaciho traktu nemusi
alergen Celit agresivnim travicim procestim a tak jsou pozadavky na jeho stabilitu nizsi (Fuchs et
al. 2016).

Mezi hlavni zdroje inhalacnich alergent patii prachové ¢astice slozené ze zbytkl roztoct a
zvitecich chlupti, nékteré zasobni proteiny semen zpisobujici pekafské astma, zvifeci sliny a
pfedevsim pyl trav a stromi, ktery zde kratce zminim kvili spojitosti se zkfiZzenou reaktivitou
btizy a jablka zptsobujici PFS.

Pylovy alergen, narozdil od potravinového, piichdzi z vnéjsiho prostiedi jako nezvany host
prostfednictvim stejné tak nezvané Castice - pylového zrna. VéEtSina alergennich pyld pochazi z
vetrosnubnych rostlin. Pyl miize byt transportovan i1 vice nez 100 kilometrii daleko za rychlosti
10 m/s (Stanley & Liskens 1984 in Taketomi et al. 2006).

Biologicka funkce pylu spociva v oplodnéni sami¢iho gametofytu. Vnéjsi sténa pylového
zrna (exina) je slozena ze sporopoleninu, ktery pokryva cely povrch zrna s vyjimkou kli¢niho
poru. Hladkd vnitini vrstva obklopuje pylovou cytoplazmu, obsahujici kromé organel také
vegetativni a zarodecnd jadra, Skrobové granule a jistou koncentraci pylového alergenu. Jeho
uvolnéni je zakladnim pfedpokladem pro indukci imunitni odpovédi(Katifori et al. 2010).

Vdechnuté pylové zrno se lepi na povrch neustale zvlhéované sliznice. Zahdji rehydrataci a
pod dojmem, ze ptfisednulo na bliznu, nastartuje germinacni procesy, pii nichZz dochazi k ristu
pylové lacky a tvorbé dalSich pdrh ve sporopoleninové svrchni vrstvé bunééné stény. Za pouziti
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metod Imuno-gold-elektronové mikroskopie bylo dokazano, ze protein Bet v 1 se v dormantnim
stavu pylu vyskytuje pouze roztrousen v cytoplazmé, zatimco pii rehydrataci se shlukuje u otvorii
a témito mikrokanaly difunduje z buniky - vétSina zlatem znaCenych castic byla po 5 minutach
nalezena ve vodné fazi (Grote et al. 1993). Takto se alergeny dostanou do prostfedi mukozy.
Nékterym se, pravdépodobné vlivem protedz z ptivodni pylové cytoplazmy, podaii dostat do
lamina propria.

Tento mechanismus vSak neni uspokojivym vysvétlenim rozvoje astmatu, protoze pylové
zrmo je pro prunik do dolnich dychacich cest pfilis velké. Jak dokazal Suphigolu et al. (1998) u
travnich pyll, k Uniku cytoplazmatickych komponent do vzduchu vlivem plazmoptyzy casto
dochazi po kontaktu s hypotonickym prostfedim, napt. deStovou vodou. U stromovych pyli k
tomu dochazi prostfednictvim tzv. abortivni germinace, kdy po kontaktu s vodou bunka zahé;ji
rust pylové lacky, jejiz Spicka vsak posléze praska, jak prokazal Grote et al. (2003) u biizy a
dalsich druht celedi Betulaceae. Tyto volné poletujici alergeny mohou asociovat s jinymi
mikroskopickymi casticemi. Byly zaznamenany piipady, kdy uhlikové zplodiny dieselovych
motort (DECP) koncentrovaly na svtij povrch velké mnozstvi téchto proteini (Knox et al. 1997).
Cizorod¢ prvky mohou pusobit jako adjuvans zvysSujici pravdépodobnost senzibilizace vedouci k
Th2 odpovédi (Chen et al. 2020, Heo et al. 2001).

Kontaktni a injekéni alergeny

Mezi zdroje kontaktnich alergenti, které vyvolaji alergickou reakci pii prostém dotyku na
kazi (nebo jemném Skrabnuti) patii zvifeci sliny a nékteré jedovaté rostliny. Zdroji
neproteinovych alergenti jsou pak chemikalie a kovy. Injekéni alergeny se lisi svou neschopnosti
vybudit dostatecné silnou reakci nejsou-li pfes kozni bariéru transportovany prostfednictvim
vpichu - jedna se napf. o jedy pti hmyzim bodnuti (Kimber et al. 2003).

Oralni alergeny

Alergeny pfichdzejici oralni cestou mohou byt nekteré 1éky ¢i nechténé zkonzumované
spory, ale najdeme je predevs§im v potravinach.

Potravinové alergeny byvaji klasicky déleny na dvé tfidy.Alergeny I. tfidy charakteristické
svou termostabilitou a odolnosti viici travicim enzymtm ¢i kyselé hydrolyze, maji po peroralnim
podani tendenci perzistovat del§i dobu v zazivacim traktu. Patfi sem rodiny nsLTP (jable¢ny Mal
d 3), TLP (jable¢ny Mal d 2), zasobni proteiny ofechti, obilovin a lusténin (zejména sdji), dale
ovomukoidy, ovalbuminy, tropomyosiny, laktoglobuliny a kaseiny.

Potravinové alergeny II. ti'idy, rychleji ztracejici svou nativni konformaci pod fyzikalnimi
a chemickymi vlivy a jsou po pozfeni obvykle doprovazeny mirnéjSimi ptfiznaky lokalniho
charakteru. K primérni senzibilizaci proto dochazi vétSinou pouze inhalacné, coz je divodem
spojeni této tfidy a PFS. Vyznamnymi zéastupci jsou rodiny profilini a Bet v 1 homologd,
zodpovédné za syndromy biiza - ovoce - zelenina, latex - ovoce a pelynék - celer - kofeni(Fuchs
et al. 2016).

Alergeny Mal d 1 - Mal d 4 jsou lokalizovany v cytoplasm¢ (Breitededer et al. 2004;
Marzban et al. 2005; Savazzini et al. 2020). Obsah rostlinné buiiky je chranén buné¢nou sténou.
Lidské travici enzymy nejsou schopny efektivné nicit B-1,4 glykosidovou vazbu celulozy a lyza
membran lipdzami je tak zna¢né ztiZzend. Ziskavani Zivin z rostlinné stravy je tedy podminéno
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¢innosti komenzalnich bakterii v travicim traktu a dobrym mechanickym rozmélnénim potravy v
ustni duting, piipadné jinym zplisobem predzpracovani potravy - napi. krajeni, drceni, tepelna
uprava atd. Alergik, ktery nakrajel jablko nozem, zptsobil rupturu mnoha bunék stojicich fezu v
cest¢ a uvolnéna tekutina tak muze zplsobit obtize jiz pii dotyku se rty nebo oliznuti noze.
Rozbiti bunék zuby je velmi ucinné, predevS§im v piipadé mladého, hydratovaného plodu s
vysokym turgorem. Alergen se vyléva na sliznici v oblasti rti, dasni, obou pater, celé dutiny
ustni, hltanu a jicnu, kde puasobi lokalni alergickou reakci (OAS)(Carlson & Coop 2019).
Hloubé&ji do zazivaciho traktu se vzhledem k nizké odolnosti vii€i protedzam ve své aktivni
konformaci vétSinou nedostava. Travici proces zacina jiz v dutin€ Ustni diky pfitomnosti alfa
amylaz, coz mize zasahnout strukturu glykoproteint (Boehlke et al. 2015).

Po rychlém prichodu hltanem a jicnem smeés potravy pfichdzi do zaludku. Nizké pH
zaludec¢nich §tav (u zdravého ¢lovéka mezi 1,5 — 3) pusobi jako silné denatura¢ni ¢inidlo a je
dilezité pro aktivaci pepsinovych protedz. Pacienti s gastrickou hypoaciditou maji vyssi riziko
potravinové senzibilizace (Shakeri-Leidenmiihler et al. 2015). Okyselena natravenina vstupuje do
stteva, coz je ndasledovano sekreci bikarbonatu z pankreatu, ktery diky svym pufra¢nim
vlastnostem zvysi pH az k neutralité¢. Z pankreatu se do stfeva dostdvaji také trypsin,
chymotrypsin, enteropeptoddzy, elastazy a dalSi proteazy Stépici proteiny v riaznych
aminokyselinovych pozicich (Pekar et al. 2018). Stabilni jable¢né alergeny, jako napi. Mal d 2 a
Mal d 3, siiv tomto prostiedi dokazi zachovat své epitopy a po zachyceni M-buiikami stfevniho
epitelu jsou zachycovany dendritickymi bunkami nebo, v pfipadé jiz senzibilizovaného jedince,
také pamétovymi B-lymfocyty a stfevnimi mastocyty. Az 2 % proteinil projde neporuSené skrze
epitel do krve a jsou transportovana do jater nebo do sekundarnich lymfatickych tkani (Warshaw
et al. 1974 in Chinthrajah et al. 2016).

3.2.4.5 Regulace genové exprese

Sestoupime-li o Uroven niZ a misto samotné¢ho proteinu se zaméfime na mechanismy
ovliviiyjici jeho vznik, miZzeme hledat zdroj alergenicity urcité potraviny napt. v regulaci genové
exprese na translacni nebo transkripcni tirovni.

Mechanické zpracovani jako loupani, krdjeni, ale také skladovani mohou mit vliv na
alergenicitu. Builky vnimaji mechanické ¢i chemické vné&jsi stimuly jako signdl pro zvySeni
exprese stresovych proteint (Alberts et al. 2017). Mnohé z nich patii mezi znamé alergeny, jako
napi. Bet v 1 homology PR-10, coz je ptipad i jable¢ného Mal d 1 (Piihringer et al. 2000).

3.3 Metody diagnostiky

Vhodna, ptfesnd a chybami co nejméné zatizend diagnostika je predpokladem pro dobré
klinické 1 epidemiologické studie. Je vyznamnym nastrojem také pro vyzkumy alergenicity
jednotlivych potravin a Slechtitelskou praxi.

Je velmi dulezité pfesné definovat nastroje, se kterymi konkrétni diagnostika pracuje.

Alergenni extrakt je roztok extrahovany z Cerstvého materialu, ktery je komplexni smési
alergennich a nealergennich komponent jako proteiny, polysacharidy, lipidy, nukleové kyseliny,

44



nizkomolekuldrni metabolity, soli a pigmenty. Jednd-li se o komeréni produkt s nutnosti
skladovani, mtze obsahovat také riizna stabilizacni a protisrazliva aditiva. Extrakty mohou byt
uchovavany také lyofilizované formé nebo v 50% glycerolu (Nelson & Cox 2020).

Purifikaci je mozné ziskat pouze jeden konkrétni alergen. Toho je mozné docilit purifikaci
z alergenniho extraktu chromatograficky, délenim proteint elektroforézou v polyakrylamidovém
gelu a naslednym Western blotem nebo pomoci magnetickych kuli¢ek (Curin & Valenta 2017).
Ziskavat nativni alergeny z jednotlivych rostlin je z ditvodu jejich €asto nizké koncentrace velmi
naro¢né a nakladné. Proto se vyuziva jejich exprese v bakteriich a kvasinkach nebo transgennich
rostlinach (dle naro¢nosti proteinu na eukaryotni posttranslacni modifikace a vysledkem
purifikace je poté tzv. rekombinantni alergen. Ptikladem je napf. transgenni ryze, kterd ve
svych semenech koncentruje velké mnozstvi agregatu proteinu Bet v 1 (Wang et al. 2013). Tento
postup se vyuziva také k produkci hypoalergennich mutantti (nebo piirozenych izoforem) pro
imunoterapii (Curin & Valenta 2017). Je vzdy nutné ovéfit, zda si rekombinantni proteiny
zachovaly spravnou konformaci a maji schopnost reagovat se séry pacientll stejné jako nativni
proteiny. Oberhuber et al. (2008) takto ovefil vSechny Ctyfi vyznamné jable¢né alergeny, Mal d 1
- 4.

Monoklonalni protilatky jsou protilatky, které maji vSechny ptivod v pouze jediném klonu
B-lymfocytu. Pfipravuji se vétSinou rekombinantnim zpisobem pomoci exprese v plazmidovych
vektorech vnesenych do hybridomovych kultur a poté jsou purifikovany z bunécného lyzatu.
Mohou byt napomocné napt. pii hledani novych epitopi a krystalizacnich experimentech
(Koffler et al. 2014; Niemi et al. 2015).

Polyklonalni protilatky jsou smési produkti riznych B lymfocytl, se specifitou vici
riznym epitopim jednoho antigenu. Jejich pfiprava vétSinou sestdva z imunizace laboratornich
zvirat, Casto kralikli, antigenem nebo designovanymi antigennimi peptidy vSech kyzenych
izoforem a z purifikace vytvoiené smési protilatek z krevniho séra.

Historicky vyvoj vyroby protilatek od druhé poloviny 20. stol. shrnuje review Hamilton et
al. (2005).

3.3.1 Diagnostika alergie

Ukolem alergologa je zjistit, jsou-li pacientovy obtize klinicky manifestovanymi piiznaky
alergie. Metoda spociva v cilené expozici pacienta a jeho krevniho séra riznym druhiim alergent
a hodnoceni reakci na né pomoci mezinarodnich standardd. Nejstarsi a stale vyuzivanou metodou
jsou kozni prick-testy (SPT). Nékolik alergennich extraktd je nakapano k pfedem oznacenym
mistim na piedlokti a mirnym vpichem jehlickou zatlateno do ktize. Hodnoti se, zda erytrém a
velikost pupenu dosahuje prahovych hodnot (Beyer & Teuber 2005). Huang et al. (2018) udava
citlivost testu mezi 30 - 90 % a jeho 20 - 60% specifitu. Je-li SPT negativni, je mozno vyloucit
IgE mediovanou alergii, naopak je-li pozitivni, neni tento dikaz dostacujici. V minulosti bylo
mnoho lidi na zaklad¢ pozitivnich prick testli zbyte¢né¢ odsouzeno k drastickym elimina¢nim
dietam (Beyer & Teuber 2005). Proto je vysledky potfeba potvrdit detekei specifickych IgE
protilatek v pacientove séru.
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Zakladnim principem je inkubace séra nejprve s antigenem, obvykle navazanym na pevném
nosici, a po odmyti pak se sekundarni protilatkou k niz je piipojen enzym. Nasledné ptidany
substrat je enzymaticky $tépen a produkty tohoto Sté€peni Ize spektrofotometricky méfit (ELISA
test) (Negrini et al. 1987). Nejmoderngj$im nastrojem je tzv. komponentova diagnostika (CRD)
zaloZend na microarray technologii. Rekombinantni alergeny vazané v mikroskopickych jamkéach
umoziuji detekovat reakci pacientova séra na desitky alergenii soucasn¢ za pouziti minimalniho
mnozstvi séra (30 pl) (Bojctvkova et al. 2019). Tato molekularni diagnostika vede k
preciznéj§imu stanoveni piiciny alergie a poméaha odhalit zkfizenou reaktivitu. Detekci konkrétni
problematické molekuly zabraniuje mnohdy zbytecnym a neuc¢innym omezenim doporuc¢ovanym
na zakladé alergennich extraktii (Van Hage et al. 2017). V CR jsou pouZivany panely Immuno
CAP ISAC a ALEX (Allergy Explorer), obé ve srovnatelné kvalité¢ (Bojctivkova et al. 2019).
Kvantifikace celkového mnozZstvi IgE se oproti tomu ukazala jako v diagnostice spiSe neuzite¢na
(Mehl et al. 2005).

Dalsi moznosti, v klinické praxi nepfili§ pouzivanou, je test aktivace bazofili (BAT).
Pfemosténim aktivované bazofily exprimuji na svém povrchu specifické markery, diky kterym je
mozZné rozeznat tyto bunky v pritokovém cytometru. Je mozné hodnotit také mnoZstvi
prozanétlivych mediator (Crockard & Ennis 2001).

U diagnostiky potravinovych alergii predchazi t€émto testim elimina¢ni dieta s Gplnym
vyfazenim dané potraviny z jidelnicku. Definitivnim prikazem piitomnosti alergie je pak
pozitivni oralniexpozi¢ni test. Pacientovi je ve zvysujicich se davkach podavana bud’ potravina
nebo placebo a jeho ptfiznaky jsou hodnoceny bodovou skélou. Zlatym standardem jsou tzv.
dvojité zaslepené kontrolované expozicni testy (double-blind placebo controlled food challenge —
DBPCFC), kde ani asistujici 1ékaf nevi, podava-li placebo ¢i nikoliv (Asero et al. 2009).

v v

Vv

hospitalizace pod odbornym 1ékatskym dohledem (Perri et al. 2004).

3.3.2 Epidemiologické studie alergie

Epidemiologické studie vychazeji z konsenzu o klinickém obrazu alergika a snazi se hledat
markery tohoto obrazu v populaci. Zjistovana je prevalence, definovana jako pocet alergickych
jedinct k celkovému poctu jedincti ze kterych byl ndhodny vzorek vybiran - svét, stat, region,
mistni populace ¢i jinym kritériem omezena skupina lidi. Vyznamnym ukazatelem je také
incidence, tedy pocet novych piipadi za ¢asové obdobi, vétSinou jeden rok (Fuchs et al. 2014).
Korelaéni studie se zabyvaji vztahem mezi alergii a jinym markerem charakteristickym pro
danou skupinu - piikladem mohou byt studie rozvoje astmatu u kufakd oproti nekuiakim.
Korelace vSak nutné nemusi znamenat kauzalitu, jak ukazuje napf. prevalencni studie astmatu
mezi ockovanymi a neockovanymi détmi na zakladé dotaznikového Setieni. Vysledky mluvi
jednoznaéné pro nizsi riziko u neockovanych, ale sami autofi piikladaji vliv zivotnimu stylu
komunity, z niz vzorek neoCkovanych déti pochéazel - zdravé stravé, vétSimu kontaktu s pfirodou
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diky zivotu na venkové, niz$i expozici polutantim a omezené uzivani antibiotik (Enriquez et al.
2005).

