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Souhrn

Astma bronchiale ptitmezi nefastjSi détska onemoaini. Neni vylé€itelné, ale
existuje mnoho lék které jsou zpravidla doé tolerovany. Nicmé&hu jednotlivych
pacient je I&ba charakterizovanaznorodou odpatdi. Tyto odliSnosti v odpasdi na
astmatické Iéky jsouffsuzovany genetické variabit

Pro tuto studii byly vybrany geny, které souvispisnosem I|ék a to
ABCC1/MRP1 a ABCB1/MDR1. Gen ABCB1/MDR1 je speckjc pro transport
glukokortikoidi, zatimco ABCC1/MRP1 je soasti signalni drahy cysteinyl
leukotrieni. V téchto genech byly zkoumany jednonukleotidové polyfimory, které by
mohly mit vliv na jejich funkci jako transportér Genotypizace polymorfisin byla
provedena pomoci aleldwdiskrimina&ni/SNP polymerazovéetzové reakci v realném
¢ase za pomoci fluoresaa® znaenych TagMan sond.

Pro hodnocené polymorfismy bylo nalezen&kalik statisticky vyznamnych
odchylek, nicmé& se nepoddo zjistit jejich jednoznany vliv na rezistenci

k antagonistm leukotrienovych receptbra glukokortikoidim.



Summary

Asthma bronchiale belongs to the most frequentadhitesses. It is not curable
but there exist many medicaments that are genevedly tolerated. Treatment is
nevertheless characterized by various answers aipatignts. It is supposed that the
differences in responses to the asthmatic medictamae caused mostly by genetics
variability.

ABCC1/MRP1 and ABCB1/MDR1 genes with relation tarsportation of
medicaments were chosen for the research. The AB@BR1 gene is specific for
transporting of glucocorticoids while ABCC1/MRP1 & part of signal track of
cysteinyl leukotriens. There were examined pardicutypes of single nucleotide
polymorphisms that can affect their function likeanisporters. Genotyping of
polymorphisms was led through allele discriminat@M%P real-time polymerase chain
reaction with use of fluorescently labeled TagMaobes.

Several statistical divergences were found for emachpolymorphisms but we
were not able to find explicit influence for thesisgance against leukotriene receptor

antagonists and glucocorticoids.
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1 Uvod

Astma je komplexni stav se zZmeu heterogenitou ve fenotypu, cozagpbuje
potize @i urceni genetickych spou&t. V sowtasné dob se zkouma celéada gefi, které
by mohly byt asociované s astmateniteddtavuje chronické onemagn dychacich cest
postihujici 15-18 % stove populace. Astma je reisEjSi chronickou dtskou nemoci
ve vysglych zemich ovliviujici vice nez 155 milioinjedinai.

Toto onemoceéni neni vyléitelné, avSak existuje mnoho [€kkteré jsou
zpravidla velmi dote tolerovany, jsou efektivni pro kontrolutpghu astmatu a jeho
symptonii. K I&¢b¢ se pouzivajiit hlavni tidy léki: f2 antagonisté, kortikosteroidy
a leukotrienové modifikatory. &lem I&by je zmirnit symptomy, maximalizovat plicni
funkci, predchazet podraZdi a minimalizovat negznivé vlivy 1éki. Ackoli léky
v uvedenychiidach dosahuji¢chto cila ve wtSim nebo menSim é&fitku, jsou vSechny
charakterizovanytznorodou odpoddi u jednotlivych pacieit To naznauje, Ze az
60—-80 % odliSnosti v odpeédi na astmatické 1éky mezi pacientyibe byt gisuzovano
genetické variabili (Lima, 2007).

NejdulezitejSim cilem vyzkumu astmatu je pgayporozungt jeho genetickym
a environmentéalnim spowds8tim. Mnoho genetickych studii ukézalo, Zetna mista
v lidském genomu jsou asociovana s timto onerérion.

Astma je povaZované za oneméchs polygenni &dicnosti, kdy jedna nebo vice
variant jednoho nebo vice gemize mirrg prispivat k vyslednému fenotypu (Lima, 2007).

Pochopeni dopadu genetickych variant na terapipatéancial ve zlepSeni P&
snizeni vedlejSichdinka a efektivijSi |&bé pacienta (Marrow, 2007). Zatim nejsou
zcela jasné funini disledky mnoha identifikovanych polymorfisinv genech, jejichz
produkty mozna fedpovidaji dinnost Iéki. Stale chybi dostatek klinickych studii
v této oblasti (Halkt Sayers, 2007).

Cilem farmakogenetiky je vyuzit genetickou informacinklividualizaci 1€by,

u které se &ekéva snizeni astmatickych potizi (Lima, 2007).

Aktivni odtok je obec# dulezitym aspektem bukiné detoxifikace fedchazejici
akumulaci komponent, které mohou byt potenciohdbxické (Leslieet al., 2001).
Souwasti plasmatické membrany jsou transportéry umjddi odstragni téchto
toxickych latek z bikky. Jejich pedstaviteli jsou ABC proteiny, jako jsou
ABCC1/MRP1 a ABCB1/MDR1. Transportem exogennich radogennich sisi

redukuji z&Z tla od potencionathskodlivych substanci. Vedlejsi roli jejich ochrénn



funkce je eliminace tznych uziténych |éki z €la zpisobujici I1ékovou rezistenci
(Choudhuriet Klaassen, 2006).



2 Solwasny stavireSené problematiky

2. 1 ABC transportni proteiny

2. 1. 1 Charakteristika ABC proteini

ABC (ATP-binding cassette) transportéryie@stavuji rozsahlou rodinu
membranovych protein (Choudhuri et Klaassen, 2006), které translokuji Sirokeé
spektrum substratpres extracelularni a intracelularni membrany (De092) proti
koncentrénimu spadu za speby adenosintrifosfatu (ATP). Substraty ABC
transportél jsou lipidy, Zlk&ovée kyseliny, xenobiotika a peptidy pro antigenovou
prezentaci (Choudhue Klaassen, 2006).

ABC transportéry se zapojuji déznych bug¢nych proces jako je napiklad
udrZzeni osmotické homeostazyjj@m Zivin, rezistence i¢i xenotoximim, vystaveni
antigeri, burecné dleni, bakterialni imunita, patogeneze a sporuldtansport
cholesterolu a lipitl (Joneset George, 2003). Transportem exogennich a endodennic
smesi redukuji z&tZ tla od potencionakh Skodlivych substanci. Vedlejsi roli jejich
ochranné funkce je eliminacaiznych uziténych Iéki z €la zpisobujici |ékovou
rezistenci (Choudhust Klaassen, 2006).

V souwtasné dob vime, Ze ABC transportéry jsoudifmmny v buikach vSech

druhi a hraji centralni roli ve fyziologii (van der Deeral., 2005).
ABC geny jsou esencialni pro mnoho pracesbuice a mutace wthto genech
zpasobuji nebo pspivaji k mnoha lidskym genetickym onemeéeim jako je cysticka
fibr6za, neurologické onemoémi, defekty v transportu cholesterolu a &luanémie
a odpo¥di na léky (Dearet al., 2001).

Bylo zjiSttno, Ze tkaa s funkini bariérou jako jsou plice a gmlusky, maji
vysokou transkrigni aktivitu pro mnoho ABC transportérExistuji jiz jasné tlkazy
dulezitych funkci ABC transportérv plicich. NejvySabvargjSim ABC transportérem
je CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductanceulaggy), protoze mutace
v tomto genu jsou zodp&ané za vyvoj cystické fibrozy. Role pozménych funkci

ABC transportéi u plicnich onemoaini jako je astma zatim nebylo objasa.



Vyznamné exprese P-glykoproteinu (P-gp) a MRP1 fjdrulg resistance-
associated protein) v lidskych plicich naane, Ze tyto transportéry mohou byt
rozhodujici v ochrah pred endogennimi a exogennimi toxickymi komponentami
vstupujicimi plicemi. Dorteni plicnich 1ék do mista fisobeni niZze zaviset

na @gitomnosti a aktivit mnoha transportér(van der Deest al., 2005).

2. 1. 2 Klasifikace ABC transportéri

Termin ABC transportér byl zaveden v roce 1992.N&&BC byl zaloZen na
nejvice charakterizovaném rysu této rodiny na vgsk&onzervativhi ATP vazebné
kazet (Choudhuriet Klaassen, 2006).

ABC geny jsou Siroce roz&né v eukaryotickych genomech a jsou vysoce
konzervovany mezi druhy, coz naZope, Ze ¥tSina tchto geri existuje od p&atku
eukaryotické evoluce (Deatal., 2001).

Bylo objeveno 48 lidskych ABC gén(Kenneth, 2007) roztenych do sedmi
podiid na zaklad aminokyselinovych sekveénich podobnosti a fylogeneze (Degn
Annilo, 2005). Analyza genomové sekvence néaa pritomnost pseudogén
V genomu astava ®kolik sekvenci s homologii k ABC gém, které leZi v nelpén
sekvencovanych oblastech a moziédgtavuji dalSi pseudogeny nebo ftmiklokusy
(Dean, 2002). Pro ozteni jednotlivych podid byly zavedeny néasledujici zkratky,
v zavorkach je uveden pet ¢clena v podfidé: ABCA (12), ABCB (11), ABCC (13),
ABCD (4), ABCE (1), ABCF (3), ABCG (5) (Choudhuei Klaassen, 2006).

Sekvencovani genaintetnych obratlove by meélo umoznit doplgni informaci
o ABC transportérech a zhodnoceni evoluce jejiamig¥étSina ABC transportérje
konzervovana u vSech obratldycale existuji i Bkteré gipady novych duplikaci
aztrdty gef. DalSi charakterizace ABC transpoitérz lidského genomu
a z modelovych organisimbudou veést k novym pozndik o normalni fyziologii
a o lidskych onemoenich (Dearet Annilo, 2005).



2. 1. 3 Zakladni struktura ABC proteini

ABC transportéry vyuZivaji energii uv@mou @i hydrolyze ATP k penosu
substrai pres lipidové membrany obklopujici tky nebo bua¢né organely¢asto proti
koncentrénimu gradientu. ABC transportéry jsouiznorodé s ohledem na jejich
fyziologickou funkci, jejich substratovou specifita fizeny transport (import nebo
export)(Locheret Borths, 2004).

Importéry byly dosud nalezeny pouze u prokaryatinzeo exportéry typu ABC
transportél jsou exprimovany u vSech ZijiciatiSi (Locher, 2009). U bakterii jsou
pievazré zapojené v importu esencialnich glenin, které nemohou byt ziskany difazi
(cukry, vitaminy, ionty kow) do burkk. U eukaryot ¥tSina ABC proteif piepravuje
sloweniny z cytoplazmy wh buiku nebo do intracelularnich kompartméent
(endoplazmatické retikulum, mitochondrie, peroxi3onvétSina znamych funkci
eukaryotickych transporté&rzahrnuje pemig’ovani hydrofobnich slaenin bul’ uvnitt
buinky jako sowést metabolickych procés nebo v burgk pro transport k jinym
orgaram nebo pro sekreci 2la (Dean, 2002).

Eukaryotické ABC geny jsou organizovan&bjako Uplné transportéry obsahujiciédv
transmembranové domény (TMD) acddomény vazajici nukleotidy (NBD), nebo jako
polovi¢ni transportéry. Polo¥ni transportér musi formovat #iuhomodimery, nebo
heterodimery pro vyty@ni funkniho transportéryDeanet al., 2001).

Dvé NBD, neboli ABC domény, a dvTMD, také nazyvané membrarov
ulozené domeény (MSD), tvb funkéni transportér. U archebakterii a eubakterii
poskytuji ¢tyfi oddklené podjednotkytyfi domény, zatimco u vysSich organiknsou
tyto domény Bzre fuzovany do jednoho polypeptidu (SchnatfTampé, 2002).

ABC transportéry se vyzfaji spol€énou architekturou a zakladnim
mechanismem. v NBD vazi a hydrolyzuji ATP. Dodavaji energii jedmaErnému
substratovému transportu, ktery nastavéneln transléni cesty poskytnuté dwma
TMD. ABC domény maji podobné struktury a sdili kernvované sekvemi motivy,
které jsou rozhodujici pro vazbu ATP a hydrolyzuodher, 2004). NBD ABC
transporték jsou WtSinou blizce homogenni bez ohledu na substratesmmecifitu
transportéi nebo fylogeneticky pttek.

TMD ukazuiji relative vysokou sekveimni variabilitu, protoZze obsahuji vazebna
mista pro substraty (Jones George, 2002). TMD vykazuji vyznamnou sekird@n



podobnost, kdyz transportuji chemicky podobné sabstve stejném sénu pies
membranu (Locher, 2004). TMD se Zn& razni v primarni sekvenci, délce,
architektide a mnozstvim transmembranovych (TM) hilixatimco ABC exportéry
obsahuji konzervované jadro 12 TM hélbABC importéry maji mezi 10-20 TM helixy
(Hollensteinet al., 2007).

NBD je konzervovana doména této proteinové rodifyraguje jako motorova
doména napojena na odlisné TMD. NBD obsahu§ sivbdomeény, jedna se fumik
podoba nefibuznému RecA proteinu a druhou je helikalni sub&wen(Locher, 2009).
N¢které konzervované sekwam motivy jsou bd’ zapojené do vazby ATP a hydrolyzy,
nebo usnatliji skladani transport&éma jejich rozhrani (Hollenstert al., 2007). Kazda
NBD je sloZzena ze sedmi vysoce konzervovanychnaleentnnych motivi (Obr. 1)
(Kenneth, 2007). Mezi tyto evaloé konzervované motivy péatWalkeriv motiv A
(neboli P smyka), Walkefiv motiv B, LSGGQ motiv (také nazyvany jako C stky
nebo ABC typicky motiv). Walkév motiv A zaji¥uje vazbu nukleotidu ATP. LSGGQ
motiv kontaktuje nukleotid, ktery je navazany v AV&ebném mist Walkerfiv motiv
B obsahuje konzervovany glutamatovy zbytek, kiédy nukleofilni atak na ATPips
molekulu vody. Schopnost rozpoznafiosfatovou skupinu sefiguzuje Q smice, ktera
se nachéazi v kontaktnim rozhrani s TMD. D &kayzaji¥uje kontaktni rozhrani mezi
dvéma NBD a pravépodobré i dalSi ukoly. Smyka A poskytuje aromaticky zbytek
postrannihofettzce, ktery se stavi proti adeninové sképwazaného nukleotidu.
Prepinaci motiv obsahuje histidinovy postramettzec, ktery pravépodobr prispiva
ke katalytické reakci (Hollensteat al., 2007).



P-qp Y CnaGeCKST 808 1.53G0 ILLEEAT LD AHFE
Walkeriv  Q smyka C smyka D-smycka

motiv A

Obr. 1: Znazorrkni motivi domény vazajici nukleotidy P-glykoproteinu u ABC

exportéru.

Upraveno podle:
Kenneth, J. L. (2007): Structure and Function ofCABransportersPhysiology 22:
122-130.

NBD jsou lokalizovany v cytoplazéna prevadi energii na transport subsirat
pies membranu. ABC pumpy jsouét§inou jednosrrné (Dean, 2002). Kiem
k efektivnimu jednosgrnému transportu je vazba ATP na NBD, kterdisgbuje
zmenseni mezery mezi vazebnymi helixy o 10-15 Aswevnani se stavem bez
nukleotidu. Riblizujici se vazebné helixy pragodobré spousti zrdinu konformace
TMD, ktera se fevrati z vnitni strany na v&si. Po uvolgni adenosindifosfatu (ADP)
a anorganického fosfatu se transportéry vratiddm@ni konformacéHollensteinet al.,
2007). Na rozhrani NBD v Uplnych transportérechu jgonzervované motivy umésty
v ,head-to-tail“ uspéadani. Toto usgéadani tvéi dvé¢ mista pro vazbu a hydrolyzu
ATP mezi P sm§kou jedné NBD a LSGGQ motivem druhé NBD, proto c@ema

.head-to-tail“. V nepitomnosti nukleotidu se t¥D mezera na rozhrani domeén.



e

Umoziuje gristup vody k misim vazajicim nukleotidy. Kdyz se navazi molekuly ATP
rozhrani mezi NBD se uz#s (Obr. 2). RFedpokladé se, Zetbem jednoho transportniho
cyklu jsou spaebovany dé molekuly ATP, coz je v souladu s pozitivni koopiem@u
pozorovanou u ATP hydrolyzy wkolika ABC transportér (Locher, 2009).

extracelularni prostor

cytoplazrma

domeéna podobnd RecA Jakiackmeny

Obr. 2: Konzervovany vazebny mechanismus ABC transpinrtér
Upraveno podle:

Locher, K. P. (2009): Structure and mechanismu ©PAinding cassette transporters.
Phil. Trans. R. Soc. B 364: 239-245.
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2.2 Gen ABCB1/MDR1

2. 2.1 Lokalizace a funkce ABCB1/MDR1

ABCB1 gen také nazyvany jako gen mnoholékové teace 1 (MDR1) koduje
transmembranovy P-glykoprotein (P-gp) (Wada, 2008)gp byl poprvé objeven
Julianem a Lingem v roce 1976. Nalezli jej jaktegralni membranovy glykoprotein
u burgk vajeiniku c¢inskeho kecka (Julianoet Ling, 1976). ABCB1 byl prvnim
klonovanym lidskym ABC transportérem, jenz ¢laval fenotyp mnoholékové
rezistence nadorovym hikiam, u kterych se vyvinula odolnost k chemoterapkymn
lékim (Dean, 2002).

P-gp se vyskytuje v likach fiznych orgad jako jsou jatra, ledviny, &tvo,
mozek, placenta (Wada, 2006), varlata a plice (Ghou et Klaassen, 2006). P-gp je
apikalre exprimovany hlavé v organech zapojenych v exkreci jako jsou jatiievo
(van der Deenet al., 2005) V plicich se nachazi na apikalni straasinkovych
epitelovych busk aftasinkovych sérnych kanalk a na apikalnim i lateralnim povrchu
serdznich buk bronchialnich Zlaz, ale ne u poharkovych d&ussekretujicich hlen
(Lechapt-Zalcmaret al., 1997). Také se vyskytuje na apikalnim povrchuedpiych
burék, které lemuji travici trakt a na apikdlnim powchendotelovych bugk
mozkovych kapilar, kde t¥0 hlavni slozku hematoencefalické bariéry. Jeho
fyziologickou roli je pravépodobre zamezeni vstupu toxickych latek z wnith
orgari do krve a ochrana citlivych viitich orgaf, jako je mozek, id
komponentami, které vstoupily do krevniha:bb.

P-gp ma Sirokou substratovou specifitu. Transpertgjald amfipatické
a hydrofobni substraty (Sharom, 2006). Genetickénaronmentalni faktory mohou
mit vyznamny dopad na expresi a aktivitu P-gp & feda dispozici, efektivitu nebo
toxicitu léki (Fenneteaet al., 2009).

2. 2. 2 Proteinova struktura ABCB1/MDR1

P-gp je integralni plazmaticky protein teay 1280 aminokyselinami (Loet
al., 2006) o molekulové hmotnosti 170 kDa (Germanh@&hambers, 1998). Rosenberg

a kolektiv (1997) popsali pomoci elektronové milkmsie prvni tidimenzionalni
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strukturu P-gp. Tidimenzionalni struktura byla ziskanaii prozliseni 8 A

z dvojrozngérnych krystah P-gp ¢inského kecka ve stavu s navdzanym nukleotidem
(Rosenbergt al., 2005). Studie ukazala, Zeipez P-gp molekuly ma tvar jetelinového
listku. Konfigur&ni zménou proteinu se oté® dutina v TMD oblasti na extracelularni
strart membrany a tak konformiai zmeny zprostedkovavaji transport substiat
(Choudhuriet Klaassen, 2006).

P-gp je sloZzeny ze dvou homologni¢hsti, které se shoduji ve 43 % aminokyselin
(Loo et al., 2006). Kazda #asti obsahuje N-koncovou hydrofobni TMD. TMD je
tvofena iblizn¢ 250 aminokyselinami, které jsou ug@dany do Sesti
transmembranovych hefix (Germannet Chambers, 1998). TMD jsou navzajem
propojeny linkerem o délceriplizné 75 aminokyselin (Raet Nuti, 2003). C-koncova
hydrofilni NBD se sklada z 300 aminokyselin (Germa&h Chambers, 1998). diteré
transmembranové segmenty (TMS) prgwabobré vytvéi vazebné misto pro Iéky.
Mutatnimi studiemi se zjistilo, Ze tato vazebnd mistaritiMS4, TMS5, TMS6
N-koncové TMD a TMS10, TMS11 a TMS12 C-koncové TNIDo et Clarke, 2000).
Vysledky naznély, Ze vyznamné konforngai zmeny béhem hydrolyzy ATP nastavaji
mezi TMS5 a TMS8 (Loat al., 2004a) i mezi TMS2 a TMS11(Labal., 2004b). Tyto
TMS formuji branu pro vstup lék(Loo et al., 2006). Studie fedpoklada, ze zméné
oblasti obou c¢asti transportéru musi vymezovat misto pro vazbka lé
na cytoplazmatické stranP-gp. Pravépodobré tvori ,cepy* nutné pro konforniai
zmeény béhem transportniho cyklu (Loe al., 2004b). Loo a kolektiv (2006) srovnavali
krystalovou strukturu bakterialniho transportéru bisse svym modelem ratai

symetrie a zjistili, Ze TMS1 a TMS7 také podilivyavoieni vazebného mista pro Iéky.