Zlatym standardem jsou jiz zminéné dvojité zaslepené expozi¢ni testy (double blind oral-
food challenges) (Bock et al. 1988), které vsak pro svou nakladnost a naro¢nost nejsou provadény
prili§ Casto. Dle rozsahlého mezindrodniho prizkumu pouze 10% z 83 €lentt Svétové alergické
organizace disponuje studiemi zaloZzenymi na tomto principu (Prescott et al. 2013). Ostatni
metody jako testovani IgE protilatek ¢i STP mohou u ¢asti populace vykazovat fale$né pozitivni
¢i fale$né€ negativni vysledky a sv&déi spiSe o senzibilizaci pacienta nez o skute¢né alergii (Loh &
Tang 2018). Nékterymi autory je relativizovana i neochvéjnost dvojité zaslepenych oralnich
testi: Niggerman & Beyer(2007) poukazuji na mozné problémy vedouci k fale$né pozitivité ¢i
negativitg.

3.3.3 Diagnostika alergenicity

Schopnost daného jidla/zvitete/rostliny, respektive konkrétni molekuly pusobit alergenné
muze byt testovana na mnoha trovnich - klinické, imunologické i genetické. M¢fi se sila imunitni
reakce a mnozstvi alergenu ve vzorku, protoze oboji miiZze jistou mérou piispivat k vysledné
alergenicité (Fuchs et al. 2014).

Ke stanoveni alergenicity pouzivame zkousky in vitro a in vivo. In vivo jsou provadény
predevsim koZni prick testy (SPT) z diivodu niz§i naro¢nosti oproti oralnim expozi¢nim testim
v ptipad¢ potravin a inhalaénim v pfipad¢ aeroalergenti (Huang et al. 2018). Ke zkouSkam in
vivoje vzdy potieba skupina alergickych pacientti. Na rozdil od pfedchozich typt studii jsou vSak
nyni oni sami v roli diagnostického nastroje a proto musi byt nalezité ,kalibrovani, zejména je
nutné vyloucit jedince senzibilizované na jiné alergeny v daném jidle. Také pro sérologické in
vitro testy by mél byt zajistén dostatek sér pro napodobeni vzorce primérné alergické populace
(Savazzini et al. 2020). Tato séra jsou vyuzita pro detekci predpokladanych alergent pfi
imunoblotu (Vegro et al. 2015).

Provadi se také test aktivace bazofili a uvolfovani medidtorti - v tomto piipad¢ jsou
zdrojem bazofili vétSinou pokusna zvifata, imunizovand danym alergenem, nebo bunécéné
kultury (Crockard & Ennis 2001). Hodnoti se schopnost alergenu ptemostit IgE receptory.
V ptipad€ testovani odrid na aktivitu riznych izoforem hodnotime pouze tuto izoformu ve
vztahu k celku. Huang et al. (2018) ve své praci shrnuje vSechny soucasné pouzivané
degranulacni modely.

Ne&kdy je potieba testovat u alergenu imunogenicitu - zejména chceme-li vytvofit G¢inny
hypoalergenni protein pro imunoterapii. Ta byla dfive testovana na geneticky upravenych mysich
kmenech, ptedevsim BALB/c, C57BL/6 a A/J (Liu et al. 2016). Egger et al. (2011) dokazuje, ze
panuje zavislost mezi mirou imunogenicity a nachylnosti alergenu k enzolyzozomalni proteolyze.
Nabada proto védce k tomuto ucelu pouzivat kultury dendritickych buné¢k, ¢imzby se snizily
pocty pouzivanych laboratornich zvarat pro testovani.

Pro lokalizaci alergenu v konkrétni rostlinné tkani pouzivame metodu immuno-tissue
printing (Lezica et al. 2015), kdy je na tenky platek vzorku pienesena nitrocelulozova
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membrana, kterd vsaje piitomné proteiny a zaroven zamezi veSkeré difuzi, takZe proteiny
zustanou na misté a je mozné je detekovat hybridizaci s protilatkami. Pro jablko tuto metodu
rozpracovali Marzban et al. (2005).

Mira alergenicity potraviny ¢asto odpovida také mnozstvi obsazeného alergenu ¢i pfimo
nékteré z jeho izoforem, jako je tomu napi. u Mal d 1.02 (Vegro et al. 2016). Nekteré odrudy s
nizs$i expresi se mohou dostat pod prahovou hodnotu citlivosti primérnych alergikii a Ize je
doporucit ke konzumaci jako hypoalergenni (Notghegger et al. 2020).

Kvantifikovat miizeme samotny protein nebo jeho mRNA. V piipadé proteinu samotné
zkousce Casto predchazi vyroba vlastnich polyklonalnich protildtek schopnych navazat vsechny
znamé izoformy a jejich epitopy, protoze heterogenni krevni séra pacientli by je nemusela pokryt.
Na zakladé dostupnych sekvenci vSech zndmych izoforem jsou dle pocitatového modelu
rekombinantné pfipraveny peptidy, kterymi jsou nasledn€ inokulovéana laboratorni zvifata, casto
napf. kralici. Protilatky z jejich séra jsou poté pouzita pro hybridizaci s linearnimi epitopy
alergent pii Western blotu. Tento postup byl pouzit napt. ve studii Vegro et al. (2016) pfi
kvantifikaci Mal d 1.

Mnozstvi mRNA se stanovuje metodou RT-PCR. Izolovana RNA je nejprve piepsana do
CDNA (complementary DNA) za pomoci reverzni transkriptdzy a poté probiha klasicka
polymerazova fetézova reakce (PCR) v pfistroji s nazvem light cycler. Amplifikaci produktu
mizeme diky fluorescenénimu znaceni sledovat v realném case (real-time PCR). Této metodé se
bude podrobnéji vénovat cela kapitola ¢.3.5 a nasledné experimentalni Cast prace.

V bézné praxi byva pii porovnavani odrid z Casovych, kapacitnich i finan¢nich divoda
Casto preferovan jeden, nejjednoduseji proveditelny test. Vysledky in vivo a in vitro testi mohou
byt vSak navzajem odlisné (Garcia Casado et al. 1996). Nejlep$im feSenim je zpocatku volit
metod vicero a teprve po opakovaném ujisténi, Ze mezi vysledky existuje jasny vztah, je spravné
spoléhat se pouze na jednu z nich (Asero et al. 2006).

3.4 Jablko (Malus x domestica) a jeho alergeny

,An apple a day keeps the doctor away. *
Anglické potekadlo

Jablko je nejkonzumovangj$im ovocem mirné¢ho pasma a z hlediska vyprodukované tonaze patii
mezi dvacitku nejpéstovanéjSich plodin na svété (FAO 2014). Je pozitivné hodnoceno pro sviij
vysoky obsah rostlinnych sekundarnich metaboliti jako napf. antokyany, quercetin, katechin,
floridzin nebo kyselina chlorogenova, které jakoZto polyfenoly sice nejsou molekularnimi
biology piili§ vitdny kvili tvorbé komplexti s nukleovymi kyselinami, ale jsou konzumenty
cenény zejména pro své antioxidacni ucinky (Boyer & Liu 2004). Obsah vSech polyfenolt
v jablku se pohybuje kolem 132 mg/100g (Sukova 2008). Poc¢itame-li polyfenoly volné i vazané,
jablko se mezi ovocem umist'uje na druhém misté hned za brusinkou (Sun et al. 2002). Mnoho
studii povazuje tyto a dalsi latky, jako napf. triterpeny a karotenoidy, za aktéry pii prevenci
kardiovaskularnich chorob, diabetu, obezity ¢i osteopordzy (Boyer & Liu 2004; Vafa et al. 2011)
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a bylo také prokéazano jejich antiproliferativni piisobeni na rakovinné buiky in vitro(Thompson et
al. 2009).

3.4.1 Produkce

Na celém svété se kazdoro¢né vyprodukuje kolem 86 milionti tun jablek, pficemz
celosvétova produkce nadale roste. Zdaleka nejvétsim producentem jablek je Cina, kterd sama
produkuje kolem 40 milionti tun jablek ro¢né(Yan et al. 2018). Po ni nasleduje s velkym
odstupem Evropska unie s necelymi 10 miliony tun jablek, didle USA s 5 miliony jablek a
Turecko se 3 miliony tun jablek(Czernyszewicz 2016).Podil EU na svétové produkci se pozvolna
snizuje, zatimco podil Ciny, Ruska, Indie, Turecka ¢i Brazilie dlouhodobé roste. Obecné se da
fici, ze nejrychleji se zvySuje produkce jablek v Asii, ovSem vétSina této produkce se zde také
spotiebuje(Wang et al. 2016). Ceska republika produkuje roéné zhruba 110 tisic tun jablek a z
hlediska objemu produkce je tak na 51. misté na svété. Spotieba jablek v CR na obyvatele &inila
dle CSU v roce 2017 pramérné 82 kg za rok (MZe, 2019)

3.4.2 Pivod a biologie

Jablko je plodem jabloné¢ domaci (Malus x domestica), ovocné dieviny z ¢eledi Rosaceae
spadajici do kladu Rosida, ktery zahrnuje az tietinu vSech kvetoucich rostlin (Velasco et al. 2010)
a uvnitt n¢j pak do fadu Rosales(rizotvaré). Molekularni taxonomie na zakladé chloroplastového
genomu fadi jablon spolecné s hruskami (Pyrus) a nékterymi dalSimi malvicemi z celedi
Rosaceae do kmene Maleae(Zhang et al. 2017; Turland et al. 2018).

Domestikace jablon¢ probehla pifed 10 000 - 4000 lety ve stfedni Asii. Pfesné genetické
udalosti, jakymi doslo k pferodu ptvodnich planych kyselych plodi v pozivatelnou a chutnou
potravinu, nejsou piili§ znamy (Gross et al. 2014). Vyrazna malvice u jablka a jeho blizkych
ptibuznych se zda byt vysledkem expanze genové rodiny transkripénich faktort MADS-box
(Velasco et al. 2010).

Jabloni se nejvice dafi pfi primérné roc¢ni teploté¢ nad 6,5 °C na dostatecné osvétlenych
plochach, srazkové optimum je okolo 500-800 mm. Preferuje pidy humodzni, hlinitopiscité az
hlinité, nezamokiené, s pidni reakci mezi 5 - 7,5 (Van¢k et al. 2012).

Jablon, stejné¢ jako mnoho jinych druhi z Celedi Rosaceae, vykazuje gametofytickou
inkompatibilitu (GSI). Samosprasné jabloné jsou pomérné vzacné. GSI na pestiku je regulovan
extacelularni ribonukledzou, S-RNazou, ktera je kdédovana lokusem S (Pereira-Lorenzo et al.
2018). Toto mize Cinit problémy pfi kiizeni blizce ptibuznych jabloni.

Pavod jabloné domaci byl dlouho spojovan s Malus sylvestris, nicméné genomové analyzy
poslednich deseti let ukazuji, Ze primarnim piedkem je spise Malus sieversiiz pohoti Tan San v
Kazachstanu a M. sylvestris byl pouze sekundarnim piispévatelem, jehoZ introgrese vSak
probéhla pomérné nedavno a byla tak intenzivni, Ze soucasné péstovana jablka se jevi blize
tomuto druhu nez svému skute¢nému zakladateli. Duan et al. (2017) sestavili komplexni evolu¢ni
mapu dokumentujici jak se pivodné domestikovana Malus sieversii postupné §ifila z centrdlni
Asie podél Hedvabné stezky az do zdpadni Evropy, piicemzZ cestou dochazelo k hybridizaci s
druhy sibifskymi (M. baccata), kavkazskymi (M. orientalis) a evropskymi (M. sylvestris).
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3.4.3 Odridy

Béhem staleti ndhodnych vybért i cileného Slechténi ziskalo jablko sviij soucasny fenotyp,
pfizpisobeny lokdlnim podminkdm a ovlivnény kiiZzenim, coz vedlo ke vzniku mnoha
specifickych odrid. Nekteré staré odriidy jako napf. 'Lady’ nalezneme v historickych pramenech
uz v raném 16. stoleti a jejich sady stale existuji (Marini et al. 2018). Svétova produkce jablek v
poslednich 50 letech je nicméné zalozena na asi dvacitce novych ¢i vylepSenych kultivara s
vlastnostmi vice odpovidajicimi intenzivnimu péstovani a prodeji na globalnim trhu (Sansavini et
al. 2004). Jsou to piedevsim 'Golden Delicious', 'Red Delicious', 'McIntosh', 'Gala', 'Granny
Smith', 'Fuji', 'Braeburn', 'Pink Lady', 'Jonagold', 'Idared' a 'Florina'. Nejstar§imi bézné uzivanymi,
vice nez sto let starymi odrtidami, jsou 'Golden Delicious' a 'Jonathan', které byly a stale jsou
zékladem pro tvorbu mnoha novych odrid. Nizozemské odriidy 'Santana' a odriida 'Elise' jsou
pak doporucovany jako hypoalergenni, coz bylo potvrzeno i na zakladé dvojité zaslepenych
expozicnich testd (Vlieg-Boertstra et al. 2011).

V Ceské republice jsou z hlediska vyméry sadd i produkce v tunich nejb&zngjsimi
kultivary 'Golden Delicious', 'Jonagold', 'Gala' a 'Rubin' (Buchtova et al. 2011). Mezi staré odrady
s dlouhou tradici péstovani na Ceském uzemi patii napt. 'panenské Ceské' nebo ,branatka*
(‘'Hetlina") a oblibené mezi zahradkati jsou také zahranicni staré odridy jako 'Boskoopské' nebo
'Mat¢ino'. Nejvyznamnéjsi moderni eské odriidy vznikaly v 90. letech v Ustavu experimentélni
botaniky AV CR (‘Rubin’, 'Melodie', 'Topaz') a ve VSUO Holovousy (‘Frosta’, ‘Julia’, 'Meteor",
'‘Angold’, 'Resista’) (Blazek et al. 2013).

3.4.4 Genetika

Rok 2010 znamenal vyznamny prilom pro vyzkumniky i Slechtitele: diky usili ¢trnacti
instituci z péti zemi byl publikovan prvni cely genom jablka. Velasco et al. (2010) zvolili k
sekvenovani referenéniho genomu odradu 'Golden Delicious'. Jablko se tak stalo desatym
osekvenovanym rostlinnym genomem po huseni¢ku (nejrozsifenéjsi modelovy organismus), ryzi,
topolu, hroznu, papéaje, ¢iroku, okurce, kukufici a soje (Peace et al. 2019). Fragmenty sekvenci
byly sestaveny in silico do ptekryvajicich se souvislych segmenti (tj. kontigl) a tyto kontigy byly
nasledné pfifazovany k tseklim jednotlivych chromozomil za pouZiti genetické mapy Sesti rodin
(n = 720 potomkl) s 1643 genetickymi markery, vétS§inou SNP ze samotného genomu Golden
Delicious.

V prubéhu dalSich let byly osekvenovany dalsi tfi genomy (Li et al. 2016; Daccord et al.
2017; Zhang et al. 2019). V jablku bylo identifikovano 42 140 protein kodujicich genti a 1965
neproteinovych gent (Daccord et al. 2017). Velasco et al. (2010) uvadi o néco vice - 57 386
gentd, a Li et al.(2016) 56 687, z toho protein kodujicich 53 922. Odhad velikosti genomu v
haploidnim stavu se pohybuje mezi hodnotami 742,3 (Velasco 2010) a 651 Mb (Daccord et al.
2017). Az 60% celého genomu pak tvofi vysoce repetitivni ,,temnd hmota™ tvofend zejména
transponovatelnymi elementy (TE) neboli transpozony (Daccord et al. 2017).

Pocet chromozomu jablon¢ v haploidnim stavu se odliSuje od ostatnich ¢lent celedi
Rosaceae. Zatimco vétSina z nich disponuje 7,8 ¢i 9 chromozomy, u jabloné a dalSich druht
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kmenu Maleae je n=17. Téchto 17 chromozomu je monofyleticky odvozeno z relativné nedavné
celogenomické duplikace (> 50 miliond let) z 9-chromozomovych predkt (Velasco et al. 2010).
Vétsina jabloni je diploidni, coZ z nich déla dobry modelovy organismus, ackoli primarni
sekvenovani technicky pomérné¢ komplikuje vysoka mira heterozygotnosti, ktera napt. u'Golden
Delicious' dosahuje az 3,2 SNP/1000 bp (Peace et al. 2019). Nékteré odrudy jsou triploidni (cca
10%) ¢i tetraploidni. NejlepSimi opylovaci jsou odridy diploidni, vykazujici vysokou kli¢ivost.
Triploidni odridy s 51 chromozomy, napt. ‘Jonagold' nebo 'Boskoopské’, jsou cenény pro svou
veétsi velikost a celkovou odolnost, ale nejsou dobrymi opylovaci. Jejich pylova zrna jsou dobie
rozeznatelna pod mikroskopem, nebot’ vznikaji asymetrickym rozchodem chromozomu v meioze
a zrna jsou tak vyrazné vétSi (2n) nebo naopak vyrazné mensi (n-1) (Considine et al. 2012).
Triploidi jsou pravdépodobné vysledkem spojeni neredukovaného 2n vajicka oplodnéného
klasickou haploidni spermii, nebot’ zatimco neredukovand pylova zrna jsou vétSinou sterilni,
vajicka si fertilitu zachovavaji (Considine et al. 2016). Zpisoby, jakymi dochazi ke vzniku
polyploidii u jablek a jejich detekci se zabyva prace Pikunova et al. (2018).