2. 2. 3 Genova organizace ABCB1/MDR1

Gen MDR1 ma rozi priblizné 200 kb. Je umishy v chromozomalni oblasti
7p21 (Tanget al., 2004). Sklada se z 29 exom 29 introf, cislovanych -1 az 28
(Choudhuriet Klaassen, 2006)Cislovani vyjaduje skuténost, Ze v genu se nachazi
dvé mista zaatku transkripce a tedy i dvpromotorové oblasti, které jsou od sebe
vzdaleny piblizné 100 kb (Tanget al., 2004). MDR1 niZe byt transkribovan ze dvou
promotof, distalniho a proximalniho (Chebal., 1990). Distalni promotor se nachazi

na z&atku exonu -1 a proximalni promotor uvniéxonu 1. ProtoZze proximalni
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promotor je umisiny uvnif exonu 1,¢4st lokalizovand 5° k promotoru je nazyvana
exon la adruh&st umisind 3" k promotoru je pojmenovana exon 1b (Choudturi
Klaassen, 2006). Ve é&sin¢ burecnych tym ftidi expresi proximalni promotor
s transkrignim paatkem v nukleotidové pozici —140 .

Translace iniciegniho kodonu ATG je umi&ba uvnit exonu 2 (Obr. 3). Z toho
vyplyva, Ze sekvenci kodujici protein MDR1 genuitv®7 exori, 14 z nich kéduje

prvni polovinu a nasledujicich 13 druhou polovimatginu (Cheret al., 1990).

distalni proximalni

promotor promotor

— g
exon -1 exon 1a | exon 1b lexonz

—_—

maijoritni transkript

—— ~_

minoritni transkript

Obr. 3: Schématické znazaoni paiatku transkripce v genu MDR1

Upraveno podle:

Chin, J. E., Soffir, R., Noonan, K. E., Choi, K.pfnson, I. B. (1989): Structure and
Expression of the Human MDR (P-Glycoprotein) Gersenly. Mol. Cell. Biol. 9:
3808-3820.

Lidsky gen MDR1 nema& v promotoru TATA box (tim s&ilod mySiho
analogu), ale mistoénpobsahuje iniciani element. Iniciéni elementridi transkripci
a zaji¥uje jeji pesny zaatek. Studie odhalily, Ze sekvence mezi -6 az +iljeb
dosta&ujici pro spravny p&atek transkripce (van Groenigesh al., 1993). Promotor
lidského MDR1 genu mé&gholik transkrignich regulé@nich elemerit, jako je GC box,
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Y box (invertovany CCAAT element), ktery reaguje p3 elementem, AP-1
elementem, HSE (heat shock element), MEF1 (MDRInptor-enhancing faktor 1)
a dalSimi. Ftomnost &chto tiznych regulanich elemernit nazng&uje komplexnitizeni
MDR1 genu (Choudhust Klaassen, 2006).

Velikostni rozgti exomi genu MDR1 se pohybuje od 49 do 587 bp nebo od 16
az 69 kodofi v oblasti kodujici protein. Bmérna délka vninich exoi MDR1
kodujicich protein je 47,5 kodéarve srovnani s velikosti viiitich exori u jinych get,
kde pamérna délka je 44,5 koddn(primérna délka vnitnich exori jinych ger je
44,5 kodord).

V otewenémcétecim ramci se 19 intrémachézi mezi kodony (introny typu 0), 1
intron EreruSuje ramec po prvnim nukleotidu kodonu (intngputl) a 6 introf zaina
po druhém nukleotidu kodonu (intron typu 2).

Cast genu kddujici TMD zahrnuje osm intborétyfi typu 2, ti jsou typu O
a jeden typu 1. NBD obsahuje Sest infragpu 0 nasledované &wma introny typu 2.
Oblasti vazajici nukleotidy jsou tieny pouze introny typu 0 (Chetal., 1990).

2. 2. 4 Jednonukleotidové polymorfismy genu ABCB1/@R1

V MDR1 bylo identifikovano mnoho jednonukleotidowyc polymorfismi
(SNP). Velky pe@et studii se ma zapojit do vyzkumueézbe se vyskytujicich SNP
v MDR1, které maji za nasledek posmni hladiny |ék a odliSnou vnimavost
k riznym nemocem (Marzolirgt al., 2004).

Bylo zjiStno, Ze u fiznych narod se vyskytovaly pouzefitexonické SNP
s vysokou frekvenci. V exonu 12 C1236T, v exonG2677T/A a v exonu 26 C3435T
(Tanget al., 2004).

Bylo zjistno, Ze dva synonymni SNP (C1236T v exonu 12 a CB4B3&xonu
26) a nesynonymni SNP (G2677T, Ala893Ser) vexordu j®u ve vazebné
nerovnovaze cimz formuji SNP haplotyp. Tento haplotyp se vyskglou 62 %
evropskych Ametianmi a 13 % Afroametiani (Kim et al. 2001).

C3435T byl identifikovan jako rizikovy faktor pranoha onemocmi (Li et al.,
2006). Hoffmeyer a kolektiv (2000) poprvé objewvilusislost exprese P-gp veresie
a polymorfismem C3435T v exonu 26. Nizk@eshi exprese P-gp byla asociovana
s T alelou na rozdil odild-type alely C.

14



Nicméré dalSi studie ukazaly, Ze sniZzena expres&Zembyt zgisobena
nesynonymnim SNP vexonu 21 (G2677T/A). SNP v ax@id v pozici 2677 je
trialelicky a mize mit za nasledek #&vodliSné zmgny aminokyselin, Ala893Ser
(G2677T) a Ala893Thr (G2677A) (ChoudheriKlaassen, 2006).

OdliSnosti v aleloveé frekvenci SNP C3435T exonubfty patrné mezi africkou
a biloSsko-asijskou populaci. Frekvence alely C bylafucké v rozgti 73-84 %
ve srovnani sdoSsko-asijskou populaci, kde se frekvence pohylaowarozmezi
34-55 % (Ameyavet al., 2001).

Vysoka ale etnicky variabilni frekvence C3435T exo6, byla @zne
asociovana s odliSnostmi v MDR1 expresi, funkci,p@m@di na léky, klinickych
vysledcich a s citlivosti Kiznym nemocem. Tyto rozdily #pobuje sam C3435T nebo
v kombinaci s C1236T v exonu 12, G2677T/A v exordurbo T-129C v exonu 1
(Tanget al., 2004). SNP T-129C MDR1 genu, ale ne G2677A/T 4353, je spojovan
s nizkou expresi mMRNA MDR1 u kolorektalniho ademokemu (Koyamaet al.,
2006).

Genotypova frekvence SNP genu MDR1 T-129C, C123&R677A/T
a C3435T byla srovnavana u 157 zdravych Japoac 100 zdravych dbochi
pro objasuni zakladnich informaci o odliSnostech farmakotetdickych vysledk
mezi rasami. G2677A byl &krat vice frekventovany u JapancnéZz bélochu.
NejcastjSi japonsky haplotyp je reprezentovan alelami Z91T1236-T2677-T3435
(36,1 %), zatimco haplotyp T(-129)-C1236-G2677-T8482,8 %) byl specificky pro
bélochy (Komotoet al., 2006).

AvSak v mnoha fipadech je zjighy vliv SNP genu MDR1 rozporupiny
a v rekterych gipadech protictidny (Marzolini et al., 2004). Vliv polymorfisni

na plicni onemoaii je zatim spekulativni (van der Degiral., 2005).

2. 2. 5 Substratova specifita proteinového transptéru ABCB1/MDR1

P-gp reaguje se stovkami struktéirmdliSnych komponent. Substraty jsou slab
amfipatické a relativé hydrofobni. \&tSinou (ale ne vSechny) obsahuji aromaticky kruh
a pozitivre nabity atom dusiku (Sharom, 2006). P-gp transpmrimetabolické
produkty, lipidy, steroly, Iéky a jina xenobiotik&ubstraty P-gp jsoutzné léky
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pouzivané P chemoterapii nadér hypertenzi, alergiich, infekcich, imunosupresi
a zartech (Choudhurét Klaassen, 2006).

P-gp je pumpou pro lipofilni Iékydetrne glukokortikosteroid. ZvySena exprese
P-gp mozna zpsobuje omezenou odp& na glukokortikosteroidy u steroidniho
rezistentniho astmatu (Montagal., 1996).

Zatim neni znamy ipsny transportni mechanismus P-gp pro léky a jina
xenobiotika. Byly navrzenyiit modely pro objasini zpisobu transportu P-gp.
Klasicky, hydrofobni ,vacuum cleaner” a flipazovyudel.

TMD u klasického modelu vyt¥éji pér, coz nazriaje, Zze P-gp pracuje jako
protein transportujici 1éky strem z cytoplazmy do extracelularniho prostoru
(Ramakrishnan, 2003).

U hydrofobniho ,vacuum cleaner® modelu se P-gp va#ieno k substrdm
na plazmatické membréna pumpuje je ven z lilly, protoze tyto substraty jsou
rozpoznany jako membranoeizi (Choudhurit Klaassen, 2006).

Flipazovy model pedpoklada reakci P-gp s Iéky na cytosolické stigndové
dvojvrstvy a jejich peklopeni je do w&Si membrany proti koncentiaimu gradientu.

Z vrgjSiho listu membrany difunduji l1éky do extraceluli@o prostoru. Saiasné
dukazy podporuji mechanismus flipAzového modelu (Raisianan, 2003).
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2.3 Gen ABCC1/MRP1

2. 3. 1 Lokalizace a funkce ABCC1/MRP1

Protein mnoh&etné Iékové rezistence MRP1/ABCCLéjenem ,C* wWtve ABC
superrodiny (Westlakeet al., 2005). VSudyfitomna tk#&ova distribuce tohoto
transportéru naziaje, Ze pispiva k fiznym fyziologickym funkcim, &etné ochrany
pied xenobiotiky, endogennimi toxickymi metabolity &ukotrieny, které
zprostedkovavaji zagtlivou odpovd’. Podili se na ochranpred toxickymi @inky
a oxidativnim stresem (BacesHomolya, 2007).

Vroce 1992 Cole a kolektiv zjistili u plicnich r@mvych bugcnych linii
HE69AR rezistenci k mnoha chemoterapeutickyfinidlam, kterd nesouvisela
s nadexpresi P-glykoproteinu. Klonovali komplememit®NA (cDNA) mediatorovée
RNA (mMRNA) nadexprimované v H69AR bkach. Nadexprese byla asociovana
s genem lokalizovanym na chromozomu 16p13.1 (€bk., 1992). H69AR bukné
linie odvozené od buwk maloburkcného karcinomu plic byly vybrany opakovanym
vystavenim doxorubicinu. (Colet al., 1991). H69AR bikky ukazaly zkiZenou
rezistenci k Sirokému spektru struktéirnesouvisejicich cytotoxickych &k Fenotyp
mnoholékové rezistence H69AR se podobal jiivel znamé rezistenci asociované
s nadexpresi P-gp (Deelest al., 2006). H69AR neexprimovaly P-gp, coZz bylo
dokéazano pomoci monoklonalnich protilatek (Gatlal., 1991).

Lidsky MRP1 protein je detekovany u potnich a maebvzlaz Kize, slinnych
kanallki a slinivky, v epitelu jicnu, tlustéhotseta, Zaludku, plic a mandli, v srdci,
hladkych a kosternim svalech, @k nadledvinek, v Langerhansovych @stich
slinivky, v Leydigovych a Sertoliho lilach varlat, placentalnim syncytiotrofoblastu,
Zirnych butké&ch, eosinofilech, pomocnych T ikéch. Slaba imunoreaktivita byla
nalezena v tubulech ledvin. MRP1 nebyl detekovaendotelovych bikach kapilar
(Deeleyet al., 2006; Wijnholdsgt al., 1998).

MRP1 je umisin prevazrR basolateraln v plazmatické membrén
polarizovanych buk, na rozdil od apikalni membrany, kde jsou udmigtostatni
odtokové pumpy jako je P-gp. \&kterych bugcénych typech, jako jsou placentarni
syncytiotrofoblast a mozkové mikrocévni endoteldugéiky, je MRP1 lokalizovany
na apikalni membr& Co ukuje tuto specifickou membranovou lokalizaci

u jednotlivych butcnych typi, neni znamo (Deelegt al., 2006).
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Vysoka exprese MRP1 na basolaterdlni stpalicniho epitelu prawgpodobré
pomédha f odstragni toxini. MRP1 v plicnim epitelu, Zldzach a alveolarnich
makrocytech se igjm¢ podili na odstigovani toxickych intracelularnich substanci,
antioxidantové ochrannebo produkci cysteinyl leukotrienw, QLTC,) jako zawtlivé
odpowdi. MRP1 exprese je vysSi v plicich ve srovnanngmi organy. Snizena nebo
zvySena MRP1 expreseude mit velky dopad na vyvoj afieh plicnich onemoaini,
ochranu ped vzduSnymi polutanty i inhalovanymi toxickymi sténcemi jako je

cigaretovy koi (van der Deeset al., 2005).

2. 3. 2 Proteinova struktura ABCC1/MRP1

MRP1 je integralni glykofosfoprotein s molekuloveahou 190 kDa (Bacost
Homolya, 2007), ktery stejnjako ostatni ABC transportéry obvykle obsahuje& dv
tandemo¥ uspdadané TMD a dvcytoplazmatické NBD. MRP1 akteré dalSi ABCC
proteiny obsahuji naviédti NH, terminalni TMD (Westlaket al., 2005).

Rosenberg a kolektiv (2001) poskytl prvni informaoe struktite tohoto
transportéru pomoci analyzy jekiasti a elektronové krystalografiéi pozliseni 22 A.
Vysledky naznaily, Ze MRP1 funguje jako dimer.

MRP1 ma doménové usf@mani TMDO-LO-TMD1-NBD1-TMD2-NBD2.
Hlavni oblast MRP1 (TMD1-NBD1-TMD2-NBD2) je prodldena N-koncovou
membranovou doménou (TMDO), ktera je napojena martiloblast charakteristickym
intracelularnim linkerem (LO). TMDO je tvena g@ti a kazda TMD1 a TMD2 Sesti
transmembranovymi segmenty (Obr. 4) (Bagiddomolya, 2007).
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Obr. 4. Schématické zobrazeni proteinové struktury MRP1.

Upraveno podle:

Choudhuri, S. a Klaassen, C. D. (2006): Structdwection, expression, genomic
organization, and single nucleotide polymorphisthiwnan ABCB1 (MDR1), ABCC
(MRP), and ABCG2 (BCRP) efflux transporters. IntTdxicol. 25: 231-259.

Mutaéni studie wkily, Ze Asn19 a Asn23 na NHkonci TMD jsou modifikovany
N-vazanymi oligosacharidy. N-glykosylace Asnl9 anZ3 stanovila prvni ifimy
dukaz, Ze MRP1 ma extracytosolicky Blkonec (Hipfneet al., 1997)

TMDO oblast je charakteristicka pro mnohitena ABCC rodiny. Bylo
objeveno, Ze tato doména je postradatelna pro fMMREP 1. Zkraceny mutant, kterému
chybi tato doména, byl futiki s ohledem na transportni aktivitu a je podobiig-type
proteinu, lokalizovanému na basolateralni membran polarizovanych buik.
Na druhou stranu maji &¢ité mutace v TMDO za nasledek vyznamné konf@mha
zmeény a redukuji transportni aktivitu. Detailni studig/Setovaly vliv TMDO
na subbu&nou lokalizaci MRP1. Odhalily, Ze ¢koliv  TMDO neni esencialni
pro basolateralni umisti MRP1, delece oblasti TMDO upobi na subbunou
distribuci proteinu. V recyklujicich endosomechdylalezeno okolo 50% zkracenych
proteini a pouze 20% intaktnich MRP1. Tyto nalezy nagipaze TMDO doména je
dulezita pro recirkulaci nebo pro vazbu MRP1 k platické membrah (Bacoset
Homolya, 2007). Studie ukazaly, Ze MSDO a COOH ksdc oblast obsahuji
nadbyténé sngrové signaly, které se stdvaji esencialni, kdgihgenebo druha oblast
chybi a nebo jsou mutovany (Westladteal., 2005). Delece TMDO v MRP1 spdle

s LO linkerem ruSi aktivitu pumpy a ugobuje hromathi v intracelularnich
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membranach. Ztoho vyplyva, Ze LO doména je neZbyiro funkci a spravnou
lokalizaci. Experimenty naztdy, Zze LO tvadi doménu uvnit MRP1, kter4 pracuje
ve specifické interakci s hydrofobni membranovouasth a s hlavni oblasti MRP1
(Bacoset al., 2000). Oblast v LO zodpé#na za transportni aktivitu byla mapovana
mezi aminokyselinami 208 (Cys) a 260 (Asn), zatimoblast LO patebna
pro basolateralni lokalizaci byla udana mezi amyseknami 208 (Cys) a 270 (Lys).
(Westlakeet al., 2003).

Pres relativd malou sekvetni podobnost je pra¥godobré sekundarni
struktura LO oblasti konzervovana u vSetthni ABCC rodiny. Redpokladanou
sekundéarni strukturu LO tvio dva helixy. Jeden je charakteristicky amfipaticky
(aminokyseliny 221-233) a je zodpminy za interakci s bwinou membranou.

Odstrarni tohoto helixu rusi membranovégmojeni LO (Bacost Homolya, 2007).

2. 3. 3 Genova organizace ABCC1/MRP1

MRPL1 je lokalizovan na chromozomu 16 na pruhu E3rbzgti mé giblizné
200 kb. Obsahuje 31 exbra kéduje 1531 aminokyselin (Wamgal., 2006). Exon 1
koduje 5’UTR mRNA MRP1 a prvnich 48 bp kodujici wsakce. Exon 31 tud
poslednich 109 bp kédujici sekvence a 3'UTR, kierdlouha asi 1,5 kb. #mérna
délka vnitnich exori je 154 bp (Granét al., 1997). CoZ je blizko gmérné exonové
velikosti 137 bp pro geny obratlov¢Hawkins, 1998). NejkratSi je exon 6, ma 62 bp.
NejdelSi je exon 23, je tven 311 bp. Mnoho intrdnje dlouhych. Z tohoto ivodu
znéame pouze minimum velikosti odhadnutych pro 8 m&oni. Nejkratsi je intron 25
o velikosti 1,1 kb (Grantt al., 1997). VSech 30 intranse fidi pravidlem GT-AG
(Choudhuriet Klaassen, 2006).rBdpo¥zena toplogie naziaje, Ze MRP1 je rozden
do Sesti hlavnich doméni TMD, dvé NBD a oblast linkeru. 205 aminokyselin blizko
NH, predstavujici TMDO jsou kddovany prvnimétp exony MRP1. Kazda NBD je
kodovana itemi exony. NBD1 exony 16-18, NBD2 exony 28-30. TMigltva‘ena
exony 7-15 a TMD2 exony 22-27. Linker zahrnujeasblaminokyselin 820-958 a je
kodovan exony 19-21 (Graatal., 1997)

Proximalni promotor lidského, mySiho a krysiho MRighu je bohaty na GC
baze (> 70%). VSechnyi promotory jsou bohaté na GC baze a neobsahujiArAdbo
CAAT prvek. Prvnich 100 nukleotidu lidskych, mySich a krysich promatorykazuje
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vyznamnou sekvemi konzervaci. Obsahujiékolik piekryvajicich se GC bdix Kazdy
CG box mize vazat Spl nebo Sp3. Krénprvnich 100 nukleotidl jsou hlodavi

a lidské sekvence odliSné. Nicniékrysi a mysi lemujici oblasti maji vic jak 70 %
sekverini identity na 3,5 kbip srovnani sekvenci (Mureddtal., 2003)

Z celkovych 30 introfh je 19 introri téidy O, fi introny jsou tidy 1 a osm
intrond tfidy 2. Vtomto ohledu jsou tteZité oblasti kodujici TMDO a NBDL1,
ve kterych vSechny introny jsodidy 0. Tento typ organizace by mohl zvySovat
pravdEpodobnost alternativnino s#ibu, ktery ma za nasledek vyznamné mnozstvi
variant transkript, které udrzuji pvodni otewvenycteci ramec mRNA MRP1 (Graet
al., 1997).

2. 3. 4 Jednonukleotidové polymorfismy genu ABCC1/RP1

Genetické varianty v MRP1 genu mohou oibivat jeho expresi, proteinovou
strukturu a funkci. Maji za néasledek odliSnostidpowdi na léky, oxidativni stres
stejre jako vnimavost k nemocem, ve kterych environmeajehdileZitou roli (Wanget
al., 2005).

Wang a kolektiv (2005) zkoumali 13 SNP v MRP1 u 4&0notlival z pati raznych
populaci ¢inské, malajské, indianské, afroamerické a evragskymertani).
Frekvence SNP u Afroaméami byly vyrazré odliSné od ostatnich neafrickych
populaci ve ¥tSiné SNP lokusech. Nalezli relatignvysokou haplotypovou odliSnost
v genu MRP1. SNP G3140C v exonu 23 (Cys1047Setoptazmatické smice 6) se
vyskytuje relativé ve vysokeé frekvenci 4,5 % u africkoamerické popelacoz nebylo
dosud nalezeno u Zadnych zkoumany&lodht. SNP G2012T v exonu 16 (Gly671Val)
nema funkni diasledek, zatimco SNP G1299T v exonu 10 (Arg433Seytesolickém
rozhrani transmembranového segmentu 8) ma za e#&slgdnamné snizeni transportni
schopnosti mnoha organickych aniantale zvySuje doxorubicinovou rezistenci
(Choudhuriet Klaassen, 2006).