Do budoucna sméifuji snahy prekonat koncept jednoho referenéniho genomu a spustit
masivni sekvenovani mnoha dalSich stejné jako napt. ,,Projekt 100 000 genomii“ u c¢loveéka a
umoznit takvzdjemné porovnani a identifikaci markerd spojenych s Slechtitelsky cennymi
vlastnostmi (Peace et al. 2019). V roce 2019 publikovali Zhang et al. novy referen¢ni genom
pomoci kombinace SMRT sequencing(single-molecule real-time sequencing), Hi-C sequencing a
optického mapovani a pouzili jej pro komparativni analyzu s dosud publikovanymi genomy.
Sledovali vysoce dynamicky vyvoj transpozont a objevili napt. LTR (retrotransposon, ktery je
spojen s fenotypem cervené slupky, a miize tak slouzit jako cenny ndstroj pro Slechténi pomoci
MAS (marker assisted selection). Paralelné s timto piistupem se pomoci GBS(genotyping by
sequencing) a SNP (single nucleotide polymorpism) screeningovych metod dafi ¢im dal
podrobné&ji mapovat genetickou podstatu rozdilii mezi odridami a populacemi, cemuz odpovida i
narist identifikovanych QTL v genomové databazi Rosaceae(Soundararajan et al. 2019).
Soucasné poznatky o genomu jablka shrnuje v obsahlém review Peace et al.(2019).

U jablka probihd také intenzivni zkoumani transkriptomu pomoci RNA-Seq, vyuzivajici
metody sekvenovani nové generace (Bai & Xu 2014).

Stale nicméné postraddme hlubSi pochopeni genetické podstaty mnoha ekonomicky
vyznamnych vlastnosti a funkce velké ¢asti gentl zlstava stale neznama (Zhang et al. 2019).

3.4.5 Slechténi

Dle Pereira-Lorenzo et al.(2016) bylo poslednich dekadach Slechténi jablek zaméfeno
zejména na tyto vlastnosti: estetickou stranku (tvar ovoce, velikost, barva slupky), kvalitativni
(obsah cukru, enzymatické hnédnuti, pevnost pro lepsi skladovatelnost), vystavbu stromu (napf.
sloupovity rast jabloni usnadiujici sklizen), prizpGsobeni klimatickym podminkam
(mrazuvzdornost, suchovzdornost) a rezistenci ¢i toleranci vii¢i biotickym a abiotickym stresim
(strupovitost, korova nekroza, bakterialni spala, napadeni sviluskami). Pravé posledni zminéna
vlastnost miiZze mit zaroven spojitost s alergenicitou, jak upozorfiuje Vegro et al. (2016). Hlavnim
alergenem jablka je Mal d 1, ktery patii do skupiny PR-10 proteinli zvySujici svou expresi v
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odpovédi na stresové podnéty (Piihringer et al. 2000) Zvysena pozornost $lechtiteltl na zlepSovani
odolnosti jabloni miize tak byt ¢aste¢nou odpovédi na otazku, pro¢ byvaji staré tradi¢ni odridy
méné alergenni neZ odriidy moderni.

V poslednich letech pak vyvstavaji Slechtitelim nové vyzvy v podob¢ vzristajiciho zajmu
spole¢nosti o zivotni prostiedi a své vlastni zdravi, coz povede k $lechténi na vlastnosti dosud
spiSe opomijené jako napf. nutri¢ni vlastnosti jablka, jeho alergenicita a schopnost rlstu v rezimu
udrzitelné produkce (Farneti et al. 2015). K tvorbé hypoalergennich odrid bylo jiz Gspésné
pouzito metody RNA-interference (Gillissen et al. 2005; Krath et al. 2009; Dubois et al. 2015),
ale vzhledem k soucasné platné legislativé neptatelské viic¢i genovému inzenyrstvi nema v Evropé
tento pfistup pfili§ budoucnost a zdejsi usili tkvi pfedevS§im v aktivnim testovani vhodnych
kultivacnich podminek a vyhledavani genotypt vykazujicich nizkou alergenicitu potvrzenou
kombinaci oradlnich provokacnich testl a stanoveni mnozstvi proteinu, jak ukazuji recentni prace
Romer et al. (2020) a Nothegger et al. (2020).

3.4.6 Jablecné alergeny

Jak jiz bylo zminéno vySe, v ramci sv&tové populace existuje skupina lidi, kterd by tvodni frazi o
zdravotnich benefitech jablka mohla pouzit v opacném vyznamu - jablka konzumovana v
¢erstvém stavu u nich totiz vyvolavaji alergickou reakci, kterd v neziidka kon¢i cestou k 1ékafi
pro radu. V 40 - 90 % ptipadi (rozpéti je obrovské z divodu nekonzistence téchto studii, dle
Carlson & Coop 2019) se nastésti jedna o lehké lokalni symptomy v duting ustni, tedy OAS
(Ebner et al. 1991). Tato reakce je zpsobena zkiizenou reaktivitou hlavniho jable¢ného alergenu
Mal d 1 na biezovy pyl, coz omezuje vyskyt téchto alergii na areal vyskytu biizy - zejména
stfedni a severni Evropa. Minoritnim alergenem zptisobujicim OAS je Mal d 4 - protein z rodiny
profilint, jehoZ homologem je biezovy Bet v 4 (Ma et al. 2006). Ve Sttedomoti naopak pievazuji
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na nékteré travové pyly a broskev (Pastorello & Rivolta et al. 2004). Tyto t€Z8i symptomy jsou
spojovany s odoln&j$imi alergeny Mal d 2 (Krebitz et al. 2003) a Mal d 3 z rodiny LTP (Diaz-
Peralez et al. 2003), schopnymi perzistovat v zazivacim traktu.

Mal d 2 je soucasti genové rodiny PR-5 proteint, zvanych také thaumatin-like (TLP) (Bohle et
al. 2006). Purifikovany Mal d 2 vykazuje stejnou abnormalni migraci v SDS polyakrylamidové
gelové elektroforéze jako ostatni TLP a to diky hojnosti disulfidovych mustkd, které zvysuji jeho
odolnost a stabilitu jakozto alergenu (Breineneder et al. 2004). Protein je lokalizovan v duziné a
jeho mnozstvi vzrista béhem zrani. Vyskytuje se v glykosylované a neglykosylované formé
(Breitededer et al. 2004), pficemz prvni zminény stav je spojovan s vyssi schopnosti vazat IgE
protilatky v sérech alergickych pacientt a to ze 70% oproti 15% (Herndl et al. 2007). Na
alergenicitu Mal d 2 ma vliv vitamin C a sira (Marzban et al. 2014).

Mal d 3 patii mezi nespecifické lipid-tranfer proteiny - nsLTP, taktéz velmi stabilni diky
disulfidickym mustktim (Diaz-Peralez et al. 2003) a jeho pfitomnost je omezena pouze na duzinu
(Sancho et al. 2006). Vykazuje odolnost viici tepelnému zpracovani pii 90°C (Sancho et al. 2003)
a jeho obsah v pribéhu skladovani klesa (Sancho et al. 2006).
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3.4.6.1 Genova rodina Mal d 1

Genova rodina Mal d 1 je z hlediska alergie na jablko nezvyznamnéjsi. Jedna se o hlavniho
puvodce pollen-food syndromu (PFS) (Carlson & Coop 2019). Jeho vysoce alergenni potencial je
dan jeho 3D strukturou ustavujici na povrchu proteinu konformacni epitopy shodné ¢i velmi
podobné s epitopiim na homolognich proteinech bfizy (Bet v 1) (Vanek-Krebitz et al. 1995). IgE
protilatky alergika senzibilizovaného ptivodné btizou tak mohou zkiizené reagovatis Mald 1 a
zpusobovat tak lokalni alergické reakce v ustni dutin€ znamé jako OAS (Ortolani et al. 1988).

3.4.6.2 Sekvence Mal d 1

V genomu jabloné se nachazi celkem 31 geni kodujicich Mal d 1 izoalergeny (Pagliarani et
al. 2012). Dohromady tvofi jednu vazebnou skupinu na 16. chromozomu (Gao et al. 2005). Tyto
geny muzeme na zakladé sekven¢ni identity a délky intront rozdé€lit do péti skupin (Gao et al.
2005), jak je mozné vidét na obrazku 2. V. skupina, identifikovana Pagliarani et al. (2012),
Citajici geny Mal d 1.11A, 1.11B a 1.12, jejichz nukleotidova a nasledné i aminokyselinova
sekvence vykazuje oproti ostatnim znac¢né rozdily a to zejména v pozicich epitopt (Pagliarani et
al. 2013). Potadi nukleotidti v genech v ramci jedné skupiny vykazuje 86 - 98,1% shodnost,
zatimco mezi jednotlivymi skupinami dosahuje 71-83% (Gao et al. 2005). V téchto datech
nicméné neni zahrnuta skupina V., popsana az v roce 2012.

Kazdy izoalergen ma také nekolik alelickych variant (izoforem). Ahammer et al. (2017)
uvadi, ze prvnimi izoformami, jejichz sekvence DNA byly pfecteny, se staly Mal d 1.0101 z
'‘Granny Smith'a Mal d 1.0102 z 'Golden Delicious'.

Gao et al. (2008) uvadi u izoalergenu Mal d 1.06 C az Sest proteinovych variant. Prace

Bokszczanin et al. (2015) pak v prizkumu polskych odrid odhalila dal§i tfi nové alely
z celkovych sedmi u Mal d 1.01 a k jedné znamé alele u 1.02 ptidala dv¢ dalsi.
Ackoli sekvencni identita alel v jednom genu se pohybuje mezi 98 - 100 % (Gao et al. 2005),
jedna z alel genu 1.06A je nékterymi autory (Pagliarani et al. 2012; Savazzini et al. 2020)
diskutovéna jako potencialné souvisejici s vyssi alergenicitou nékolika kultivart a to na zakladé
pozorovani ve studii Gao et al. (2008).
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Obrazek 2. Strom pribuznosti Mal d 1 izoalergenu sestaveny na zakladé kédujici sekvence 31 geni
ziskanych z referenéni odridy Golden Delicious. Rimské &islice znaéi rozdéleni do péti podrodin (Pagliarani et
al. 2012).

3.4.6.3 Protein Mal d 1

Mal d 1 spada do kategorie PR-10 proteind, jejichz charakteristicka struktura s velkou
hydrofobni dutinou je konzervovéna napfi¢ rostlinnou fi§i a diky prvotnimu soustiedéni
vyzkumnikii na bfezovy pyl jsou také znamé jako Bet v 1 homology (van Loon et al. 2006).
Vlastnosti a piedpokladané funkce v organismu u této skupiny byly detailnéji rozebrany
Vv kapitole 3.2.3. a Mal d 1 tyto obecné charakteristiky vétsi ¢i mensi mérou sdili(Vanek-Krebitz
et al. 1995).

Panuje néazor, ze rizné izoalergeny mohou byt specializovany pro rizné funkce, coz je
podpoieno nejen jejich odliSnou expresi, jak popisuje nasledujici kapitola, ale také zaménami
v nékterych aminokyselinovych pozicich (Romer et al. 2020), které vedou u nékterych izoforem
Kk prokazatelné rozdilnym fyzikalné¢ chemickym vlastnostem jako napf. posunu izoelektrického
bodu, zmén¢ indexu stability (Savazzini et al. 2020), nebo snadnéjsi schopnosti tvofit oligomery
diky cysteinovym mutacim (Rouvier et al. 2010; Ahammer et al. 2017). Konformaéni variabilita
mezi izoformami ma pak zasadni imunologicky dopad.

Testy alergenicity dokazuji, Ze alergicka reakce neni vzdy pfimo umérna celkovému
obsahu proteinu (Vegro et al. 2016; Kschonsek et al. 2018). Recentni publikace Romer et al.
(2020) poskytuje rozsahlou proteomickou analyzu izoalergenti a jejich alel, nasledovanou
oralnimi provokacemi. Byly identifikovany nékteré velmi variabilni regiony, z nichz nékteré
unikatni sekvence vykazovaly odriadovou specifitu a vykazovaly korelace s alergenicitou.
Prikladem muze byt napt. peptid LYYYALVLDADNLLPK, nalezeny pouze u vysoce alergenni
odrudy'Golden Delicious', ktery zaroven spada do mist pravdépodobné se vyskytujiciho epitopu.
Tento 1 dal$i pfedpokladané IgE epitopy je mozné nalézt v databézi https://ideb.org.
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Vyzkumu epitopi u Mal d 1 se vénuji mutacnich studie (Holm et al. 2011; Hecker et
al.2012;Roulias et al. 2014), z nichz vyplyva, ze Mal d 1 sdili pouze nékteré epitopy s Bet v 1
(napt. BV16), jednotlivé izoformy se 1isi a pomoci n¢kolika malo aminokyselinovych zamén je
mozné docilit IgE reaktivity.

V roce 2017 byla publikovdna prvni strukturni analyza proteinu Mal d 1, konkrétné
izoformy Mal d 1.0108, pomoci NMR spektroskopie (Ahamer et al. 2017). Diky tomu je nyni
mozné piesnéji predikovat mozné epitopy in silico, napt. na zakladé srovnani s o mnoho
prozkoumang;jsimi epitopy u Bet v 1 (Savazzini et al. 2020).

Nejprukaznéj$i metodou je pak krystalizace s Fab fragmenty monoklonalnich protilatek,
kterou provedl Mirza et al. (2000) u Bet v 1. K prukazu vice nez jednoho identického epitopu
zatim Krystalizace provedena nebyla ani u Bet v 1 ani u Mal d 1 a dikazy o multivalenci, ackoli
se predpoklada, nebyly autorkou této bakalairské prace v dostupné literatutre nalezeny. Roli muze
hrat dimerizace (Rouvinen et al. 2010), ackoli Roulias et al.(2014) prokazali, Ze mezi dimerem a
monomerem Mal d 1 nejsou v alergenicité a imunogenicité rozdily.

Séra pacientd reagujicich na Mal d 1 jsou polyklonalni— obsahuji rtizné typy protilatek,
vazicich rtzné epitopy (Asero et al. 2006). IgE profily jednotlivych pacienti se mezi sebou lisi
(Marzban et al. 2005; Savazzini 2020). Dlouho byly z hlediska afinity k IgE zkoumany pouze
proteiny 1.01 a 1.02 (Son et al. 1999). Vegro et al. (2016) a zejména Savazzini et al. (2020) se
vénovali vice izoalergentim. Tato skupina podrobila testovani také 07, 06B a 11A. Mal d 1.11A
vykazoval velmi slabou, téméf zadnou reaktivitu, coz ve shodé se sekven¢nimi daty ze studie
Pagliarani et al. (2012) zminénymi v piedchozi kapitole.

3.4.6.4 Genova exprese Mal d 1

V roce 2012 publikovali Pagliarani et al. sekvence primerti zalozenych na SNP pro kazdy
jednotlivy izoalergen. Z celkového pocétu 31 byla prokazana exprese dvaceti z nich (Pagliarani et
al. 2012). Zda se, ze vSech dvacet zminénych gent je exprimovano alespon v nejmensi mozné
detekovatelné mite v kazdé zkoumané odrudé (Pagliarani et al. 2013; Vegro et al. 2016).

Mezi exprimované geny patii cela skupina I, skupina V, néktefi ¢lenové rodiny III (1.06A,
1.06B, 1.06C, 1.13A, 1.13B, 1.13D) a rodiny IV (1.03E, 1.03K, 1.03F, 1.03G, 1.07, 1.08).
Rodina II se zda byt transkripéné neaktivni. Mezi nejvice exprimované geny, které jsou vétSinou
pouzivany k analyzam, patfi tato desitka: 1.01, 1.02, 1.06A, 1.06B, 1.11A, 1.13A, 1.03A, 1.03D,
1.03E, 1.07 (Pagliarani et al. 2013).

Mnozstvi transkriptu jednotlivych izoforem je nicméné tkanove i odriidove specifické.
Celkova exprese Mal d 1 rodiny je vyssi ve slupce nez v duziné (Fernandez-Rivas et al. 1999;
Zunova 2017).

Nejvyssi expresi napii¢ tkanémi i kultivary vykazuji Mal d 1.01 a 1.02 (Pagliarani et al.
2013; Vegro et al. 2016; Zunova 2017; Taborska 2018), zpravidla o nékolik fadu, a jsou proto
fazeny mezi vyznamné izoalergeny. Udaje se viak mezi jednotlivymi autory lisi. Pagliarani et al.
(2012) udava jako nejvice exprimovanou izoformu 1.01, zatimco 1.02 je zminovana u Beuning et
al. (2004) a Botton et al. (2008).
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Zajimavou se v tomto kontextu jevi izoforma 1.11A, jejiZ exprese nebyva obvykle pfilis
vysoké. Odruda Calvilla Bianca d’Inverno, ktera zaroven jevi hypoalergenni vlastnosti, vykazuje
nebyvale vysoké mnozstvi tohoto transkriptu a adekvatné s timto dramaticky sniZenou expresi
1.02 (Vegro et al. 2016). Autoti také uvadéji, ze ve slupce celkové mnozstvi Mal d 1 proteinu
neodpovida celkové imunoreaktivité, coz souhlasi i s Gao et al. (2008). Séra pacienti inkubovana
2020). Sekvenovani izoforem odhalilo u V. skupiny, kam patii i 1.11A, malou sekvenc¢ni identitu
s ostatnimi geny - u 1.11A je to pouhych 40% (Pagliarani et al. 2012) a nékolik
amonokyselinovych zamén najdeme i na velmi konzervovanych pozicich P-smycky, které se
zdaji byt kli¢ové pro tvorbu epitopu (Ghosh & Bhattachang 2007). VSechny tyto informace opé&t
podporuji hypotézy, ze 1.11A neni alergenem.

Vegro et al. (2016) testovali alergenicitu 24 odrid pomoci RT-PCR, imunoblotu a SPT. Po
seskupeni dat do klastri dle korelace vysledkt se ukézalo, ze vyznamnou shodu ze vsech tii
metod vykazuje pouze Mal d 1.02. Vysledky SPT u zkoumanych odrtd potvrdil Nothegger et al.
(2020) pomoci oralnich expozi¢nich testl. Imunoblot rekombinantniho alergenu 1.02 se séry
dospélych pacientit (Savazzini et al. 2020) jevil nejsilngjs$i signal mezi ostatnimi testovanymi
geny 03G, 06B, 07, 1.11A, 1.13B), nicmén¢ druhy nejexprimovangjsi izoalergen testovan nebyl.
Za zminku vSak stoji, ze u détskych sér se jednalo o nejméné reaktivni alergen z téchto péti a
zdaleka nejvétsi afinitu pro IgE mél Mal d 1.07 (Savazzini et al. 2020).

Cilené sniZzeni mnozstvi transkriptu izoformy 1.02 pomoci RNA-interference vedlo sice k
vyraznému sniZzeni alergenicity, jak bylo dokdzdno pomoci koznich prick testl, nicméné u
jednoho nepovedeného mutanta, ktery expresi tohoto genu v listech snizil ale ve slupce naopak
zvysil, byla také prokazana redukce alergenicity oproti WT, ackoli ne tak vyrazna (Dubois et al.
2015). Exprese vsak nebyla zkoumana na irovni proteinu.

Mira exprese 1 alergenicita Mal d 1 neni ovlivnéna pouze genotypem, ale také péstebni
technologii (Matthes et al. 2009), obsahem polyfenolt (Vegro et al. 2016; Romer et al. 2020) a
skladovanim (Bolhaar et al. 2005; Sancho et al. 2006). Tento fenomén podstatou PR-10 proteinu
- béhem skladovani je plod vystaven velkym stresim (Beuning et al. 2004). Byl také potvrzen
vliv ethylenu béhem zrani (Yang et al. 2012) a zvySena alergenicita po skladovani v tizené
atmosféte (Sancho et al. 2006, Taborska et al. 2018). Roli hraje také sucho (Romer et al. 2020).

Promotor tohoto genu byl studovan v praci Puehringer et al. (2000) vlozenim pted reportérovy
gen v transgennim tabaku a byla prokazdna jeho indukce celou fadou biotickych i abiotickych
strestl. Transkripcni variabilita je pravdépodobné zplisobena zménami v promotorové sekvenci.
Ziarovska et al. (2019) provedli §t&peni promotorovych sekvenci izolovanych z Mal d 1 genli u
riznych odrid a prokazali vyznamny rozdil v délce fragmentd mezi hypoalergennimi odridami
‘Santana’ a 'MclIntosh' oproti ostatnim odridam. Rozdily byly zaznamenany i mezi jednotlivymi
odrtidami, nicmén¢ analyza izoforem nebyla provedena.

O tom, jak sekvencni variabilita mezi izoformami a izoalergeny ovliviiuje aktivitu promotord,
neexistuje mnoho informaci. Jen velmi malo je toho znamo o molekuldrni podstaté ménici
expresi Mal d. Jeho specifické transkripéni faktory a dalsi regulujici proteiny jako enhancery
apod. prozatim zlistavaji nezndmé.
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3.4.7Alergenicita kultivari

Kultivary jsou bézné rozdélovany na vysoce, stiedné a malo alergenni (Kiewning 2014).
Mnoho autortt shoduje na tom, Zze mezi vysoce alergenni odrudy patii 'Golden Delicious' a
odrady, které z ng& byly vyslechtény jako 'Jonagold', ‘'Jonaprice’ nebo ceské odrudy
'Hetlina'(Proskovaet al. 2013). Dle Proskové et al. (2013) vykazuje vSak alergenicita odrud jako
'Hetlina' ¢i 'Florina' velky vliv ro¢niku, coz potvrzuje Vegro et al. (2016) a Romer et al.(2020) i
pro dalsi odridy.

Jako hypoalergenni jsou oznaCovany odrudy ‘'Santana’(Gilissen 2005), 'Mclntosh’
(Bolhaar et al. 2005; Kootstra et al. 2007), 'Elise’, 'Pink Lady' a 'Modi'(Vlieg-Boerstra et al.
2011), z nichZz posledni jmenovanou vSak Vegro et al. (2016) uvadi jako stfedné alergenni.Z
novych ¢eskych odriid vykazuje nejnizsi alergenicitu 'Topaz' a ‘Angold'(Proskova et al. 2013).

Zajimavé je srovnani starSich a novéjSich odrid. Nové kultivary, Casto Slechténé na nizsi
obsah polyfenoli pro eliminaci natrpklé chuti a enzymatického hnédnuti, jsou dle prace
Kschonsek et al. (2018) vice alergenni, coz je v souladu s praci Romera et al. (2020), ktery zjistil
korelaci mezi mnozstvim polyfenolu flavan-3-olu a alergenicitou. U starych odrid (‘Ontario’,
'‘Dulmener’, 'Rosenapfel’) byla az o 62% nizsi alergenicita - métena metodou ELISA - nez u
novych (‘Braeburn’, 'Granny Smith’) a rostla imérné k niz§imu enzymatickému hnédnuti a obsahu
polyfenold (Kschonsek et al. 2018). Nizsi alergenicitu starych odrid uvadi na zakladé
sérologickych a koznich testli i Vegro et al.(2016) a jeho vysledky byly potvrzeny oralnimi
provokacemi (Nothegger et al. 2020). Jako divod autofi uvadi zejména Slechtitelské preference
rezistentnich vlastnosti, kterymi byla spolu s vyssi expresi nékterych izoforem PR-10 proteinti do
genotypu potichu vnesena také vyssi alergenicita. Naopak hypoalergenni odrudy jako 'Santana’ a
'Elise' exprimuji pfevazné predpokladané nealergenni izoalergen Mal d 1.11A (Vegro et al.
2016).

Taborska (2018) sledovala, jak se méni exprese vybranych kultivaru pied a po skladovani.
Z vysledku je patrné, Ze nékteré odriidy fazené po sklizni mezi nizce az stiedné alergenni, napf.
'Frosta’, vykazovaly po skladovani tak vysokou expresi nékterych izoforem, Ze predbéhly vétSinu
velmi alergennich odrtd.

Zda se tedy, ze alergenicita je typem kultivaru ur¢ovana jen do jisté miry (Savazzini et al.
(2020). Vyznamnou roli sice hraje skladba konkrétnich alel, ale i pfesto je patrné, Zze genotyp
pouze urCuje meze, v jakych se pomérné¢ nestdld exprese muze pohybovat v zdvislosti na
konkrétnich podminkach, a tyto meze se u jednotlivych odrid Casto prekryvaji. Alergenicita je
tak pokazdé souhrou mnoha vnitinich i vngjSich faktorii, zahrnujicich interakce s ostatnimi
molekulami uvnitt plodu, infekci, péstebni techniku, zptisob skladovani a vliv ro¢niku.

3.5 Méreni genové exprese pomoci kvantitativni PCR

Jadro kazdé buniky obsahuje v ramci téhoz organismu shodnou genetickou informaci, z niz
velké procento tvoii aktivné prepisovana mista. Pouze nékolik procent téchto transkript tvori
klasické, protein kodujici geny, kterych je u jablek k roku 2019 popséano 42 140 tisic (Peace et al.
2019). To, co odliSuje jednotlivé buiiky, tkdn€ a orgadny v rdmci jednoho organismu od sebe je
odlisny expresni profil. Pfi procesu genové exprese vznikd dle ndvodu konecny produkt, ktery
vede k pfislusnému fenotypu. Geny kédujici informaci pro tento produkt - geny - ulozené v
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molekule DNA, jsou ptepisovany do RNA, z nichz n€které maji funkci samy o sob&é (rRNA,
tRNA, kratké RNA) a jiné slouzi jako tzv. messengerové RNA (MRNA) k produkci proteinu na
ribozomech. Mezi kli¢ové udalosti ovlivijici, jak, kdy a kde bude gen exprimovan, patii
regulace jeho transkripéni aktivity (modifikace histond, cis elementy), posttranskripéni upravy
(vysStépovani intront, alternativni splicing), regulace translace (miRNA, lokalizace, nacasovani) a
posttransla¢ni modifikace (Alberts et al. 2017). Ve vSech bodech hraje roli dostupnost vSech
potiebnych proteini a jejich konverze do aktivniho stavu prostfednictvim fosforylace, vazby
ligandu nebo naopak poklesu koncentrace jejich inhibitoru. Kazda burka se stabilné drzi svého
»~expresniho planu®“, v némz je zahrnuta také naprogramovand reakce na vngjsi fyziologické
podnéty nebo stresory, které spousti signaliza¢ni kaskady vedouci k aktivaci ¢i supresi nékterych
genu (Alberts et al. 2017).

Mira exprese zkoumaného genu je vyjadfovdna bud’ koncentraci proteinu piitomného ve
vzorku, nebo mnozstvim jeho mRNA. Kvantifikace mRNA poskytuje informaci o transkripéni
aktivité¢ genu. Ne vSechna mRNA vSak nutné vZdy podléhd translaci. Pfikladem miZe byt napf.
inhibice translace prostiednictvim floémem transportovanych miRNA u rostlin (Zhang et al.
2009). Nékteré mRNA také mohou setrvavat dlouhy ¢as v dormantnim stavu (Villalba et al.
2011). Objektivngj$im pristupem je zaméfit se na samotny protein, ¢imz se pii méfeni
alergenicity dostavame bliZe skuteCnosti, protoze alergenem je peptid, nikoli nukleotidovy navod
na n¢j. Prace s proteiny je vSak obtizna a zdlouhava a na rozdil od nukleovych kyselin v bézné
praxi dosud neexistuji dostupné nastroje, které by umoznovaly jejich skute¢né spolehlivou
kvantifikaci, zejména jedna-li se o jednotlivé izoalergeny lisici se o n€kolik malo aminokyselin
(Bohle et al. 2006; Pagliarani et al. 2013). Velmi napomocnd pii rozliSovani jednotlivych
izoforem je hmotnostni spektrometrie (Romer et al . 2020).

Pouziti kvantifikace mRNA by mélo predchazet ovétreni, zda pomér mRNA/protein neni
piili§ vychylen smérem k mRNA (Silva et al. 2016). Edfors et al. (2016) navrhuje stanovit pomér
RNA/protein zvlast pro kazdou tkan/bunéénou kulturu a prepocitavat kazda dal§i méreni
ziskanymi koeficienty. Rozdily v poméru mRNA/protein vétSinou ziistdvaji pod pftijatelnou
hranici, ale dvojnasobné ¢i nizs§i zmény mohou mit podstatné funkéni disledky (Silva et al.
2016). V ptipad¢ stanoveni alergenil nas vSak spiSe nez zména funkce zajima vliv na alergenicitu.
Vegro et al. (2016) prokazali, ze u Mal d 1 mnozstvi mRNA u dvou zfejmé nejvyznamnéjsich
izoalergend Mal d.1.02 a Mal d 1.01. koreluje jak s mnoZstvim proteinu, tak s alergenicitou, takze
pouziti mRNA kvantifikace je mozné.

Diive byla k témto G€eliim vyuzivana RT-PCR néasledovana Northern blotem, dnes se jedna
piedevsim o real-time PCR (Wong & Medrano 2005).Metody izolace a detekce nukleovych
kyselin budou namétem nasledujicich podkapitol.

3.5.1 1zolace nukleovych kyselin

Bez ohledu na zvolenou detekéni metodu je nejprve nutné provést extrakci nukleovych
kyselin ze surového materialu.
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Prvni zndmou extrakci DNA provedl Svycarsky lékai a ptirodovédec Friedrich Miescher
roku 1869, kterému se z jader leukocytl alkalickou extrakci a naslednou acidifikaci podatilo
vysrazet latku bohatou na fosfat, kterou nazval nuklein (Dahm 2008).

Izolaci nukleovych kyselin predchazi odbér vzorkli a jeho homogenizace. U rostlinného
materidlu je vhodné, dovoli-li to podminky experimentu, odebirat vzorek z mladych listi spise
nez ze starSich z diivodu niZ§iho obsahu polyfenold, které mohou agregovat s proteiny a DNA ¢i
RNA a formovat z nich nezadouci vysokomolekularni komplexy (Schneiderbauer et al. 1991).

Aby bylo mozné urcit zpétné vytézek, je vzorek pied dalSim zpracovanim nejprve zvazen.
Drceni a homogenizace rostlinného materialu probihd v tfeci misce za pomoci tekutého dusiku
nebo ve specidlnich homogenizatorech, ¢asto uz za ptitomnosti lyza¢niho pufru. Vysledna drt je
pfenesena do mikrozkumavky.

Klasickd izolacni procedura pak spociva v odsttedovani této drti na centrifuze za
postupného piidavani redukénich a denaturaénich ¢inidel, detergentli a organickych rozpoustédel,
které jsou soucasti lyza€nich a extrak¢nich pufrit v rdamci komer¢nich kitd. Velké a tézké zbytky
bunécnych struktur jsou odstfedivou silou vytlaceny ke sténam, zbyly supernatant s leh¢imi
komponenty je transferovan do dalsi zkumavky a proces se né€kolikrat opakuje(Sambrook et al.
2006).

3.5.1.1 Bunécna lyze

Prvnim krokem je rozbiti bunéénych stén a lyze membran, zahajena jiz dislednou
homogenizaci vzorku. Pouziva se detergenti. Detergenty jsou amfifilni molekuly, jejichz
struktura jim umoziuje vmezefit se svou nepolarni ¢asti do hydrofilnich povrchii, rozbijet je,
vytrhévat fosfolipidy z membrany, obalit jednotlivé molekuly a umoznit miseni téchto latek s
vodou diky vytrceni svych vlastnich polarnich koncti do roztoku. Cetyl trimethylammonium
bromid (CTAB) je kationtovy detergent Casto pouzivany pro extrakce z rostlin diky své
schopnosti rozpoustét bunéénou sténu a vazat polysacharidy(Meisel et al. 2005). Dodecylsiran
sodny (SDS) ucinné trhd vazby mezi nukleovymi kyselinami a proteiny, coz je dilezité pro
oddeleni od histonil ¢i ribozomt a je Casto pouzivan pii alkalické extrakci DNA (Ehrt et al. 2003).
N-Lauroylsarcosin (Sarcosyl) je vhodny pro praci pii nizSich teplotach, pii kterych se jiné
detergenty mohou srazet(Ali et al. 2017).

S obsahem cytosolu se do roztoku vylévaji také nukleazy, jejichz nezfizené aktivité je tieba
zabranit a pfedejit tak degradaci RNA. SDS a nékteré dalsi silné detergenty jsou zaroven také
chaotropnimi ¢inidly.Chaotropy jsou latky schopné denaturovat proteiny diky rozruSovani sité
vodikovych mastka (Salvi et al. 2005). Protein, naro¢ny na hydrata¢ni obal, ztraci konformaci. I
nckteré ne-detergenty mohou byt chaotropy, napt. fenol, moc€ovina ¢i pro svou silu velmi
vyuzivany guanidium thiokyanat(Ali et al. 2017). Neni pfesné znamo, jakym zptisobem piispiva
k denaturaci, nebot’ se jednd o velmi mélo hydratovanou molekulu. Uginek ziejmé spodiva v
piimé interakci s proteinem (Mason et al. 2003). B-merkaptoethanol (B-ME) pusobi jako
reduk¢ni Cinidlo, které podporuje denaturaci nicenim disulfidovych mustkd.

Pro udrzeni pH jsou ptidavany pufry jako napt. TE pufr, obsahujici trisaminomethan (Tris)
a kyselinu ethylendiamintetraoctovou (EDTA). Ta zaroven nepiimo inhibuje RNazy a DNazy
tvorbou chelatl s dvoumocnymi jonty vapniku a hoiciku, které slouzi jako enzymové
kofaktory(Ali et al. 2017).
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U vzorkll s vysokym obsahem polyfenolti se do smési piidava polyvinylpolypyrrolidon
(PVPP) jako latka se silné hygroskopickymi vlastnostmi schopna na sebe tyto necistoty
vazat(Schneiderbauer et al. 1991). K degradaci proteinti je mozné pouzit serinovou Proteinazu K.
Ackoli je sama proteinem, je vici chaotropiim a detergentim odolnd a jeji aktivita s pfidanim
téchto komponent dokonce stoupd, protoze preferencné S$tépi odhalena hydrofobni mista
denaturovanych proteinu (Hilz et al. 1975).