Polymorfismy genu MRP1 mohou ouligvat jeho funkci v plicich. Etnické
odliSnosti pro MRP1 expresi byly pozorovany megioBskou a japonskou populaci.
Mutace v MRP1 genu mohou mit za nasledek ztratsprartu gkterych substrét
MRP1 (van der Deeret al., 2005). Napiklad substituce vysoce konzervovaného

tryptofanu v pozici 1246 cysteinem (Trpl246Cys) oglednim transmembranovém
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segmentu 17 ZAsobuje ztrdtu schopnostifgpravovat estradigd-D-glukoronid,
zatimco transport leukotrienw, & zachovan (lt@t al., 2001). Nizk& frekvence (<1 %)
piirozere pasobicich mutaci, které maji za nasledek aminokysed substituce
v cytoplazmatické oblasti MRP1, souvisi s famikni odliSnostmi v organickém
aniontovém transportu a lékové rezistenci (Coneddal., 2002). Proto  &kteri
jednotlivei mohou byt vice vnimavi k souboru xeratisi nez jini (van der Deed al.,
2005).

V genu MRP1 bylo identifikovano mnoho SNP&tSina tchto studii byla
provedena v jedné populaci, kterd byla zejméiaska, japonska nebotypodem
béloSska. Proto dosud nebyla pozorovana zZadna jediilwan asociace mezi
polymorfismy v MRP1 a funtnimi rozdily (Wanggt al., 2006).

2. 3. 5 Substratova specifita proteinového transptéru ABCC1/MRP1

Tento protein ma neobvykle Sirokou substratovowcisipe Transportuje tzné
hydrofobni komponenty, organické aniontové konjug&niontové nekonjugované
substance. Transportni mechanismus MRP1 je kompl8koZzené substratove vazebné
misto dovoluje kooperativitu i kompetici meZiznymi substraty (Bacoet Homolya,
2007).

MRP1 transportuje azné konjugaty  glutathionu, glukoronatu a sulfatu
s hydrofobnimi endogennimi substancemi a xenobyjidtlledlitschkyet Keppler, 2002).
Mezi typické sulfatové konjugaty atcysteinyl leukotrien LTG estradiolp-D-
glukoronid, estradiol a sulfatové 2bweé kyseliny (Bacost Homolya, 2007).

MRP1 také transportuje nemodifikované hydrofobnozky jako jsou
chemoterapeutickéinidla a aflatoxin B1. Ukazalo se, Ze transpotktarych €chto
komponent je nezavisly nafrifppmnosti redukovaného glutathionu (GSH). GSH
stimuluje transport konjugovanych komponent zahiohgulfaty a glukoronidy (Deeley
et Cole, 2006).

Mnoho studii bylo zagieno na xenobiotika K¥i potencionalni roli MRP1
v klinické Iékové rezistenci a ochrapred Sirokym spektrem environmentalnich taxin
Identifikace exogennich substtAMRP byla mnohdy zaloZzena na stanoveni jejich
schopnosti udlovat rezistenci kandidatnim cytotoxickym itk a xenobiotikm.
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Podobné studie maji sledovat Bamou akumulaci a tok radioaktivn nebo
fluorescekiné znaenych xenobiotik a endobiotik (Deeleyal., 2006).

MRP1 mize uclovat rezistenci nejen mnoha&ame pouzivanym neutralnim
chemoterapeutickycktinidlam, podobg jako P-gp, ale takéurnym aniontovym
konjugatim, jako jsou methotrexat, dité tzké kovové oxidanty (arsenické,
antimonité) a antiandrogeny (flutamid) (Ba@s$iomolya, 2007). Prvni MRP1 substrét
identifikovany in vitro transportnimi studiemi byl prozé&thvy mediator LTG, ktery
zustava nejlépe charakterizovanym fyziologickym sidietn tohoto proteinu (Deeley
et al., 2006). MRP1 je transportér s vysokou afinitou pysteinyl leukotrien ¢ ktery
je zodpo¥dny za systémové uvaini cytokini v odpowdi na zastlivé stimuly (Deeley
et Cole, 2006).

Cysteinyl leukotrieny jsou tdezité prozastlivé mediatory zapojené
v patogenezi astmatu, majici za nasledek broncrsbkkei (Currieet al., 2003).

Leukotrieny (LT) jsou lipidové mediatory (Lima, 2ZD0vyskytujici se v biikach
asociovanych s astmatem, jako jsou eosinofily mézbuiky (Wenzel, 2003). LT jsou
syntetizovany z arachidonové kyseliny lokalizovanénembranovych fosfolipidech
pomocicinnosti fosfolipdzy A v odpaxdi na stimulaci. LT jsou Klasifikovany do dvou
tiéid: LTB4 a CysLT (Lima, 2007). LTBje chemoatraktant pro neutrofily a eosinofily
(Wenzel, 2003). CysLT je potencionalni bronchokok&hi mediator astmatického
zaretu (Lima 2007). Cysteinyl leukotrieny, LTCLTD, a LTE, spousti kontrakci
a zartlivé odpowdi pres specifické interakce s receptoryagignymi s G proteiny
(Capraet al., 2007), CysLT1 a CysLT2. LTLCje transportovan do extracelularniho
prostoru pevaze MRP1 a peménén na LTD, a LTE; y-glutamyltransferazou
a dipeptidazou (Obr. 5) (Lima, 2007). 5-lipoxygemd5-LO) je kltovym enzymem
biosyntézy leukotrieln (Ramires et al., 2004). Zileuton a antagonisté leukottigako
je nagfiklad montelukast blokujtinnost CysLT kompetitivni inhibici 5-LO a CysLT1
receptoru (Lima 2007; Ramirex al., 2004).
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Obr. 5: Schéma leukotrienové drahy zobrazujici tvorkiinaost cysteinyl leukotrien

Arachidonova kyselina jefpmeénéna na LTA v membras vazanou 5-lipoxygenazou
a 5-LO aktiv&nim proteinem (FLAP). U lidskych Zirnych biky basofifi, eosinofii
a makrofag, LTA; je premeénén LTA,; hydrolazou (LTA4H) na LTB nebo je
redukovan LT@ glutathion syntazou (LTC4S) na formu LZQ.TC, je transportovan
do extracelularniho prostoru MRP1 transportérenieaynén na LTD, a LTE,. LTC,,
LTD,4 a LTE, tvori CysLT, které pes receptor CysLT1 vyvolavaji z&inra astmatické

symptomy
Upraveno podle:

Lima, J. J. (2007): Treatment heterogeneity in rasth genetics of response to
leukotriene modifiers. Mol. Diagn. Ther. 11: 97-104
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3 Cile prace

1)

2)

3)

4)
5)

Vybeér  kandidatnich  jednonukleotidovych  polymorfism v genech
ABCB1/MDR1 a ABCC1/MRP1.

Zoptimalizovani metodiky studia polymorfidm (SNP) pomoci alelay
diskriminani polymeradzové&etzové reakce (PCR) v redlnétase s vyuzitim
TagMan sond.

Owieni ukitych vybranych SNP sekveni analyzou.

Provedeni vlastni genotypizace imgeném souboru paciana kontrol.
Vyhodnoceni experimentalni prace a srovnantémy&h vysledk s literarnimi

Gdaji.
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4 Material a metodika

4. 1 Laboratorni vybaveni

- analyticka vaha:

- centrifugy:

- centrifuga - itepaka:
- elektroforeticka komora:

- Flow box:

- horkovzdusny sterilizator:
- kapilarni elektroforéza:

- lednice:

- mikrovinnd trouba:

- mrazaky:

- pipety:

- QPCR systém:

- spektrofotometr:

- termocykler:

- termostat:

- transluminéator:

- zdroje napti:

BBC 32, BOECO Germany
FORCE 1418, Labnet (max. 14 00@)p
IEC Multi RF, Thermo IEC (max. 4000 rpm)
Janetzki S70 (max. 6 000 RPM)
MPW-310, Mechanika Precyzyjna Warszava
Spectrafuge 7M, Labnet (max. 10 000 RPM)
Combi-Spin, BIOSAN EAST PORT (2 400 rpm)
SUB-CELIGT, BIORAD
JSB-30, Shelton Scientific
Telstar Mini-V/PCR
HS 122 A, ZPA Dukleebov
ABI PRISM 310 Genetic Analyser, AB Applied
Biosystemes
Zanussi
Elektrolux
Elektrolux (-26 °C)
PMA 315 BL (-18 °C)
Zanussi (-18 °C)
Eppendorf Research (243
Labmate (3ul, 20 pl, 200pl)
Pipetman Gilson (i, 200pl)
Mx3005P™ QPCR Systems, Stratagene
Smart Cycler, Cepheid
Life Science UV/Vis Spectrophoter DU 530,
BECKMAN COULTER™
Gradient Cycler, DNA Engine, PTC-2B6ltier Thermal
Cycler, MJ Research
TV51 Laboratornfiptroje Praha
TRANSILLUMINATOR UPV
PowerPac Basic 041, BIORAD
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4. 2 Soubor vySatovanych pacienti

Ke zjis€ni polymorfismii v genech ABCB1/MDR1 a ABCC1/MRP1 slouZila
DNA izolovana z leukocyit periferni krve. Vlastni genotypizace SNP byla maena
pomoci alelo¥ diskriming&ni/SNP PCR v readlnémiase (real-time PCR) s vyuzitim
TagMan sond. Pro @eni spravnosti rozliSeni genotypednotlivych polymorfisnm
bylo provedeno sekvencovanigusnych usekgemi ABCB1/MDR1 a ABCC1/MRP1
u vybranych proband

VySeteni, které podstoupilo 116tdkych astmatik, jejich nejblizSi rodinni
piibuzni (rodée a sourozenci) celkév256 osob a 86 zdravych kontrol, probihalo
na Ustavu lékiské genetiky a fetalni mediciny Fakultni nemocniceOlomouci
ve spolupraci s doc. MUDr. FrantiSkem Kiou, Ph.D. z [Btské kliniky Fakultni
nemocnice v Olomouci. Pacienti, sourozenci pagientkontroly, jakoZz i jejich rode
byli zafazeni do studie na zakkadinformovaného souhlasu zakonnych zastupc
détskych pacienit a kontrol.

Pacienti s diagndzou Persistujici asthma broncistedere tézkého typu dle the
Global Initiative For Asthma (GINA 2006) 2006 bybzcleni dale do skupin podle
lécby (Tab. I):

1. bez terapie

2. |&ba antileukotrieny — montelukast (LTRA)

3. inhal&ni kortikosteroidy (GC)

4. ostatni - kombinace inhal@mi kortikosteroidy a antileukotrieny.
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Tab.

I: Popis pacietits iznymi druhy |€by.