3.5.1.2 Separace

Separace nukleovych kyselin od proteinii se standardné provadi organickou extrakci
(Obrazek 3) a naslednym vysolovanim ¢i pomoci spinovych kolonek. Existuje nes¢etné mnoho
protokoli lisicich se v pfedepsanych reagenciich a jejich koncetracich(Ali et al. 2017). SloZeni
mnohych extrakénich pufr znd pouze dodavatelskd firma. Zakladnim principem organické
extrakce je fazova separace rozpustnych a nerozpustnych latek pomoci dvou navzijem
nemisitelnych kapalin. VétSina protokold uvadi fenol a chloroform v poméru 1:1(Sambrook &
Russel 2006). Nekteré dale doporucuji pridat k tomuto poméru 1/24 izoamylalkoholu pro
prevenci priliSného pénéni (Asif et al. 2006). Po centrifugaci s lyzatem se ve zkumavce vytvoii
dvé dobte viditelné faze - vodni nahote a fenol-chloroformova u dna diky vys$$i hustoté obou
latek. Na rozhrani se nyni nachazi denaturované proteiny, zanofené¢ svymi nové odhalenymi
hydrofobnimi zbytky do spodni méné polarni faze, protoZze molekuly vody preferuji nyni pouze
interakce s jejich zbylymi hydrofilnimi skupinami nebo mezi sebou. DNA a RNA si diky svym
negativné nabitym fosfatim v neutralnim pH zachovaji rozpustnost a zlstavaji tak ve vodné
fazi(Alberts et al. 2017).

Vodné faze je pfenesena do nové zkumavky. Cilem nésledné purifikace je naopak udélat
nukleovou kyselinu nerozpustnou a vysrazet ji na dn¢ zkumavky. Toho je dosazeno pridanim
isopropanolu spole¢né s vysokou koncentraci rozpustnych soli - napf. octanu sodného(Ali et
al.2017). Za normalnich okolnosti jsou nabité fosfatové skupiny od interakci s opaéné nabitymi
ionty chranény obalem z molekul vody, které jsou natoceny dle sméru naboje. Izopropanol neni
tak siln¢ dielektrikum a sodné jonty tak mohou byt pfitahovany, ¢imz dojde k neutralizaci naboje
DNA nebo RNA a vysraZzeni na dn¢ zkumavky, stejné jako zbylé soli. Pro odstranéni téchto soli
promyvame smés vychlazenym 75% ethanolem, ktery soli opétovné rozpusti a vyplachne,
zatimco nukleové kyseliny zistavaji na dné a mohou byt pfeneseny do Cisté zkumavky (Sambrook
et al. 2006).

Homogenizace Fazova separace Extrakce/ precipitace Eluce do roztoku
— — ‘_~_'
‘ 1
—_— —— R P
Guanidinium o 150PIOPAro ‘

pheno Voda/ TE pufr

RNA /, '

pelet

Obrazek 3. Princip organické extrakce
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(upraveno dle: https://blog.addgene.org/rna-extraction-without-a-kit)

RNA a DNA maji velmi podobnou, ale nikoli stejnou chemickou strukturu. Pfitomnost OH
skupiny na 2" uhliku ribézy a pravdépodobné i zdména thyminu za uracil méni do jisté miry
chemické vlastnosti kyseliny ribonukleové oproti DNA, coz se projevuje napi. posunem pKA
kyseliny fosfore¢né, ktera se udrzi v disociovaném stavu pfi vyssi koncentraci H+ jontd. Toho se
vyuziva pii tzv. kyselé extrakci RNA (Chomczynsky & Sacchi 1989). Pied extrakci je k lyzatu
pridan pufr, ktery snizi pH na hodnotu kolem 4. V tomto prostiedi dochdzi u DNA fosfati jiz k
protonaci a molekula, stavajic se nerozpustnou, je vypuzena do fenol-chloroformové faze.

Pti alkalické extrakci DNA se vyuziva faktu znamého vice nez sto let - destabilizace RNA
v prostiedi o vysokém PH(Ehrt & Schnappinger 2003). Dochazi k situaci, kdy z 2"OH skupina
ribézy disociuje H+ a volny kyslik atakuje fosfor vedlejsi baze, coz vede ke zniceni
fosfodiesterové vazby(McMurry 2015).

Siroce vyuzivanou metodou se v posledni dobé stavé také extrakce pomoci adsorpénich
kolon (Vogelstein & Gillespie 1979), jak ukazuje Obrazek4.
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Obrazek 4. Princip vazby na kolonu za vysoké koncentrace soli.

Pritomnost chaotropnich cinidel, ethanolu a izopropanolu v pufru umozni tvorbu kationtovych solnych
mustkli mezi zédporn¢ nabitym kiemicitym povrchem a fosfaty. Po n€kolika promyvacich cyklech je navazany
material ponofen do Cisté vody nebo pufru a dochazi k eluci do roztoku (upraveno dle Vogelstein & Gillespie
1979).Je mozné takto selektivn€ navazovat i proteiny a uhlovodiky, zalezi pouze na pouzitém pufru.

Izolace nukleovych kyselin je relativné jednoduchy a standardizovany proces, ktery je vSak
personaln¢ 1 Casové narony a cCasto vyzaduje praci se zdravi Skodlivymi chemikaliemi.
Centrifugaci je také ¢ast materialu nenavratné zni¢ena (Ali et al. 2017). Alternativni metodou,
ktera si postupné v laboratofich nachédzi misto, je izolace pomoci magnetickych ¢astic, jejiz
vyhoda spociva predevsim v separaci DNA ¢i RNA ze surového lyzatu bez nutnosti organické

extrakce (Berensmeier 2006).
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V nedavné dobé také skupina Foret et al. (2019) z Ustavu anorganické chemie v Brné
vyvinula elektromigra¢ni metodu zvanou epitachoforéza, uziteCnou zejména pro velkoobjemové
vzorky s nizkou koncentraci cilové DNA.

Ruzné protokoly pro extrakci RNA z jablek poskytuji Mitra et al. (1993), Gasic et al.
(2004), Asif et al. (2006) a Gambino et al. (2008). Srovnani vSech metod z hlediska ¢asové
naro¢nosti, vytéznosti RNA a jeji kvality se zabyva prace Tian et al. (2010).

3.5.1.3 Méreni koncentrace a kvality

Koncentrace je urena pomoci spektrofotometrického stanoveni absorbance pii 260 nm.
Hodnota 1 je naméfena pii koncentraci 50 pg/ml dvouvldknové DNA nebo 40 ug/ml RNA. Toto
méfeni je bézné provadéno piistrojem Nano Drop, ktery je schopen analyzovat 1 drobné kapky,
takZe neni nutné vzorek fedit a provadét prepocet. Koncentrace je obvykle udavana v jednotkach
ng/pl.
Celkovy vytézek je pak stanoven pfepoctem na hmotnost vstupniho materidlu zvaZzeného pied
pocatkem extrakce.
Cistota je méfena jako pomér absorbance pii 260 a 280 nm, coz odpovidd poméru mezi
nukleovymi kyselinami a proteiny. Za uspokojivé Cistou je povazovana DNA v rozmezi hodnot
1,5 - 2, u RNA pak 2. Niz§i hodnoty jsou zndmkami kontaminace a extrakt je nutné dale
purifikovat. Nizky pomér absorbance 260/320 znac¢i zneciSténi dalSimi komponenty jako
chaotropni soli nebo sacharidy(Ali et al. 2017).

3.5.2 Detekce nukleovych kyselin a polymerazova retézova reakce

K prikazu pfitomnosti konkrétni ¢asti nukleové kyseliny je nutné ucinit ji rozliSitelnou
mezi ostatnimi. Toho bylo jiz od samych pocatkli molekularni biologie dosahovano
elektroforetickou separaci usekd, kterymi jsou bud samotné RNA transkripty nebo fragmenty
DNA rozstipané restrikénimi endonukleazami (RFLP). Diky zaporné nabitym fosfatovym
skupinam migruji vlakna ke kladné nabité katod€, v ¢emz jim Castecné brani porézni agar6zovy
gel. Mens$i molekuly tak putuji rychleji a po vypnuti elektrod v gelu zlstanou rizné vzdalené
pruhy(Csako et al. 2006). Ty je mozné vizualizovat diky interkalaénim barvivim (Ethidium
bromid, SYBR Green) pod UV svétlem, coZ se vyuziva zejména pro kontrolu probéhla-li izolace
nukleovych kyselin spravné(Alberts et al. 2017).

Pro lepsi rozliSeni je nutné provést tzv. Southern blot, nazvany po jeho vynalezci, Edwinu
Southernovi. DNA je z gelu pfenesena na pevny nosi¢, pfiemZ si zachovd své umisténi.
Pouzivaji se nitrocelulézové nebo nylonové membrany(Csako et al. 2006).

Zobrazovani je pak zalozeno na principu detekce signalu ze znacenych sond. Jedna se o kratké
oligonukleotidy komplementdrni ke zkoumané sekvenci, které hybridizuji s plvodnimi
denaturovanymi vlakny DNA. V minulosti byly sondy znaceny radioaktivnimi izotopy, nyni jsou

vvvvvvvv

Je-1i v8ak ve vzorku pouze malé mnoZstvi cilovych usekd, intenzita signalu je nizkd a maze
se nachdzet pod prahem citlivosti detektoru. Zesilit signal je v piipadé¢ DNA mozné¢ bud’
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pouzitim vice materidlu nebo namnoZenim zkoumanych usekli. V prvnich desetiletich po
Watson-Crickové objevu bylo toto mnozeni slozitou in vivo procedurou zahrnujici rozstipani
DNA restrikénimi enzymy, klonovani kyzené¢ho fragmentu v expresnich vektorech E.coli a jeho
materidlné a casoveé naro¢né zpétné izolaci.Kdyz v roce 1986 predstavil Dr. Karry Mulis techniku
PCR, znamenalo to prilom v oblasti celé molekularni biologie(Bartlett & Stirling 2003).
Polymerazova fetézova reakce vyuzivad tradicni bunécny mechanismus replikace: DNA
dependentni RNA polymeraza (primaza) v replikacnim pocatku nejprve vytvori kratky RNA
primer, jehoz 3’OH konec slouzi jako zachytny bod pro DNA dependentni DNA polymerazu -
enzym neschopny katalyzovat polymeraci nukleotidl bez jiz ptitomného 3" hydroxylu(Alberts et
al. 2017). PCR je v podstaté cyklicky opakovana replikace, omezena vSak pouze na cilové
fragmenty(Mullis et al.1986). Kazdy cyklus znamena zdvojeni a pocet amplikont tak roste s
druhou mocninou pivodniho mnozstvi. Ve zkumavce je ¢astecné simulovano bunécéné prostiedi
(pH, koncentrace soli), které o8ali pfidanou polymerazu a donuti ji ,,pracovat pro védu®. Roztok
obsahuje komponenty potiebné pro katalyzu jako Mg?* ionty (kofaktor polymerazy), ANTP (smés
¢tyt deoxyribonukleotidll) a uméle pfipravené primery. Helikdza a dal$i rozvoliiovaci enzymy
nejsou pritomny - pro oddéleni dvouvlaken v kazdém replikacnim cyklu pouzivame tepelnou
denaturaci. Cyklus za¢ind zahtatim smési na vysokou teplotu, obvykle kolem 93°C. Dochazi k
denaturaci. Nasleduje snizeni teploty na cca 55-65°C, coz je teplota jesté nedostatecna ke zpétné
renaturaci ale jiz postacuje pro annealing - hybridizaci jednovlakna s kratkymi primery. Posledni
faze cyklu, blizici se teplotné 72°C, je faze prodluzovaci (=extending). Polymeraza za¢ina
pripojovat nukleotidy od 3" konce primeru a pokracuje v prodluzovani az ke konci vlakna nebo
dokud nedojde k jeji spontanni disociaci. Amplifikace pouze cilovych fragmentt je zajiSténa
prostfednictvim dvou typd primerd - F primer (forward) pfisedajici pfed pocatecni sekvenci
useku na kodujicim (+) vlakné a R primer (reverse), pfisedajici za koncovou sekvenci useku na
nekodujicim (-) vldkné. Protoze polymeraza syntetizuje nové vlakno ve sméru 5 - 37, dochazi uz
ve 3.cyklu k produkeci prvnich z obou stran ohrani¢enych useka(Mullis et al. 1986).

Délka trvani kazdé z téchto tii fazi zavisi na délce fragmentt a je vhodné ji experimentalné
vyladit a pfizpusobit protokol(Wong & Medrano 2005).

V minulosti bylo stfidani reak¢nich teplot dosahovano rué¢nim namacenim zkumavek do o
pozadovanych teplotach. Provedeni celé reakce najednoubrénila denaturaéni teplota pfili§ vysoka
pro zachovani funkce enzymu a polymerazu tak bylo nutné piidavat po kazdém cyklu znovu
(Mullis et al. 1986). Pouze nékteti extrémofilové jako napt. bakterie z horkych podmotskych
prament disponuji enzymy, které jsou pfi takto vysokych teplotich schopné pracovat. Napad
vyuzit tyto enzymy pro PCR byl realizovan v roce 1988 (Saiki et al. 188) izolaci polymerazy z
gramnegativni bakterie Thermus aquaticus, nyni vSeobecné znamé jako Taq polymeraza (Bartlett
& Stirling 2003). Vyuziti termostabilnich polymeraz téchto organismt vyrazné usnadnilo PCR
techniku a umoznilo uzavtit zkumavky pod viko specializovaného piistroje cykléru(Bartlett &
Stirling 2003). Zkumavky jsou zde vsazeny do bloku s dobrou tepelnou vodivosti, zahfivanym a
ochlazovanym sérii Peltierovych ¢lankt. V soucasné dob¢ disponuji cykléry vyhtivanym vikem,
programovatelnosti a uzivatelskym rozhranim propojenym s pocitacem.

Takto amplifikované seky pak mohou byt elektroforézou separovany v agar6zovém gelu a
vizualizovany pod UV svétlem diky interakci s interkalaénimi barvivy (EdtBr, Gel Red, SYBR
Green) a/nebo za vyuziti Southern blottingu (Ali et al. 2017).

63



Amplifikace miZe probéhnout mnoha alternativnimi zptisoby (Morisset et al. 2008), ale
PCR ziistava stale v praxi nejpouzivanéjsi metodou.

Misto blottingu je PCR produkt €asto dale analyzovan napft. kapilarni elektroforézou s
fluorescenéné znacenymi primery nebo je vyuzivano rychlych sekvena¢nich metod tieti a ctvrté
generace(Bai & Xu 2014). Zajimavé je v tomto ohledu také vyuziti vSestranného nastroje
CRISPR asociovaného s Cas 13a/C2c2 (Gootenberg et al. 2017).

3.5.2.1. Detekce mRNA

Pro analyzu mRNA ve vzorku existuje fada metod, jejichz volba zdvisi na vyzkumném
zaméru a technickém vybaveni laboratote. Patfi zde zejména northern blotting, qRT-PCR (Wong
& Medrano 2005), microarray (Bunney et al. 2003), RNase protection assay (Ma et al.1996), a
RNA sekvenovani. Pro ur¢eni délky poly (A) koncti je uréena metoda PAT (Sallés et al. 1999).

Je-li tcelem vyhodnotit velké mnozstvi gent v urcité tkani a sestavit kompletni expresni
profil, je v dnesni dobé vyhodné pouzit RNA-Seq, jako to uskute¢nili napt. Bai & Xu(2014) u
jablka. V soucasné dob¢ je mozné provadét i single-cell analyzy, které pomoci metod pritokové
cytometrie, oznacovani transkriptl ,,bunéénymi adresami® a NGS sekvenovani umoZiuji
zaznamenat expresi stovek genll v kazdé bunce zvlast (Hashimshony et al. 2012). Timto
zpusobem je stale objevovano mnozstvi novych bunéénych typii a expresni profily stavajicich
jsou zpiesnovany, nebot’ jiz nejsou pouhym prumérem homogenizované tkané(Villani et al.
2017). Tato technologie vsak jesté neni Siroce dostupna.

3.5.2.2 Northern blotting

Pii dostatku materidlu bylo diive obvyklé provadét prenos z gelu na membrinu a
hybridizaci se znac¢enou sondou i v ptipadé RNA - tzv. Northern blotting. Nazev metody nema
spojitost s zadnou osobou ani svétovou stranou k niz mé byt laborant oto€en - vznikl jako pouhé
odliseni od blottingu Southernova stejné jako proteinovy Western blot(Nicholas et al. 2013).
RNA je vsak znacné nestabilni, ¢emuz je nutné ptizptsobit blotovaci podminky. Separacni gel je
osSetfen formamidem, ktery plsobi na sniZeni potfebné teploty pro uchyceni na membranu a
denatura¢nim ¢inidlem kvili prevenci tvorby sekundarnich struktur(Ali et al. 2017).

Ve vyslednych snimcich je pak zkoumana pfitomnost cilové mRNA na zéklad¢ existence
odpovidajiciho prouzku velikostné srovnatelného s pozitivni kontrolou. V pfipadé zjistovani
miry exprese jsou snimky podrobeny tzv. semikvantitativni analyze, kdy se mnoZzstvi cilové
mRNA odhaduje ze sily pfislusnych prouzki. Nestaci-li prosté porovnani okem, odhad a
porovnani provede pocitacovy program(Bartlett & Stirling 2003).

3.5.2.3 Reverzni transkripce

RNA nelze pouzit pro klasickou PCR amplifikaci z divodu neschopnosti polymeraz
kopirovat dle RNA templatu. ReSeni pfislo v podob& vyuZiti reverznich transkriptiz. Tyto
enzymy, ptitomné u retrovirii ale také u eukaryot v podobé telomeréaz, tvoii vyjimku z centralniho
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dogmatu a dokazi katalyzovat transkripci smérem RNA — DNA (Alberts et al. 2017). V soucasné
dobé jsou nejpouzivanéjsi enzymy izolované z MMLV (Virus moloneyské mysi leukemie) nebo
AMV (virus ptaci myeloblastozy)(Heller et al. 2019).

Reakce neslouzi k cyklické produkcei kopii, ale pouze k piepisu ptivodnich RNA vlaken do
tzv. cDNA (complementary DNA), ktera jiz mize byt dale vyuzita pro konven¢ni PCR. Jedna se
tedy pouze o sled nékolika neopakujicich se teplotnich zmén zptsobujicich postupné denaturaci,
piisednuti primert, reverzni transkripci a teplotni deaktivaci enzymu(Bustin et al. 2003).Uvodni
denaturace(65 — 70°C) neni vzdy nutna - je dulezita zejména pracujeme-li s dlouhymi ¢i na CG
useky bohatymi molekulami, které jsou nachylné k tvorbé sekundéarnich struktur. Teplotni
maximum pro zachovani aktivity reverzni transkriptazy se v zavislosti na typu pohybuje mezi 37
- 50 °C a je tak hluboko pod denatura¢ni teplotou, takze mix s enzymem musi byt ptidan az po
tomto kroku, coz obnasi zvySené riziko kontaminace(Bustin et al. 2009).

Volba primert se odviji od zaméru ktery s RNA mame. Pro tvorbu cDNA z celkové RNA
pouzivame nahodné hexamery. Jedna se o oligonukleotidy sloZzené z ndhodné kombinace Sesti
bazi, které hybridizuji s komplementarnimi sekvencemi roztrouSenymi v riiznych mistech.
Nedoslo-li k izolaci ¢isté mRNA uz chromatografii ¢i jinymi metodami, je mozné tuto ¢ast ziskat
pomoci oligo d(T) primeri. Jedna se 0 RNA primer dlouhy okoloosmnacti deoxythymini (5°-
dTTTTTTTTT TTT TTT TTT-3") ktery mtize hybridizovat s poly (A) koncem kazdé
eukaryotické mRNA. Metoda je vhodna pro stanoveni expresniho profilu zkoumanych tkani a k
tvorbé cDNA knihoven. Je vSak velmi ndro¢na na kvalitu a integritu mRNA, protoze v piipadé
fragmentovanych vladken hrozi ztrata potiebného poly-A konce. Z tohoto diivodu je nékdy volena
kombinace s ndhodnymi hexamery(Bustin et al. 2003).

Genové specifické primery jsou sekvence cilené na konkrétni genovy transkript. V

piipad€é, Ze pro z4djmovy gen jeSt¢ nejsou komercné dostupné, je mozné vyuzit sluzby
specializovanych firem, zhotovujicich primery ,,na pfani“. Pro tyto ucely se da vyuzit i PCR
reverzni primer (komplementarni sekvence pro forward primer se na RNA transkriptu daného
genu nenachazi, jelikoz RNA zde pfedstavuje ,,+* vlakno) (Stahlberg et al. 2004).

3.5.24 RT-PCR

Rozlisujeme RT-PCR dvoukrokovou (two-step) a jednokrokovou (one-step). Pti_two-step
RT-PCR jsou od sebe reverzni transkripce a PCR amplifikace navzajem oddéleny. cDNA vzesla
z RT muze byt nasledné rozdelena do PCR jamek nebo byt skladovana pii -20 °C pro nasledné
pouziti. Vyhoda tohoto postupu spociva piredev§$im v moznosti pouzit vyslednou cDNA jako
,»zasobni roztok™ pro vice oddélenych PCR experimentu, coz Setii RT reagencie(Stahlberg et al.
2004). Nevyhodou je pak delsi trvani této procedury a vyssi riziko kontaminace(Bustin et al.
2002).

One-step PCR umozniuje prabéh obou reakei v jedné zkumavce bez nutnosti dalsi
manipulace se vzorkem mezi RT a PCR. To velmi Setii ¢as a diky pipetovani obou typl
komponent soucasné jiz na pocatku je hrozba kontaminace niz§i. Termocykler méni teploty
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nejprve dle protokolu pro RT a poté automaticky piechazi na program pro PCR(Heller et al.
2019).

Tento postup vSak s sebou nese riziko v podobé& nezadouci interakce mezi polymerazou a
reverzni transkriptazou(Sellner et al. 1992). Suslov a Steindler (2005) se ve své praci zabyvali
riznymi aktivitami reverznich transkriptaz a navrhuji metodu lepsi purifikace RNA, ktery tento
problém redukuje na inosnou miru.

Nové moznosti skyta proteinové inzenyrstvi. Zajimavym feSenim je napi. tvorba
hybridniho enzymu s teplotné¢ vyhovujici aktivitou jak reverzni transkriptazy, tak polymerazy,
obsahujici také doménu potiebnou pro 3 - 5 exonukleazovou aktivitu, dilezitou pro qPCR (Heller
et al. 2019).

Jistym vylepsenim RT-PCR je metoda kvantitativni PCR(Wong & Medrano 2005), o které
bude podrobnéji pojednano v nasledujici kapitole. Inicialy ,,RT*, shodné pro pojmy ,,real-time*a
,»reverse transcription zavdavaji pti¢inu mnohym nedorozuménim, kdy je zkratka RT-PCR
chaoticky pouZivana k ozna¢ovani dvou rtiznych metod. Konsenzus pravi, ze ,,RT* znaci reverzni
transkripci. RT-PCR je kazda PCR, které piedchazel tento krok a je-li kopirovana cDNA zaroven
také kvantifikovdna v realném Case, piidavame ke zkratce pismeno ,,q“ a oznaujeme tuto reakci
jako RT-qPCR. Zaroven ne kazdé qPCR nutn¢ piedchazi reverzni transkripce - PCR v realném
Case je mozné vyuzit i pro Gc¢ely bézné DNA diagnostiky (Butler et al. 2012).

3.5.3 Kvantitativni PCR

Metoda kvantitativni PCR byva nékdy také oznacovana jako real-time PCR ¢ili PCR v
redlném case. Fluorescence znacenych sond navazanych na DNA je zde detekovana senzorem
umisténym pifimo v modernim termocykleru (light cycler) a to na zacatku kazdého cyklu, coz
umoziuje sledovat postupné piibyvajici produkt a sestavit amplifika¢ni kiivku(Wong & Medrano
2005).

3.5.3.1 Reportérova barviva a detekce signalu

Jako zdroj fluorescence pro detekci kopirovanych molekul slouzi bud nespecificka
interkala¢ni barviva (SYBR Green) nebo sekvencné specifické TagMan sondy. Prvni zminény
postup je zaloZen na schopnosti tohoto cyaninového barviva vdzat se do malého Zzlabku
dvouretézcové DNA. Komplex DNA/SYBR Green absorbuje nejlépe modré svétlo o A=497 a A..
jeho emisniho spektra je 520 nm (Zipper et al. 2004). Nizka afinita barviva k jednofetézcové
DNA je divodem jeho vyuziti jako reportérového barviva pii qPCR(Cao & Shockey 2012).

TagMan sondy jsou kratké oligonukleotidy opatiené na 5 konci molekulou fluoroforu a na
3’konci tzv. zhaSeCem(quencher). Metoda vyuziva kvantové mechanického jevu FRET
(Fluorescence resonance energy transfer). Dokud je sonda vcelku, drzi tyto molekuly blizko sebe
ve vzdalenosti mensi nez <100 A. V pfitomnosti zafeni odpovidajici excitaéni energii fluoroforu
k fluorescenci nedochazi z divodu tranferu piebytecné energie na molekulu zhaSece. Ten ji
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posléze vyzaii v infraerveném spektru, coz detektor nevnima jako rusivé pozadi (De Angelis
1999).

Tyto sondy ptisedaji na komplementarni sekvenci denaturovaného jednovlakna, nikoli vSak
na okraj jako primery, ale do prostoru mezi n€. Taq polymeraza tak pfi syntéze nového vldkna
zakonit¢ narazi na tuto piekdzku, ale diky své 5°- 3 exonukledzové aktivite zacne sondu
hydrolyzovat(Alberts et al. 2017). Nukleotid nesouci fluorofor je uvolnén do roztoku, dostava se
daleko od zhaseCe a po absorbci zafeni z qPCR lampy vysle svételny signdl zpét k detektoru,
ktery posléze pievede proud fotonl na signal elektricky. Tento postup je opakovan v kazdém
cyklu a vizualizovan v podobé amplifikac¢ni kiivky. Oblibenymi kombinacemi barviv jsou FAM
nebo VIC pro fluorofor a TAMRA pro zhase¢ (Butler et al. 2012).

Detektor v pfistroji ma vétSinou nékolik kanall, na kterych muaze svétlo vnimat a zdroj
nékolik filtri - diky tomu je mozné pouzit soucasné nckolik typl sond oznacenych rlznymi
fluorofory a analyzovat tak vétsi mnozstvi gend soucasné v jedné zkumavce, kde kazdému genu
odpovida jedna amplifikacni kiivka (multiplex reakce). RozliSovaci schopnosti pfistroje maji
vSak své limity a nejsou-li od sebe emisni spektra jednotlivych barviv dostate¢né vzdalena, hrozi
splynuti signalu.

Ptistroje byvaji vétSinou vybaveny lampou ¢i jinym staciondrnim zdrojem zateni, které
osvétluje jamky v desti¢ce nerovnomérné a odlisné vzdalenosti od detektoru vedou k rozdilim v
absolutni fluorescenci mezi jamkami se stejnou koncentraci fluoroforu (Jordan & Kurz 2010). Za
ucelem normalizace téchto vykyva je do jamek casto pfidavano vnitini referencni barvivo
vykazujici stabilni emisi nezavislou na prabéhu PCR reakce(Wong & Medrano 2005).

3.5.3.2 Amplifikaéni kfivka

/o )
2,000,000 — Plateau

r"—A—“‘.

Vzorek

1,000,000 —
Prih Elrpunenci:'llni
intezity faze
0 _
Baseline NTC

0 20 40
Pocet PCR cyklu

Obrazek 5. Amplifikaéni kiivka pro qRT-PCR (upraveno dle: https://labguide.cz/metody/real-time-pcr/)
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Obrazek 5 zobrazuje typickou amplifikac¢ni kiivku real-time PCR. Intenzita fluorescence
vyjadiend bezrozmérnou veli¢inou ARn, odréazejici mnozstvi kopii DNA, je zde vynaSena na osu
y. Na ose X postupuje ¢as v podobé poctu probehlych cykla (C)(Bonab et al. 2015).

Protoze v kazdém cyklu dochdzi k replikaénimu zdvojeni vldken, roste jejich pocet s
druhou mocninou a kiivka je exponencialni. Neroste vSak donekonec¢na - pfi urcité koncentraci
produkttii rist zpomaluje a dostava se nejprve do linearni a posléze do platacu faze, kdy se
amplifikace témet zastavi. Kinetika reakce, zejména pficina nastupu plateau, je stale predmétem
badani. Jako divody jsou uvadény vycerpani nebo termické St€peni primerti nebo nukleotidd,
tepelnd inaktivace DNA polymerdzy a akumulace produktu, coz vede k soutézi mezi hybridizaci
primert a hybridizaci produktu, jakoz i blokovani DNA polymerazy pomoci dvouietézcovych
amplikont, coZ shrnuji v ivodu svého ¢lanku Janson a Hedman (2019). Tato dvojice v rozsahlém
experimentu provedla analyzu vSech téchto pfi¢in a z vysledkG vyplyva, Ze problém tkvi
predevsim ve vycerpani zdsoby primerd.

Jako baseline je ozna¢ovano nékolik pocateénich cykld, kdy fluorescence sice s kazdym
cyklem vzrist4, ale nachazi se pod prahem citlivosti detektoru a je prehluSovana stale jeste
mnohem silnéj$§im pozadim (Bonab et al. 2015).

Rn, ¢ili normalizovany reportér, je pomér intenzity fluorescence reportérového barviva k
referen¢nimu barvivu. ARn je hodnota Rno¢isténa od rozkolisané ¢asti v baseline.

Treshold neboli prahova hodnota, je volitelna hodnota miry fluorescence. Jedna se o
stavu. Bod priniku amplifikaéni kfivky timto prahem oznacujeme jako hodnotu Ct(cycle of
treshold), nékdy je mozné setkat se také se zkratkou Cq. Ct hodnota, udavajici pocet cykli
nutnych pro dosazeni urCittho mnozstvi kopii, je nosnym pilitem qPCR metody, na jehoz
zékladech stoji veskera dalsi produkce dat.
dosazeni prahu a hodnota Ct tak bude vyssi nez u vzorku, kde bylo transkriptu vice(Bonab et al.
2015).

3.5.3.3 Absolutni a relativni kvantifikace

Ke kvantifikaci genové exprese za pomoci Ct hodnot mizeme piistupovat dvojim
zpusobem - absolutné nebo relativné. Je-li pro experiment nutné urcit skute¢né pocatecni
mnozstvi transkriptu (absolutni kvantifikace), musi vyhodnoceni pfedchazet tvorba fedici rady,
stejné jako napft. pii spektrofotometrii. Pouze z prahové intenzity fluorescence neni jiz jaksi z
logiky véci mozné urcit ptivodni pocet molekul bez jejiho umisténi na skalu Ct hodnot vzorku o
piedem znamych koncentracich. Castdj§i a pro vétdinu Gleld vhodngj$i, je relativni
kvantifikace(Schmittgen & Livak 2008). Je-1i pfedmétem zajmu porovnani miry exprese genu
vici jinym nékolika genlim v jednom organismu/tkdni nebo napf. porovnavani exprese jednoho
genu béhem riznych experimentdlnich podminek, pak neni nutné znat presnou koncentraci a k
analyze sta¢i Ct hodnoty. Metoda vyuziva faktu, ze pokud budeme v PCR mnozZit dva ¢i vice
genl, jejich pocatecni vzajemny pomér zistane zachovéan a odrazi se v Ct hodnotach. Hodnotu
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sledovaného genu tak miizeme vztahnout ke genu referenénimu, uréit o kolik cyklu se 1isi (ACt) a
nasledn¢ porovnavat tyto rozdily riznymi metodami mezi jednotlivymi vzorky, ¢imz dospéjeme
k hodnot¢ relativni exprese udavajici ,,0 kolik* bylo v piivodnim vzorku daného transkriptu vice
¢i méné nez zvoleného kalibratoru(Schmittgen & Livak 2008).

Kli¢ovou vlastnosti referencniho genu, bez niZ by porovnani vzorkli nebylo mozné, je jeho
stabilni exprese nezavisle na experimentalnich podminkach. Volime proto pouze geny, u kterych
neptedpokladame vychylky mezi jednotlivymi vzorky. Tyto poZadavky spliuji zejména tzv.
house-keepingové geny, jejichz konstantni hladina je nezbytna pro bazalni metabolické a
vystavbové procesy v kazdé bunice, jako napt.B-aktin, B-tubulin, GAPDH (glyceraldehydfosfat
dehydrogenaza), UBC (ubiquitin C) nebo 18S ribozomalni RNA (Gutierrez al. 2008).

I tyto geny vSak vykazuji jistou transkripcni variabilitu a Zadny z nich se neda oznacit jako
100% spolehlivy a univerzalné pouzitelny (Zhu et al. 2019). Je proto vhodné neprve validovat
stabilitu exrese zamyslenych gend, coz se déla standardné pomoci vyse zminéné qPCR(Gutierrez
al. 2008). S ur¢enim vhodnosti mize pomoci software Best keeper vyvinuty tymem Pfaffl et al.
(2004).

Standardné probiha validace referencnich geni pomoci né€kolika nezavislych statistickych
softwart, jejichz vysledky jsou nasledné zpracovany napt. programem Ref Finder (Zhu et al.
2019).

3.5.3.4 Klasicky qPCR experiment

Veskerou praci s RNA je nutné provadét v rukavicich ve sterilnim prostfedi laminarniho
boxu, vysviceném UV zafenim. Pracovni plochy by mély byt oSetieny inhibitory RNaz. Nejprve
je do prislusné mikrozkumavky dle protokolu pfipraven Master mix postupnym piidavanim
predepsaného mnozstvi F a R primeri, smési deoxyribonukleotidli, enzymu, sond ¢i barviv a
chloridu hotecnatého, ktery slouzi jako kofaktor polymerazy (Alberts et al.2017). V piipadé
multiplex reakce je pripravovan jeden Master mix, jinak vzdy pro kazdy gen zvlast. Pii one-step
PCR jsou zarovei pfipravovany i komponenty pro RT. Rada firem dnes nabizi jiz pfedem
pfipravené premixy, které v sobé skryvaji 1 mnohé jiné netusené, reakci vylepSujici komponenty.
Pfipravena smés je dale rozdélenado oznacenych stripi nebo PCR desti¢ek, kam nasledné piijde
Cerstvé vyizolovana RNA (one-step) nebo dostatecné rozmrazena CDNA (two-step)(Bonab et al.
2015).