. Vék v letech Pohlavi
(o)

Terapie N (%) median (5-95%) % Zen
Bez terapie 74 (41.8%) 10.0 (3.0; 19.5) 36.5%
LTRA 57 (32.2%) 14.0 (6.3; 20.4) 31.6%

GC 21 (11.9%) 14.5 (6.0; 19.0) 19.0%
Ostatnt 25 (14.1%) 15.0 (7.0; 20.9) 40.0%

Vysvétlivky:* m-t GC (H d.d.) nebo syst. GC nebo m-t GC (L,M,H.p+ LTRA

V tab

N — paet osob s diagn6zou Persistujici asthma bronchii@dre tézkého typu v procentech

ulce I jsou uvedeny zakladni charakteristégrjotlivych podskupin. Z tabulky je

ziejma frevaha paciefitmuzského pohlavi, coz je v souladu s literaturou.

4.3

4. 3.

1)
2)

3)
4)
5)

6)
7

8)
9)

Metody

1 Izolace DNA Millerovou metodou

10 ml periferni krve ve 300l EDTA o pH = 8.

Krev pelit do kyvety (50 ml zkumavka)fipat 30 ml LB pufru a nechat lyzovat
na ledu 45 min.

Po lyzi krev centrifugovat 20 minii2200 rpm.

Slit supernatant.

Fridat 10 ml LB pufru, sedlinutikladré s LB pufrem praepat a centrifugovat
10 min. g 2200 rpm.

Slit supernatant.

3 ml NLB pidat k sedimentu, promichat a sedlinu kvantitatiyorenést
do modré zkumavky (jednorazova sterilni 10 ml zkukad.

Fridat 50l proteinazy K (2@ug/ul), 150l 20% SDS a dkladns protepat.
Nechat inkubovatigs noc v termostatuigeplog 37 °C.

10) Ridat 1000 pl NaCl (6 mol/l) a 15 s ptrepat.
11) Centrifugovat 15 min.rp4000 rpm.
12) Supernatant slit do modré zkumavky (10 ml) trifesgovat 15 s i 2500 rpm,

az je roztokeiry.
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13) Supernatant slit do modré zkumavky (15 ml)it 2800% ethanolem a nechat
vysrazet DNA.

14) ,Medizku“ DNA pitenést do mikrozkumavky se 70% ethanolem, ippatt
a centrifugovat 5 min.ip8000 rpm.

15) Opatrs slit 70% ethanol a ponechat samovolgschnout.

16) Rozpustit DNA v 500 pl TE pufru.

LB: Lysisbuffer: 155 mmol/l NECI............. 8,825 ¢
10 mmol/l KHC@........... 1,001 g
1 mmol/l EDTA............ 0,372 g nebo 2 &5 mol/l| EDTA
pH 7,3 — 7,4 upravenériganim cca 800 ul koncentrovaného
NaOH

doplnit destilovanou vodou do 1 |

NLB: Nucei lysisbuffer: 400 mmol/l NaCl..................... 23,81
10 mmol/l Tris-HCI..................1,211 g
2 mmol/l EDTA.....................0,745 g
pH73-7,4

doplnit destilovanou vodou do 1 |

TE:TRIS 7,5 e 2,5 ml
0,5 mol/lEDTA......ccenen.... 0,5ml

doplnit destilovanou vodou do 250 ml

4. 3. 2 Genotypizace

4. 3. 2. 1 Vylér polymorfismi pro analyzu

VétSina  jednonukleotidovych ztn vobou genech ABCB1/MDR1
a ABCC1/MRP1 ma spiSe charakter muta@ polymorfisnmi, protoZe jejich frekvence
se pohybuje pod 1 %. Ostatni &mg, které je mozno definovat jako polymorfismy, se

vyskytuji v intronech mimo i@dpokladané oblasti sébiu nebo se nachazi v exonech,
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ale maji charakter tichych mutaci (substituce baztipletu, kterd nerni smysl
aminokyseliny).

Genotypizace SNP z genu ABCB1/MDR1 (C3435T, T-12B¢a provedena na
zakazku Laboraid experimentalni mediciny fip Détské klinice Lékéské fakulty
Univerzity Palackého a Fakultni nemocnice Olomoucanaci plréni grantového

projektu.

4. 3. 2. 1. 1 Kritéria vyl&ru jednonukleotidovych polymorfisma

Pro wvykér jednonukleotidovych polymorfisin v genech ABCB1/MDR1
a ABCC1/MRP1 byla stanovena tato kritéria:

* Nejcastji se vyskytujici SNP, u kterych byla vguichazejicich studiich
nalezena asociace s ovlémm funkce proteinu

* SNP/jednonukleotidové mutace (0 neznamém vlivuumkdi proteinu)
v exonech, které koduji tvorbu NBD

* SNP/jednonukleotidové mutace v intronovych usecighilehlych
k exorim tvoiicich NDB v oblasti exon-intronového spojeni a Yash
asi 20-30 bp fed 3’koncem intronu, tedy v evohé vysoce

konzervovanych sekvenciclildzitych pro spravny se#h mRNA.
4. 3. 2. 1. 2 Seznam vybranych polymorfistnpro analyzu
Pro hledani konkrétnich jednonukleotidovych polyfisont v genech
ABCB1/MDR1 a ABCC1/MRP1, byly pouzity referemi SNP (Obr. 6, 7) z databaze
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Eehled zji§ovanych SNP v genech ABCB1/MDR1

a ABCC1/MRP1 s jejich identifikanimi ¢isly je uveden v tabulce Il a lIl.

* Polymorfismy sledované v genu ABCB1/MDR1 jsou uveder tabulce I

a referetini SNP jsou znazo#ény na obrazku 6.
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Tab. Il: Prehled SNP genu ABCB1/MDR1 a jejich identiftka cisla v databdzi NCBI.

Nazev SNP| Varianta alely | Pozice v genu Ident\';'kj%cgll islo
C3435T CIT exon 26 rs1045642
T-129C T/C exon 1 rs3213619

E14-SNP1 AIG exon 14 rs28381902

E26-SNP2 G/C exon 26 rs41309228

E26-SNP4 G/A exon 26 rs41309225

In11-SNP2 CIT intron 11 rs28381896

Obr. 6: Refereni SNP genu ABCB1/MDR1 uvedené v databazi NCBI.

C3435T
AGCCGGGTGGTGTCACAGGAAGAGATC/TIGTGAGGGCAGCAAAGGAGGCCAACA

Prevzato z:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp&eradarch&term=rs1045642

T-129C
CCACAGGAAGCCTGAGCTCATTCGAGC/T]AGCGGCTCTTCCAAGCTCAAAGAAG

Prevzato z:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp&eradarch&term=rs3213619

E14-SNP1
CCACGTCAGCCTTGGACACAGAAAGCTA/G]AAGCAGTGGTTCAGGTGGCTCTGGA

Prevzato z:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp&eradarch&term=rs28381902

E26-SNP2
CAATCTCTTCCTGTGACACCACCCGEA/C]TGTTGTCTCCATAGGCAATGTTCTC

Prevzato z:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp&eradarch&term=rs41309228
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E26-SNP4
CTGAACATTCAGTCGCTTTATTTCTTC/T]GCCATCAAGCAGCTGAAAACAAGAG

Prevzato z:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp&eredarch&term=rs41309225

IN11-SNP2
AGTTCCTATATCCTGTGTCTGTGAATC/T]GCCTTGAAGTTTTTTTCTCACTCGT

Prevzato z:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp&eredarch&term=rs28381896

e Polymorfismy vybrané v genu ABCC1/MRP1 jsou uvedenyabulce I

a referetini SNP jsou znazoény na obrazku 7.

Tab. lll: Prehled SNP genu ABCC1/MRP1 a jejich identifika ¢isla v databazi
NCBI.
Identifika ¢ni
Nazev SNP | Varianta alely| Pozice v genu ¢islo
v NCBI

E16-SNP1 T/G exon 16 rs45511401
E17-SNP1 AIG exon 17 rs4148356
E28-SNP1 G/A exon 28 rs28364006
E29-SNP1 T/C exon 29 rs8057331
In18-SNP2 G/C intron 18 rs2074087
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Obr. 7: Referekni SNP genu ABCC1/MRP1 uvedené v databazi NCBI.

E16-SNP1
CAGCATCACCTTCTCCATCCCCGAAGG/T]TGCTTTGGTGGCCGTGGTGGGCCAG

Prevzato z:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp&emadarch&term=rs45511401

E17-SNP1
GGCCTGGATTCAGAATGATTCTCTCCQA/G]AGAAAACATCCTTTTTGGATGTCAG

Prevzato z:

http://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp&eradarch&term=rs4148356

E28-SNP1
GGACGGGAGCTGGGAAGTCGTCCCTR/G]CCCTGGGCTTATTTCGGATCAACGA

Prevzato z:

http://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp&eredarch&term=rs28364006

E29-SNP1
CCAGTACTCGGATGAAGAAGTCTGGACI/IT]GTCCCTGGAGCTGGCCCACCTGAAG

Prevzato z:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp&eradarch&term=rs8057331

IN18-SNP2
GCTAGGCAGTCTCACACATGTGCACTC/G]ACGTGGCCGGGTGTCCCCTTTGCCC

Prevzato z:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp&eradarch&term=rs2074087
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4. 3. 2. 2 Optimalizace teplotnich podminek pro PCR redlnéméase pomoci Smart
Cycleru

Genotypizace SNP byla provedena pomoci ateldiskriminani/SNP PCR
v redlnémcase s vyuzitim TagMan sond. Pro zjist optimalni teploty annealingu
(nasedani priméra sond) byly vybrany pro kazdy polymorfismus v§gcpozorované
genotypy. Smart Cycler (Cepheid) umaje zajistit rozdilnou teplotu annealingu
pro kazdou reaii snes zvlag. Optimalizace probihalatippéti raznych teplotach:
54 °C, 57 °C, 60 °C, 62 °C, 66 °C. To znamena,rdekgzdy genotyp byl sledovan
charakter a gibéh kiivek pri téchto ti teplotach.

Reakce probihala ve specialni 25 ul propylenowsmevce s optickym okénkem

pro snimani fluorescence po jednotlivych cykleciRPC

SloZky reakni snesi (15ul):

9,91 ul PCR vody (Top-Bio)

0,01 ul Rox (Applied Biosystems)

0,27 ul Probe Assay (Applied Biosystems)
0,71 pl DNA (100 ng/pl)

Podminky amplifikace:

Pro annealing ip54 °C: 15 min. 95 °C (15 s 95 °C, 60 s 548C)
Pro annealing 57 °C: 15 min. 95 °C (15 s 95 °C, 60 s 5%8C)
Pro annealing ip60 °C: 15 min. 95 °C (15 s 95 °C, 60 s 6G;:5C)
Pro annealing ip62 °C: 15 min. 95 °C (15 s 95 °C, 60 s 628C)
Pro annealing ip66 °C: 15 min. 95 °C (15 s 95 °C, 60 s 66:8C)

4. 3. 2. 3 Alelo¥ diskrimina éni/SNP PCR v readlnémtase

Alelové diskrimina&ni/SNP PCR v realnéntase byla s vyuzitim kom@me
dostupnych nebo na objednavku dodanych fluorés¢emnaenych TagMan sond
(Applied Biosystems). TagMan sondy kowmr dostupné v databazi Applied
Biosystems (https://products.appliedbiosystems.cotm)ly dodany bez uvedeni
sekvence sondy. V tabulce IV jsou uvedeny kontextegkvence SNP a fluorofory,
kterymi byly TagMan sondy ozteny pro jednotlivé alely. SNP, pro které v databaz

34



nebyly uvedeny TagMan sondy, byly zadany s koniexdosekvenci do programu File
Builder v3.1.Tyto TagMan sondy dodané firmou Applied Biosystemsobjednavku
byly dodany s uvedenou sekvenci sond (Tab. V).

Pomoci real-time PCR (allele discrimination assag) @istroji Mx3005P™
QPCR Systems (Stratagene) byla ziskdna data o ypewbdt v sledované populaci
astmatickych paciefita kontrol.

Pro vyhodnoceni gbéhu a vysledku reakce byl vyuzit software: MxPro -
Mx3005P v3.00 Build 311,fgemz se bralo v potazkolik véci:

Velikost G

» Hodnoceni kivek snimané fluorescence — velikost, tvafibgh

» Kazdy genotyp ma specificky tvar aip&h kiivek

Tab. IV: Kontextové sekvence SNP a fluorofory TagMan sond.

Gen SNP| Alelafluorofor Kontextova sekvence Teplota
annealingu
El4-| A Vic ACCTGAACCACTGCTT[A]GCTTTCTGTGTCCA
ABCB1/|SNP1] G Fam | ACCTGAACCACTGCTT[G]GCTTTCTGTGTCCA 60°C
MDR1 | E17-| A Vic CAGAATGATTCTCTCC[AJAGAAAACATCCTTT
SNP1 G Fam | CAGAATGATTCTCTCC[GJAGAAAACATCCTTT 60°C
ABCC1/| E29-| C Vic ATGAAGAAGTCTGGA[C]JGTCCCTGGAGCTGG
MRP1 [SNP1 T Fam | ATGAAGAAGTCTGGA[T|GTCCCTGGAGCTGG 60°C
In18-| C Vic CTCACACATGTGCACT[CJACGTGGCCGGGTG
SNP2| G Fam | CTCACACATGTGCACT[GJACGTGGCCGGGTG 60°C
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Tab. V: Prehled TagMan sond s uvedenou sekvenci.

Teplota
Gen SNP Alela| fluorofor| Sekvence TagMan sondy '
annealingy
C Vic
E26-SNP2 CCACCCGG[C]TGTTGT 50 °C
A Fam CACCCGG[A]TGTTGT
A Vic
E26-SNP4 CTTGATGGCI[AJAAGAA 50 9C
ABCB1/ G Fam CTTGATGGC[G]AAGAA
MDR1 C Vic TCGTCCTG|[C]TAGATCT
IN11-SNP2 60 °C
T Fam TCGTCCTG[TITAGATCT
G Vic CCCGAAG[G]TGCTTT
E16-SNP1 62 °C
ABCC1/ T Fam CCCCGAAG[T|TGCTTT
MRP1 A Vic TCCCTG[A]CCCTGGGCT
E28-SNP1 60 °C
G Fam CCTG[G]CCCTGGGCT

SloZky reakni snesi (11pl):

7,29 ul PCR vody (Top-Bio)

0,01 pl Rox (Finnzymes)

0,20 pul TagMan SNP Genotyping Assay (Applied Bitsyss)
3 ul DyNAmMo™ gPCR Kits (Finnzymes)

0,5 ul DNA (100 ng/ul)

Podminky amplifikace:
Pro annealing #p60 °C: 15 min. 95 °C (15 s 95 °C, 60 s 6G;8C)
Pro annealing ip62 °C: 15 min. 95 °C (15 s 95 °C, 60 s 628C)
4. 3. 2. 4 Sekvenmi reakce
Pro kontrolu spravnosti diskriminace gendtypdnotlivych polymorfismi byla

provedena sekvenaceiigiuSnych uUsek gemi ABCB1/MDR1 a ABCC1/MRP1
u vybranych proband
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4. 3. 2. 4. 1 Navrh sekvertmich primeri

K navrzeni primet byl pouzit program Oligo Explorer -1. 1. 0. Podtg bylo

uréeno 6 pak sekvenanich primet (r-reverse, f-forward) (viz Tab. VI).

Tab. VI.: Sekvence pouzitych primier

Oz_neéeni Sekvence primeru
primeru
E26-SNP2,4-f 5-CTTGGCAGTTTCAGTG-3
E26-SNP2,4-r 5-GTAAGGGTGTGATTTGG-3’
E16-SNP1-f 5-TCAGCAGTAGAAATGGAAG-3
E16-SNP1-r 5-CCAAAATCCTGCCTTCTAG-3’
E17-SNP1-f 5-GCATCTGTTGTCCTTTGTG-3
E17-SNP1-r 5-AGTGAGACCTGAGCCACACC-3
E28-SNP1-f 5-CGAGTCATTCCTTTTGGG-3’
E28-SNP1-r 5 -CTAGGGCCAAATGTATGTTT-3’
E29-SNP1-f 5-CGAGTCATTCCTTTTGGG-3’
E29-SNP1-r 5-GGACAGAATCTTCAAACACC-3
In18-SNP2-f 5-TGTTCGTCGGCTCATTC-3’
IN18-SNP2-r 5-GGTGGTTTTCCACATTGCT-3

4. 3. 2. 4. 2 Optimalizace PCR podminek

Pri optimalizaci PCR podminek byl pouzit kit Top-Biépmbi PPP Master Mix
(0,01% Tween 20, 75 mmol/l Tris-HCI, pH 8,8, 20 m#¢NH4)>,SO4, 200 pumol/l
dATP, 200 pmol/l dTTP, 200 pmol/l dCTP, 200 umadi3TP, 2,5 mmol/l MgGl 50
U/ml Taq Purple polymeraza, stabilizatory, monollom protilatka anti-Taq (19
nmol/l), aditiva). Pro jednotlivé primery bylo zk&eno teplotni optimum v rozmezi od
52 °C do 65 °C.

Pro primery E16-SNP1-f/r, E17-SNP1-f/[r, E28-SNR1-f/E29-SNP1-f/r
o koncentraci 10 pmall byla stanovena teplota praimojeni primeru (annealing

temperature) ip 54,0 °C. Zoptimalizované podminky amplifikace: bin. 95 °C
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(30s94°C, 30 s54 °C, 90 s 72:1%{30 s 90 °C, 30 s 54 °C, 90 s 72210 min.
72 °C, 10 °C.

Pro primery In18-SNP2-f/r o koncentraci 10 pmbl/byla stanovena teplota
pro pipojeni primeru (annealing temperaturé) §0,0 °C. Zoptimalizované podminky
amplifikace: 5 min. 95 °C (30 s 94 °C, 30 s 609Cs 72 °C)x (30 s 90 °C, 30 s 60 °C,
90 s 72 °Gx 10 min. 72 °C, 10 °C.

Pro primery E26-SNP2,4-f/r o koncentraci 10 pmblbyla stanovena teplota
pro @ipojeni primeru (annealing temperaturé) 56,0 °C. Zoptimalizované podminky
amplifikace: 5 min. 95 °C (30 s 94 °C, 30 s 56T s T2 °C« (30 s 90 °C, 30 s 56 °C,
90 s 72 °Gx 10 min. 72 °C, 10 °C.

Elektroforeticka separace PCR produgtobihala v 1,5% agar6zovém gelu 30 -
40 min. @i 88 V.

4. 3. 2. 4. 3 Polymerazovéetézova reakce (PCR)

4.3.2.4.3.1PCR reakce s kitem

PCR reakce byla provedena s pouzitim kitu Top-Biombi PPP Master Mix
(viz kapitola 4. 3. 2. 4. 2). Timto #pobem bylo syntetizovano vSech 7 lokukterée
jsou ugeny primery (viz Tab. VI., kapitola 4. 3. 2. 4. 1).

SlozZky reakni snesi (30pl):
15 pl Combi PPP Master Mix (Top-Bio)
12,36 ul PCR vody (Top-Bio)

0,72 pl pl primeru f (10 pmol/ul)

0,72 pl primeru r (10 pmol/ul)

1,2 pl DNA (100 pmol/ul)

Podminky amplifikace:
viz kapitola 4. 3. 2. 4. 2
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4. 3. 2. 4. 4 Gelovéa agar6zové elektroforéza

Pro owieni efektivity PCR fed sekvencovanim. DNA fragmenty vzniklé PCR
reakci se &Zn¢ separuji pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu.

Na elektroforézu PCR produkbyl pouzity 1,5% agar6zovy gel s EtBr|{610
mg/ml EtBr na 100 ml gelu) a TBE pufr. Do jamekelgbylo pipetovano 20l z 30l
PCR produktu. Elektroforeticka separace probih#&l&®V 30 — 40 min.

TBE pufr: 54 g Tris-(hydroxymetyl)-aminometan
27,5 g kyselina borita
2ml0,5M EDTA

5 | destilovana voda
4. 3. 2. 4. 5 Petisténi PCR produkta (post-PCR purifikace)

Precisteni PCR produkt bylo provedeno podle protokolu QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagene).

1) K10 ul PCR produktuimat 50 pl PB pufru atkladne profrepat.

2) Vzorek s PB pufremipnést do QIAquick kolonky umisté v 2 ml zkumavce.

3) Centrifugovat 60 sip12 000 rpm.

4) Vylit obsah 2 ml zkumavky a QIAquick kolonku dbogt vloZzit.

5) Do QIAquick kolonky pidat 750 ul PE pufru.

6) Centrifugovat 60 sip12 000 rpm.

7) Obsah 2 ml zkumavky vylit a QIAquick kolonku dbzpst umistit.

8) Centrifugovat 60 sip12 000 rpm.

9) QIAquick kolonku umistit do 1,5 ml zkumavky, steed membrany QIAquick
kolonky pidat 50 pl EB pufru.

10) Centrifugovat 60 sipl2 000 rpm.

4. 3. 2. 4. 6 Sekvenace PCR produkt

Sekvenani reakce byla provedena s pouZitim sekvefro kitu ABI PRISM
Big Dye® Terminator v 3. 1 s fluorescém znaienymi ddNTP (ddATP, ddCTP,
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ddGTP, ddTTP). Sekvetai kit byl fedny sekvenanim pufrem (ABI PRISM Big
Dye® Terminator v 1. 1, v 3. 1, 5x sequencing buffepowsru 1 : 11.

Slozky reakni smesi (1Qul):

4 ul fedného sekverimiho kitu

3 ul PCR vody (Top-Bio)

2 ul primeru o koncentraci 10 pmgl/(v jednotlivych reakcich samostéthud’ f nebo r
primer, ne spolu)

1 pl DNA templatu (pecisteny PCR produkt)

Podminky sekvencovani:
30594 °C (10s96 °C, 1 °C/s —50 °C, 5 s 504°@jn. 60 °Cjsx 10 °C

4. 3. 2. 4. 7 Pedisténi sekven&nich produkti (post-sekvendni purifikace)

1) K sekvenomim (10pl produkii po sekvenéni PCR) pidat 2l NaOAC/EDTA
pufru (acetat sodny/EDTA pufr), promichat.