Standardem je pouziti minimalné dvou biologickych a tii technickych replikati(Bustin et
al. 2009). Biologické replikaty jsou vzorky stejného typu, podstupujici stejné experimentalni
podminky, ale pochdzejici z rtiznych jedincti. Technicky replikat vznika rozdélenim kazdého
biologického replikdtu do nékolika jamek a jeho smyslem je eliminace chyb pii pipetovani
vzorku a ndhodnym artefaktim béhem qPCR.

Vnitini kontrola se pouziva pro ovéfeni spravnosti izolace —zjist'uje se je-li ve vzorku RNA,
takova ktera je vzdy pfitomnd, obvykle pouzivana pro kontrolu v laboratorni diagnostice kde neni
prostor pro replikaty a ¢as pro kontrolu v gelu(napt. pii priukazu koronavirové infekce) - pro
ucely relativni kvantifikace tuto roli plni referenéni gen(Wong & Medrano 2005).

Dal$imi komponenty jsou:
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NTC - kontrola bez templatu obsahujici pouze qPCR reagencie a vodu (Hellemans et al.
2011).

PCR voda - ¢ista voda

Existuje mnoho typit PCR desti¢ek s riznym poctem jamek a riznou mérou prithlednosti,
Které je tfeba zohlednit pii nastavovani protokolu v termocykleru(Bonab et al. 2015). Desti¢ka
zakryta sterilnim vikem je dale odstfedéna na centrifuze aumisténa do termocykléru nastaveného
na piislusny program.

Specifitu amplifikovanych produktd ovéfujeme analyzou Kkiivky tani(melting curve
analysis) nebo analyzou na agarézovém gelu (Wong & Medrano 2005).

3.5.3.5. Stanoveni relativni exprese

Na pocatku kazdého zpracovani qPCR dat vstupuji vZzdy Ct hodnoty a vystupem je relativni
exprese (R), pficemz cesty k jejimu dosazeni mohou byt rizné. Nejcastéjsi metodou je AACt dle
Livak & Schmittgen (2001), znazornéna timto vzorcem.

Z—AACt

Existuje vice prfistupijak nakladat s daty a pocitat AACt. Ct hodnoty technickych

replikati sledovaného i referencniho mohou byt zprimérovany (aritmetickym ¢i geometrickym
primérem) a tyto prumeéry nasledné pouzity pro ziskani ACt. Z kazdého biologického replikatu
tak dostaneme pouze jednu ACt i jednu AACt hodnotu(Schmittgen & Livak 2008).
Jiny pfistup tkvi v pouziti Ct hodnot kazdého technického replikatu zvlast u obou genti, vypocitat
ACt pro kazdou jejich kombinaci a timto zplsobem pokracovat i pii urCovani AACt.
Predpokladané dva technické replikaty tak daji vzniknout sadé 2x2 ACt hodnot. Jedna z téchto
sad, ur¢ena jako kalibrator, bude slouzit k tvorbé AACt hodnoty pro vSechny ostatni sady a kazdy
biologicky replikat tak bude misto jedné primérné zahrnovat 4x4 AACt hodnot(Hellemans et al.
2011).

Nevyhoda této metody spociva v jejim piedpokladu, ze uéinnost(efficiency, E) s jakou jsou
porovnavané geny amplifikovany, je stejna nebo alespon velmi podobna(Livak & Schmittgen
2001). V teoretické roviné je uvazovana 100% ucinnost: v kazdém cyklu jsou replikovana
vSechna cilovd DNA vlékna, takze dochazi k jejich cyklickému zdvojovani a koncentrace v n-tém
cyklu je rovna poctu pocatecnich molekul krat 2. V praxi se vSak mnohdy setkavame s u¢innosti
nizsi, zpisobenou napf. Spatné designovanymi primery, rozdilnou koncentraci F a R primeru
nebo opozdénou hybridizaci jednoho z nich (rozdily v . Tm vétsi nez 1°C), ovSem né&které
problémy nelze jednoduse odstranit a je nutné s pozménénou ucinnosti doptedu pocitat(Pfaffl et
al. 2001).

Zjistit G¢innost (E) pro dany gen lze pomoci analyzy standardni kiivky. Tu vytvotime,
prolozime-li ptimkou body grafu spojujici Ct hodnoty ziskané z fedici fady a logaritmicky
transformované koncentrace téchto vzorkt. Logaritmické méftitko se pouziva z divodu velkého
rozsahu hodnot.Redéni je obvykle desitkové, kdy pii 100% udinnosti vychazi mezi kazdym
nafedénym vzorkem vzdalenost 3,32 cyklu (log.10= 3,32; y = -3.32x + 20). Uré¢ime-li sklon
(parametr ,.slope*) kiivky, vypoéitime ué¢innost dle vzorce E= (10CYS1P9) " odkud odeétenim 1 a
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vynasobenim 100 ziskame procenta(Pagliarani et al. 2013). Pii E=2 bylo dosazeno 100%
ucinnosti.

Vyjde-li u¢innost vyssi nez 100%, spise nez o chybu méteni se vétsinou jedna o disledek
inhibice polymerazy riznymi téZce odstranitelnymi necistotami (Bustin et al. 2002). Ty pusobi
jako inhibitory pouze ve vyssich koncentracich a zvysuji tak Ct hodnoty nejméné nafedénym
vzorklim, zatimco na konci fedici fady se Ct jiz blizi normalu a nerovnomérné rozdily mezi
jednotlivymi Ct fedici fady tak zplisobi abnormaln¢ rovné standardni kiivky.

Pro pouziti metody AACt je jesté akceptovatelné rozmezi 90 - 110 % (Bonab et al. 2015).Pro
geny, které se do tohoto rozmezi nevejdou, je mozné pouzit Pfafflovu metodu(Pfaffl et al. 2001).
Jedna se o stejny vzorec, ktery se 1isi pouze dosazenim stanovené uéinnosti (E) misto ¢isla 2:

(EGO!)ACt GOl
(EHKG)ACt HKG

Gene expressionratio =

Vypocet relativni genové exprese za pouziti vice referenCnich gend timto vzorcem pomoci
geometrického priméruudavajiHellemans et al.(2007).

(EGOI ) ACt GO

Gene expression ratio =
GeoMean |:(EHKG )ﬂgﬂ

3.3.5.6. Statistické vyhodnoceni dat

Cilem statistické analyzy je ovéfit, zda naméfené rozdily nejsou pouhym nahodnym
vykyvem do extrémnich hodnot v ramci platnosti nulové hypotézy. Urcitou pravdépodobnost
tohoto jevu neni mozné vyloucit nikdy a proto jedinym moznym feSenim je stanovit maximalni
miru této pravdépodobnosti, pti které je jesté ptiklon k alternativni hypotéze mozny. Konsenzus
na maximu této hodnoty je = 0,05, coz znaci 5% pravdépodobnost (Hellemans et al. 2011). Dle
pozadavkii oboru, mnoZzstvi testovanych hypotéz ¢i zdméru zvysit prikaznost experimentu
mohou byt kritéria zvolena ptisnéji. Pii analyze vysledku relativni kvantifikace qPCR mohou byt
vstupnimi daty AACt hodnoty a jejich smérodatné odchylky mezi riznymi vzorky, které jsou
nasledné pouZity pro samotny test zminéné pravdépodobnosti (Goni et al. 2009). Hellemans et al.
(2011) uvadi, ze béznou praxi v biostatistice je pfevést data rovnou do logaritmického méfitka
(2"AACt). Testi je mnoho druhl z kategorii parametrickych a neparametrickych a volba
vhodného testu se odviji od prokdzané homogenity rozptyld, rozsahu datového souboru,
vzajemného vztahu vzorkl a pozadavkd experimentu na preciznost. Mezi §iroce pouZzivané testy
patii parovy nebo neparovy t-test, ANOVA, Mann-Whitneyltv test, Wilcoxonliv test a test
Kruskal-Wallisiv (Hellemans et al. 2011). V soucasné dobé se ktomuto ucelu pouzivaji
statistické programy, které disponuji Sirokou Skélou testovacich nastrojli, napt. Dell Statistica,
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SSPS nebo slozitéjsi software vyvijeny specialné pro danou oblast, jako napi. GeNorm (Zhu et al.
2019).

Velmi uziteCnym ndstrojem pro zdarny navrh a pribéh qPCR experimentu je MIQE checklist
(http://www.rdml.org/mige.php). Ten je soucasti navodné publikace MIQE (Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments), ktera shrnuje
minimum pozadavki, které musi spliiovat kazdy experiment, aby byl co nejvice relevantni,
opakovatelny a mohl byt spravné interpretovan (Bustin et al. 2009).

4. Material a metody

Ovoce bylo sklizeno v experimentalnim sadu ve VUSO (Holovousy, CR) v ¢ase fyziologické
zralosti. Pro izolaci RNA byly pouzity ¢tyfi odrudy, z toho dvé bézné (‘Golden Delicious',
‘Jonagold") a dvé nové vyslechténé a nedavno registrované ¢eské kultivary (‘Flordika’, 'Frosta’).
Plody byly ziskany a zpracovany ihned po sklizni na podzim roku 2018. Celkem bylo odebrano 6
plodt z kazdé odriidy a po tfech pouzity pro tvorbu dvou biologickych replikatii, nazvanych A a
B.

Byly odebrany vzorky slupky rovnomérnym seskrabnutim po celém povrchu plodu, které
byly ihned zpracovany drcenim v tieci misce za prilévani tekutého dusiku. Celkova RNA
kazdého vzorku byla izolovéana z pocatecnich 100 mg slupky za pouZiti kitu Spectum Plant Total
RNA Kit (Sigma) pomoci spinovych kolonek dle pfislusného protokolu. Pro znic¢eni DNA byl
izolat oSetien DNazou, konkrétné On-Column DNase 1 Digest Set od firmy Sigma. Koncentrace
purifikované RNA byla méfena spektrofotometricky piistrojem Nano Photometer (Implen) pfi
260 nm.

4.1 Priprava cDNA

cDNA byla syntetizovana pomoci Transcription First Strand cDNA Synthesis kitu (Roche) z
0,25 ng RNA, dle instrukei vyrobce. Samotné vzorky byly nejprve inkubovany 10 minut pii 60°C
pro dislednou denaturaci sekundarnich struktur. Po rychlém ochlazeni byly pfidany RT reagencie
v mnozstvi udavaném protokolem a spole¢né s oligo(DT)18 primery o koncentraci 2,5 uM byla
smés inkubovana 60 minut po dobu 50°C. K nasledné inaktivaci RNéazy byly vzorky ponechany 5
minut pfi teploté 85°C. Vysledna cDNA byla skladovana piti -80°C.

4.2 qPCR

Kvantitativni PCR probihala dle Pagliarani et al.(2013) za pouziti kitu FastStart Essential
DNA Green Master (Roche). Amplifika¢ni mix o celkovém objemu 10 ul pro kazdou jamku na
stripu sestaval z 4 pl roztoku cDNA o koncentraci 0,25 ng/ pl, 0,5 pl ptislusného F-primeru,
0,5 pul roztoku R-primeru a 5 ul Mastermixu obsahujiciho smés Taq polymerazy, dNTP a barviva
SYBR Green. Byly amplifikovany dva Mal d 1 geny (1.01 a 1.02 z podrodiny 1) a tfi house-
keepingové geny ve 2 biologickych replikatech (A a B) odrad 'Florina, 'Frosta’, ‘Golden
Delicious' a 'Gala’. Z divodu pouziti interkalaéniho barviva bylo nutné amplifikovat kazdy gen
zvlast’ v oddélené jamce. Kazda reakce byla provedena ve tfi technickych replikatech. Primery na
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izoalergeny Mal d 1.01 a Mal d 1.02 byly navrzeny dle Pagliarani et al. (2013), primery pro ACT,
UBC a GAPDH. Jejich sekvence jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1. Primerové pary pouzité pii qRT-PCR k amplifikaci vybranych tdseki Mal d 1 izoforem
(Pagliarani et al. 2013) a referenc¢nich genii (dle Zhu et al. 2018).

‘ Gen Nazev primeru ‘ 5°-3" sekvence primeru
Mal d 1.01 F [ gMd1.01/02F | GATTGAAGGAGATGCTTTGACA
R | gMd1.01R GTAATGACTGATGCTCTTGATGG
Mal d 1.02 F | gMd1.01/02F [ GATTGAAGGAGATGCTTTGACA
R [ gMd1.02R TTGGTGTGGTAGTGGCTGATA
ACT7 F
R

UBC (polyubiquitin-C) | F

GAPDH F

gPCR byla provedena pomoci LightCycler Nano Instrument (Roche), dle nasledujiciho
protokolu: prvotni denatura¢ni krok na 95 °C na 10 minut, druhy krok sestavajici ze 40 cykli
denaturace pii 95°C na 20sekund, annealing pii 61°C na 20 sekund a extending 72 °C na 20
sekund. Vysledné Ct hodnoty byly nasledné pouzity pro vypocet relativni exprese a statistickou
analyzu.

4.3 Stanoveni relativni exprese

Z gqPCR bylo ziskdno celkem 120 Ct hodnot. Ct hodnoty kazdych tii technickych
replikat izoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 byly normalizovdny k jednotlivym referencnim
genim za pouziti kombinace jejich tfech technickych replikatd dle postupu Pagliarani et al.
(2013) popsaného v kapitole 3.4.1. Celkem tak bylo ziskano 144 ACt hodnot: 3x3 z kazdého
biologického replikatu 2x9 z kazdé izoformy 2x18 pro kazdou odridu a 4x36 pro kazdy
referenéni gen (ACT7, UBC, GAPDH).

Zunova (2017) prokazala, ze amplifikacni ucinnost (efficiency) obou izoforem
nevykazuje vyznamné rozdily a je tak mozné pouzit metodu AACt. Jako kalibrator byl pouzit
primér ACt hodnot 3 technickych replikati odrudy 'Golden Delicious'. Vysledné hodnoty pro
kazdé tii technické replikaty byly zprimérovany a dosazeny do vzorce pro vypocet relativni
exprese R = 2°(-AACt) dle Livak a Schmittgen (2001). Vysledné hodnoty byly zpracovany do
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Tabulek 2 - 4 jako procentické vyjadieni (x100) miry exprese oproti kalibratoru. Vypocty byly
provedeny pomoci programu Microsoft Excel.

4.4 Statisticka analyza

Vstupnimi daty pro statistickou analyzu byly hodnoty AACt (referen¢ni gen — sledovany
gen) - (referen¢ni gen - kalibrator). Byly vyhodnoceny rozdily téchto hodnot mezi biologickym
replikatem A a B.

Homogenita rozptylii diferenci mezi biologickymi replikaty u jednotlivych referencnich
genu byla hodnocena pomoci Levenova testu. Zjisténa nehomogenita rozptylti byla divodem pro
pouziti neparametrického testu umoziujiciho porovnavat vice nezavislych vzorkd - Kruskal-
Wallisova ANOVA a medidnovy test. Nasledné¢ bylo provedeno vicendsobné porovnani
prumérného potfadi pro vsSechny skupiny. Vysledky byly vyhodnoceny rovnéz pomoci
krabicového grafu. Veskeré analyzy byly provedeny pomoci programu Dell Statistica v.13 (Dell
Inc. 2015).

5. Vysledky

5.1 Relativni exprese
Tabulky 2 — 4 ukazuji miru relativni exprese (R). Nejmensi rozdily mezi biologickymi replikaty
napfi¢ vSemi odriidami i izoformami byly zaznamenany u ACT7, nasledovany UBC a GAPDH.
Izoforma Mal d 1.02 vykazuje vyssi miru exprese nez Mal d 1.01. Jako nejvice alergenni odrtida

cvwr

Tabulka 2. Tabulkové srovnani hodnot relativni exprese (R) genti Mal d 1.01 a 1.02 mezi dvéma biologickymi
replikaty u ¢tyr odriid za pouziti normalizace k ACT7. VysledKy jsou znazornény jako procentudlni podil
miry relativni exprese oproti zvolenému kalibratoru.

Referen¢ni gen: ACT7

'‘Golden A 100 147,82
delicious'

'‘Golden B 100,23 149,11
delicious'

‘Jonagold’ A 151,78 207,18
‘Jonagold’ B 152,39 205,33
'Frosta’ A 73,12 119,78
'Frosta’ B 70,21 122,09
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'Flordika' A

46,31

74,23

'Flordika' B

47,98

72,08

Tabulka 3. Tabulkové srovnani hodnot relativni exprese (R) genti Mal d 1.01 a 1.02 mezi dvéma biologickymi
replikaty u ¢tyr odrid za pouziti normalizace k UBC.

Referencni gen: UBC

‘Golden A 100 153,26
delicious'

‘Golden B 107,46 148,11
delicious'

‘Jonagold’ A 142,57 211,23
‘Jonagold’ B 148,08 208,66
'Frosta’ A 68,47 108,57
'Frosta' B 73,85 114,86
'Flordika' A 51,44 76,58
'Flordika' B 48,34 74,28

Tabulka 4. Tabulkové srovnani hodnot relativni exprese (R) genii Mal d 1.01 a 1.02 mezi dvéma biologickymi
replikaty u ¢tyr odrud za pouZiti normalizace ke GAPDH.

Referenéni gen: GAPDH

'‘Golden A 100 135,74
delicious'
'Golden B 86,12 151,89
delicious'
‘Jonagold’ A 141,68 201,45
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‘Jonagold’ B 161,14 217,35
'Frosta’ A 77,15 122,05
'Frosta' B 68,52 102,58
'Flordika' A 53,51 81,16
'Flordika' B 42,89 72,02

5.2 Statisticka analyza

Jelikoz Levenuv test prokazal nehomogenitu rozptyld (p = 0,000 693), nebylo mozné
provést dalsi statistickou analyzu na bazi analyzy rozptyli a z tohoto diivodu byl zvolen
neparametricky Kruskal-Wallistv test. Na hladiné o =< 0,0001 byly prokazany statisticky
vyznamné rozdily mezi biologickymi replikaty pfi porovnani genlt ACT a GAPDH, jak je patrné
z Tabulky 5.

Tabulka 5. Vysledky vicenasobného porovnani p-hodnot na ziakladé Kruskal - Wallisova testu (H = 19, 565; p
= 0,0001). Cervené hodnoty spadaji do kategorie p < 0,0001 indikujici, Ze odchylky mezi biologickymi
replikaty téchto skupin jsou statisticky vyznamné.

Hodnota R je soudet viech poiadovych &isel v rameci skupiny jednoho genu (,,ranks‘‘), pfiFazenych kazdé

hodnoté na zakladé poradi diferenci v§ech tfi skupin.

Referenéni gen | ACT (R =4,875) | UBC (R = 12,125) GAPDH (R = 20,500)
ACT 0,120 915 0,000 030

UBC 0,120 915 0,053 537

GAPDH 0,000 030 0,053 537

Vysledky Kruskal Wallisovy ANOVY zobrazuje krabicovy Graf 1.
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Graf 1. Krabicovy graf ukazujici rozdilné poloZené mediany diferenci AACt hodnot ziskanych normalizaci ke

tfem riznym referenénim genim. Obdélnik zdola a shora ohranicuje oblast, ve které se nachazi 25-75 %

téchto hodnot. Délka chybovych usecek pak vypovida o celkové variabilité naméienych hodnot.

Diference AACt hodnot mezi dvojicemi biologickych replikati ukazuje Tabulka 7.

Referencni gen

Izoforma Odruda

Tabulka 7. Absolutni hodnoty diferenci mezi biologickymi replikaty A a B

Diference mezi A a B (absolutni

hodnoty)
'Golden
actin Mald 1.01 Delicious' 0,230
actin Mald 1.01  |Flordika' 1,670
actin Mald 1.01 ‘Jonagold' 0,610
actin Mald 1.01  [Frosta' 2,910
‘Golden
actin Mald 1.02 Delicious' 1,290
actin Mald 1.02  [Flordika' 2,150
actin Mald 1.02 ‘Jonagold' 1,850
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actin Mald 1.02  [Frosta’ 2,310
'Golden
UBC Mald 1.01  |Delicious' 7,460
UBC Mald 1.01 ‘Flordika' 3,100
uUBC Mald 1.01 ‘Jonagold' 5,510
UBC Mald 1.01 'Frosta’ 5,380
‘Golden
UBC Mald 1.02 Delicious' 5,150
UBC Mald 1.02  |Flordika' 2,300
uUBC Mald 1.02 ‘Jonagold' 2,570
UBC Mald 1.02  [Frosta' 6,290
'Golden
GAPDH Mald 1.01 Delicious' 13,880
GAPDH Mald 1.01 ‘Flordika’ 10,620
GAPDH Mald 1.01 ‘Jonagold' 19,460
GAPDH Mald 1.01 'Frosta’ 8,630
'Golden
GAPDH Mald 1.02 Delicious' 16,150
GAPDH Mald 1.02 'Flordika’ 9,140
GAPDH Mald 1.02 ‘Jonagold' 15,900
GAPDH Mald 1.02 'Frosta’ 19,470
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6. Diskuse

Spravny vybér referenéniho genu pro ucely relativni kvantifikace je zakladnim ptredpokladem
pro spravné provedeny qPCR experiment tohoto druhu. Nevykazuje-li gen ve vSech vzorcich
stabilni expresi, jsou takto ziskana data odsouzena k neptesnosti a znacnému zkresleni vysledkd.
Vzhledem k tomu, Ze univerzalné pouzity referencni gen neexistuje, je nutné provést validaci pro
kazdy zkoumany organismus zvlast' a to véetné jednotlivych tkani a jejich vyvojovych stadii
(Gutierrez et al. 2008).

V této praci, zamétfené na slupku jablka, byla qPCR metodou méfena exprese tii riznych
house-keepingovych geni (ACT7, UBC, GAPDH) ve dvou biologickych replikatech, k nimz
byla nasledn¢ normalizovdna data pro cilovy gen Mal d 1, taktéz ziskana v tomto qPCR
experimentu.Pro ziskani vypovidajiciho mnozstvi dat bylo méfeni opakovéano pro dvé rizné Mal
d 1 izoformy (1.01 a 1.02) na ctyfech odridach ('Golden Delicious', 'Jonagold', 'Flordika' a
biologickymi replikaty vykazuji vzorky normalizované k aktinu. Na zaklad¢ hodnoceni diferenci
mezi témito replikaty byly prokazany statisticky vyznamné rozdily mezi aktinem a GAPDH, coz
indikuje Zze GAPDH pro svou transkripéni nestabilitu neni pro slupku vhodnym referen¢nim
genem.

Metoda tvorby smésného vzorku ze tii nahodné odebranych plodi byla provedena dle
Taborské (2018), jejiz prace dokazala, Ze oslunénost plodl z riznych mist koruny stromu a dalsi
piipadné lokalni odlisnosti nejsou pro tutoanalyzu vyznamné.f
Pro normalizaci k referenénim geniim byly vybrany geny Mal d 1.01 a 1.02, které jsou nejvice
exprimovanymi izoalergeny ve slupce i duziné jablka (Vegro et al. 2016; Pagliarani et al. 2013).
Pro stanoveni miry relativni exprese (R) byly pouzity hodnoty AACt. Mal d 1.02 vykazovala ve
vSech vzorcich vyssi expresi nez izoforma 1.01, coz je v souladu s Beuning et al. (2004) a Botton
et al. (2009), zatimco Pagliarani et al. (2013) zminuje opacné poradi. Zdaleka nejvyssi exprese
obou izoforem byla zaznamenana u odrady 'Jonagold’, poté 'Golden Delicious', 'Frosta' a
'Flordika’, nicmén¢ data nebyla statisticky zpracovana z divodu pouziti riznych referenc¢nich
genl a jejich ocekavanych vychylek stability.

Diference sklonu standardni kiivky mezi obéma geny a referenénim genem ACT7 se pohybuji v
intervalu od (-0,1) do 0,1 jak pro metodiku pouzivanou v této praci prokazala Zunova (2017). Je
mozné tak srovnéavat tyto geny pomoci AACt metody bez korekei na ti€innost (E). V praci
Pagliarani et al. (2013) byly naopak v G¢innosti (E) zaznamenény vyrazngjsi rozdily, coZz miize
byt zplisobeno nespravnou optimalizaci PCR reakce.

Jako reportérové barvivo bylo v této praci pouzito interkala¢ni barvivo SYBR® Green, které
je Siroce uzivanou a cenové dostupnéjsi alternativou k fluorescenénim Taq Man sondam (Cao &
Shockley 2012). SYBR ® se vaze nespecificky na dvouvlaknovou DNA a kazda reakce musi
proto probihat samostatn€. Nevyhodou je citlivost na pfitomnost primerovych dimer (Bonab et
al. 2015).

Rozdily mezi biologickymi replikaty v hodnotach relativni exprese zobrazené v tabulkach 2 -
4 mezi jsou nejvice patrné u GAPDH, néasleduje UBC a nejmensi vykyvy vykazuje aktin.
Statisticky vyznamné rozdily mezi ACT a UBC, stejné¢ jako UBC a GAPDH vSak nebyly
potvrzeny - Kruskal Wallistiv test pfipousti pfijatelné¢ velkou pravdépodobnost (12,091512 a
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5,3537 %), ze tyto vysledky byly zplsobeny ndhodnym vykyvem smérem k extrému za
piedpokladu shodné stability téchto genti.

Porovnani této trojice gentl ve slupce 1 v duzing u jinych dvou odrtd - 'Florina' a 'Gala' ucinili
v roce 2013 Pagliarani et al. Nejstabilngjsi napfic tkanémi i kultivary se jevil aktin. Nejmensi
rozdily mezi geny byly zaznamenany pravé ve slupce. U slupky odridy 'Florina' potadi ACT -
UBC - GAPDH odpovid4 nasemu pozorovani, u odridy 'Gala' vykazuje GAPDH niz$i rozdily
nez UBC, ale nikoli statisticky vyznamné. V duziné byly vykyvy GAPDH mnohem vyrazngjsi.
Aktin je 1 nékterymi dal$imi autory oznacovan jako stabilni (Li et al. 2016), zatimco Bowen et al.
(2014) uvadi jeho zna¢nou variabilitu napfi¢ tkanémi jablka, nicméné nerozliSuje mezi slupkou a
duzinou a oba autofi pouzivaji jin¢ odridy. Rozdil v expresi mezi listem a plodem (Bowen et al.
2014) by mohl ¢init problémy pii jakémkoli srovnavani mezi t€émito tkanémi, napt. ovérovani
uspesnosti RNAI pii tvorbé hypoalergennich odrad, které uvadi napt. Dubois et al. (2015).Tong
et al. (2009) pii validaci referencnich genti u broskve vyhodnotil jak aktin tak GAPDH jako spise
nevhodné.

Dal8imi referen¢nimi geny validovanymi pro qPCR u jablka jsou PP2A a RPL2 (Kumar &

Singh 2015). Komplexni porovnani 10 kandidatnich gent pro slupku a duzinu jablka v raznych
vyvojovych stadiich provedl Zhu et al. (2019), jehoz vysledky se s naSimi shoduji v ptipadé
aktinu, ktery byl po sceleni vysledki tii nezavislych statistickych programti vyhodnocen jako
nejrelevantnéjsi pro slupku spole¢né s dalsimi dvéma geny - WD40 a GAPDH. Statistické
vyhodnoceni GAPDH jako vhodného genu by mohlo byt zptisobeno pouzitim pouze jedné s nami
shodné odrady (‘Golden Delicious') a péti odlisSnych ('Honey Crisp', 'Starking', 'Pinova', 'Gale
Gala', 'Hong-Xun') nebo pouzitim jiné statistické metodiky. Stabilitu GAPDH za rGznych
stresovych podminek potvrzuje také Kumar & Singh (2015) na kultivaru 'Royal Delicious'.
Pro duzinu pak Zhu et al. (2019) doporucuje EF-a, CKL a opét WD40, ktery se tak jevi
nejstabilnéjsi napti¢ vSemi kategoriemi, coz potvrzuje také Perini et al. (2014), ktery ale zaroven
hodnoti jako vysoce stabilni gen MDH, ktery u Zhu et al. (2019) dosahoval nejhorsich vysledk.
Zhu et al. (2019) provedl také validaci kombinaci téchto genii pro normalizaci za pouziti vice
gent dohromady, jak doporucuje MIQE (Bustin et al. 2009).

Zajimavym pfistupem je vyuziti dat z RNASeq knihoven dostupnych pro mnohé odridy,
tkdné 1 vyvojova stadia v praci Bowen et al. (2014). Jejich srovnanim bylo pro qPCR analyzu
transkripty. Nejlépe dopadl MDP0000173025, k némuz byl nalezen LTP homolog v Arabidopsis.
Je patrné, Ze uvedené vysledky mnoha autori se navzdjem lisi. Ackoli nase data jsou v tomto
ohledu nevypovidajici, je mozné, ze stabilita exprese house-keepingovych genli mize zaviset na
kultivaru. Bylo by vhodné provést rozsahlejsi analyzu napii¢ kultivary bézné dostupnymi v
obchodnich fetézcich a provést porovnani také mezi starymi a novymi odriidami.
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7. Zavér

Na zaklad¢ odborné literatury byla vypracovana literarni reserSe na téma ,,oralni alergie clovéka
na alergeny v jable¢né slupce®, jak je uvedeno v zadani cilt teoretické casti prace. Klicové
poznatky je mozné shrnout v né€kolika nasledujicich bodech:

e Vzristajici prevalenci potravinovych alergii neni mozné vysvétlit pouze pomoci
hygienické hypotézy. Indukce Th2 odpoveédi je zplsobena zménou cytokinového
prostiedi zpisobenou signalizaci okolnich bun€k o pfitomné hrozbg. Tyto signaly je u
geneticky predisponovaného jedince mozné vyvolat i v pfipadé kontaktu s neSkodnym
antigenenem a mohou byt vyrazné podpoteny faktory vnéjSiho prosttedi jako znecisténé
ovzdu$i nebo primyslové zpracovana strava. V poslednich letech se ukazuje, ze na
udrzovani tolerance se pravdépodobné aktivné podili sttevni mikrobiom.

e Alergenni potencial mlize mit pouze protein spliujici pét zakladnich pozadavka - byt
zaregistrovan antigen prezentujicimi bunikami (imunogenicita), mit na svém povrchu T-
ly a IgE epitopy, vykazovat pfimefenou stabilitu a uvolnit se ze zdroje v dostatecném
mnozstvi. Také tyto vlastnosti mohou byt pozitivné ¢i negativné ovlivnény
environmentalnimi faktory.

e Pifemosténi dvou Fc receptori vazbou antigenu na dvé sousedni protilatky je nezbytné
pro uvolnéni histaminu a dalSich prozanétlivych mediatort. Kazdy alergen tak musi mit
na svém povrchu minimaln¢ dva identické epitopy (byt multivalentni) nebo tvofit
dimery. Schopnost dimerizace nékterych Mal d 1 izoforem vSak nebyla z hlediska
alergenicity vyhodnocena jako dulezitd. Zadny Bet v 1 homolog zatim nebyl
krystalizovan se dvéma Fab fragmenty monoklonalnich protilatek a multivalence je tak
pouhym piedpokladem.

e Genova rodina Mal d 1 koduje nejvyznamnéjsi alergeny ve slupce i duziné jablka.
Obsahuje celkem 31 gend, z nichz 10 je aktivné exprimovano s riznou intenzitou v
zavislosti na kultivaru, konkrétnim genotypu a stresovych podminkéch. Nejvyssi expresi
vykazuje Mal d 1.01 a 1.02. s vyjimkou nékterych hypoalergennich odrad, kde
ptevazuje Mal d 1.11A, ktery zaroven v IgE testech vykazuje velmi nizkou reaktivitu.

e V posledni dekad¢ bylo tspésné docileno umlceni nékterych alergennich izoforem Mal d
1 pomoci RNA interference. Vzhledem k evropské legislativé nepiejici genetickému
inZenyrstvi mimo laboratofe vSak tento pfistup nemad piili§ perspektivu. Alternativni
metodou je tak screening mezi kultivary za G¢elem najit vhodné genotypy pro klasické
Slechténi.

e Genovou expresi je mozné zkoumat na transkripéni (MRNA) a transkripéni urovni
(protein). V ptipad¢ kvantifikace proteinu neni vhodné zaméfovat se na jeho celkovy
obsah ve vzorku, protoze jednotlivé izoformy vykazuji riiznou miru alergenicity.
Samotné méteni obsahu mRNA je technicky jednodussi, ale z hlediska alergenicity neni
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ptili§ vypovidajici, neni-li potvrzeno na zakladé korelace s mnoZstvim proteinu ¢i
nejlépe s oralnimi provokacnimi testy na pacientech.

e Kvantifikace mRNA je standardné provadéna metodou qRT-PCR, kterd je zaloZena na
detekci genového produktu “v redlném cCase” pomoci zaznamendvani intenzity
fluorescence znacenych sond po kazdém amplifikacnim cyklu. Vystupem je ¢islo cyklu
(Ct hodnota) po kterém intenzita dosahne nastavené prahové hodnoty. BéZné pouzivana
strategie je zalozena na porovnani Ct hodnot sledovaného a referencniho genu. Pro
slupku a duzinu jablka je nejpouzivanéjsim referenénim genem house-keepingovy gen
ACT7, ktery je vSak nékterymi autory hodnocen jako transkripné nestabilni.

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo provést porovnani vhodnosti tii bézné pouzivanych
referen¢nich gentt (ACT7, GAPDH, UBC) pro ucely relativni kvantifikace v jable¢né slupce.
Kazdé dva biologické replikaty byly odebrany ze stejného stromu a za predpokladu stability
referencniho genu by rozdily v expresi mezi témito dvéma replikaty mély byt minimalni.

e 7 porovnani vySel nejlépe ACT7, jehoz mira variability mezi replikaty byla v
piijatelném rozmezi a mohl by tak byt vhodnym referenénim genem. GAPDH byl oproti
tomu vyhodnocen jako nestabilni. Rozdily UBC oproti obéma geniim nebyly statisticky
vyznamné.

e 7 diskuse nicméné vyplynula zna¢na diverzita az protichtidnost vysledkii nap#i¢ raznymi
autory, coz je pravdépodobné zptuisobeno vlivem ro¢niku a odriidovou specifitou, ktera
by stala za blizsi prozkoumani.

e Data z RNA sekvenovani odhalila n€kolik dosud blize nepopsanych gent, jejichz velmi
stabilni exprese byla nasledné¢ ovéfena i pomoci RT-PCR. Pro ucely diagnostiky
alergenicity v Ceskych podminkach by bylo zajimavé provést validaci tohoto genu na
vétsim vzorku odriid zahrnujici 1 mistni tradi¢ni kultivary a provést nové porovnani s
ACT7 hodnocenym v této praci jako nejvhodnéjsi.
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