2) Fidat 25ul absolutniho ethanolu.

3) Krétce, ale @kladre promichat (vortex).

4) Centrifugace 30 minipl5 000 rpm.

5) Opatri odsat supernatantiigat 50ul 80% ethanolu,nepromichavat.

6) Centrifugovat 5 min.i{p15 000 rpm.

7) Opatri odpipetovat supernatant a dat do eée¢ mikrozkumavky vysouset
do trouby 10 min. % 50 °C.

8) Hipipetovat 2Qul formamidu, ponechat stat 3h az den, nebo promicha
,0dSkrabat“a praepat.

9) Prenést do zkumavek ¢enych k nasazeni ddiptroje pro kapilarni

elektroforézu a uzdit pryzi.

NaOACc/EDTA pufr: 1,5 mol/l NaOAc.......... 1ml
250 mmol/l EDTA......... 1,3 ml
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4. 3. 2. 4. 8 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza sekvetrdch fragment probihala v automatickém
sekvenatoru ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer (ApgliBiosystems). Kapilara
analyzatoru byla 47 cm dlouha siprem 50 um a plrena gelem POP4 (Applied
Biosystems). Sis precisttného sekvermiho produktu s 2Qul Hi Di formamidu
(Applied Biosystems) byla 3 - 5 min. denaturovana9p °C, ihned zchlazena na ledu
a aplikovana do kapilary sekvenatorti prachodu kapilarou byly fluoresceni barvy
ddNTPs excitovany laserem. Pro odliSeni jednotlivy@dNTPs (ddATP, ddCTP,
ddGTP, ddTTP) byly pouzitytyii rizné fluorescetni barvy, které po excitaci laserem
emitovaly s¥tlo o ¢tyfech fiznych vinovych délkach. Ziskana data byla vyhodnace

pomoci specialniho softwaru Sequencing Analysis.

4. 3. 2. 4. 9 Vyhodnoceni ziskanych sekvenci

Jednotlivé sekvence geABCB1/MDR1 a ABCC1/MRP1 ziskané sekvéna
analyzou byly hodnoceny pomoci programu BLAST (wmati.nlm.nih.gov/blast/).
Jako referetni byly pouzity d¥ sekvence.

Prvni  byla refereéni sekvence AC_000050.1 z databaze NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov) pro gen ABCB1/MDRL1.

Druhou byla referatni sekvence AC _000059.1 z databdze NCBI
(www.ncbi.nim.nih.gov) pro gen ABCC1/MRP1.

4. 3. 3 Statistické zpracovani dat

Zpracovani dat bylo provedeno ve spolupraci stlistin biostatistiky a analyz
pii MU v Brn¢ doc. RNDr. Ladislavem Duskem, Ph.D.

Statistické analyzy byly provedeny programem Sia#is Byly pouzity zejména
testy vyznamnosti koretaich koeficient, parcidlnich koreknich koeficient
a koeficientt mnohonédsobné korelace (Speartnera Pearsoiv test). Dale byly
posuzovany rozdily v jednotlivych skupinach pomaBiOVA testu, Fisherova testu,

t- testu, chi-kvadrat testu, Tukey post-hoc testu.

41



5 Vysledky

5. 1 Optimalizace teplotnich podminek pro PCR v re@ém ¢ase
pomoci Smart Cycleru

Pro vSechny pouzité TagMan sondy a primery,
pro polymorfismus E16-SNP1 vgenu ABCC1/MRP1,
annealingu 60,0 °C. Optimalni teplota annealingu TagMan gome polymorfismus
E16-SNP1 byla 62,0 °C. Ukazka optimalizace teptdtrpodninek pro TagMan sondy

KromagMan sondy

byktanovena teplota

je znazorgna na obrazku 8.

: Site 1D Pratocol | Sample D
Al Thouska 54 [E10-FA
00 zhouska 57 E10-EL
e | Zhouska 60 [E10-FU
/(3 - R Zhouska B3 [E10-Fi
200H e E10-F/J
by S #
5 1004 * i A &' :Eﬂ EF
g \ E1-FF
o L i (E1-FF
i Thouska 54 E3-Ju
412 ZHouska 57 [E3Ju
13 zhouska 60 EXJu
10 20 30 40 50 Atd Tholska B3 E3-JU
Cycles a15 kouska 66 E3-JuJ
4] [¥
4 Site ID 1 Protocol | Sample
¥ -5.‘ Tkouska 64 E10-Fil
Zkouska a7 ([E10-FR)
= //—/" _mUska 60 EAOFA
GIC——— = = Thauska B3 E10-Fi
o i ﬂs zhouska B8 [E10-Fi
Em // _F-z——‘,'ﬂ" 46 zkouska 54 [E11-FiF
T /_,'.-“"’P £ AT zkauska 57 [ET1-FIF
1004 ol & zkouska 6D E11-FiF
Fr e Thouska B3 [E11-FIF
- e . zkouska 66 [E11-FIF
ved e Zhouska 54 B3
i zhouska 57 B3I
muska (i) |E3-d6
10 0 30 40 50 zkaugks 63 fE‘s-.:.rJ
Cycles zhouska 68 (B3
1l
Obr. 8: Ukazka optimalizace teplotnich podminek TagMan sdwdkrétrg pro

polymorfismus In18-SNP2 (rs2074087) genu ABCC1/MRE160,0 °C.
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5. 2 Sekven#ni analyza geis ABCB1/MDR1 a ABCC1/MRP1

Pro kontrolu spravnosti diskriminace gendiypdnotlivych polymorfismi byla
provedena sekvenaceifigiuSnych uUsek gemi ABCB1/MDR1 a ABCC1/MRP1
u péislusnych genotylp (ukadzka vystupu viz obrazek 9). Tyto sekvence lsmlgvaly
s danymi alelodiskriminanimi kiivkami z real-time PCR.

E4-MRP1_248 05 E28R

——

120 ] 12z0 ] 12E0 ] 2000 ] 2040 ] 2020 ] 2120 ] 21e0 ] 2200

G 66 AAARG T C TECETG!EECTEGGG E e g EO
174 15A 194

VAl % ““ - |

Obr. 9: Ukazka vystupu zreal-time PCR konkrétipolymorfismus E28-SNP1
(rs28364006) v genu ABCC1/MRP1.

Na obrazku je zobrazen graficky vystugi yhodnocovani vysledk po
kapilarni elektroforéze vzoik sekvenani reakce. V tomto ifjpad je zobrazen
polymorfismus E28-SNP1 v genu pro ABCC1/MRP1. Sipke vyzn&eno misto
polymorfismu a zarove je zapsan i konkrétni genotyp ve vydganém vzorku.
Zobrazena sekvence odpovida f (forwaet}zci DNA. Tento pacient je tedy pro dany
lokus homozygot.
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5. 3 Alelow diskrimina éni/SNP PCR v realnémtase

Nami bylo hodnoceno celkem 9 polymorfismNasledujici tabulka (Tab.VII)

sumarizuje alelické frekvence&chto deviti sledovanych polymorfism(nejsou tedy

uvedeny polymorfismy C3435T a T-129CY}igemz pro wkeni jednotlivych frekvenci

nebyli pacienti rozizeni do jednotlivych skupin. Pro dani parentalniho gwvodu

polymorfismi a haploty@ byla provedena genotypizace i u nejblizSidiibyznych

pacient.

Tab. VII.: Frekvence alel u paciants astmatem a zdravych kontrol pro sledované

polymorfismy.

Gen Ozné&eni Identiféislo SNP Alelicka frekvence

polymorfismu| polymorfismu| (Vic/Fam) | Kontroly Astmatici

E16 - SNP1| rs45511401 G/IT 0,53:0/40,48 : 0,52
E17 - SNP1 rs4148356 AIG 00:1.D 1.0:0.p
ABCC1/MRP1| E28 - SNP1| rs45544333 AIG 1.0:0p 1.0: 0.
E29 - SNP1 rs8057331, CIT 1.0:0p 1.0:0

In18-SNP2 rs2074087 C/IG 0,27 : 0,/30,25: 0,75
E14-SNP1 rs28381902 AlG 1.0:0.p 1.0:0.p
IN11-SNP2 | rs28381896 AIG 1.0:0.0 1.0:0.0
ABCB1/MDR1 E26-SNP2 rs41309228 GIT 1.0:0 1.0:0.
E26-SNP4 rs4130922% AlG 1.0:0.p 1.0:0.p

Alelické a genotypové frekvence bylo mozné hodnptiuze u polymorfisiin

E16-SNP1 a In18-SNP2 genu ABCC1/MRP1. U ostatnilynporfismi byl nalezen

pouze jeden genotyp standatdnvacny v referedni sekvenci (viz kapitola 4. 3. 2. 4.

9). Do statistické analyzy byly proto zahrnuty peuympolymorfismy E16-SNP1 a In18-

SNP2 genu ABCC1/MRP1 a dale polymorfismy C3435T -E29C genu

ABCB1/MDRL1 (ty byly analyzovany na zakazku viz kata 4. 3. 2. 1).

Na obrazku (Obr.

z fluorescenci odgenych po kazdém cyklu real-time PCR.
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Obr. 10: Ukazka vystupu po real-time PCR konkipro MRP1-E16-SNP1.

5. 4 Frekvertni vyskyt alel a genotyf u astmatika a zdravych kontrol

V tabulce VIII je uvedeno srovnani vyskytu alel &ngtypi u astmatik
a zdravych kontrol pro polymorfismy E16-SNP1 a k8I8P2 genu ABCC1/MRP1.
U polymorfismi C3435T a T-129C genu ABCB1/MDR1 je uvedena pougkvence
alel a genotyp u astmatickych pacieint U tchto na zakazku analyzovanych
polymorfismi (viz kapitola 4. 3. 2. 1) nebyla provedena korarol neastmatickych
jedinai (zdravych kontrol).
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Tab. VIII.: Frekverni vyskyt genetickych charakteristik u astmatikkontrol.

Astma’  Kontrola? p’
Alely! MDR1 ¢3435 67.0% -
MDR1 t3435 76.5% -
MDR1-2 c-129 5.2% -
MDR1-2 t—129 98.3% - -
MRP1 E16-SNP1 g 85.2% 95.1% 0.026
MRP1 E16-SNP1 t 87.0% 87.8% 0.897
MRP1 in18-SNP2 g 100.0% 100.0% >0.99
MRP1 in18-SNP2 c 50.9% 52.5% 0.820
Genotypy | MDR1 3435 CC 23.5% - -
MDR1 3435 CT 43.5% -
MDR1 3435 TT 33.0% -
MDR1-2 -129 CC 1.7% -
MDR1-2 -129 CT 3.4% -
MDR1-2 -129 TT 94.8% - -
MRP1 E16-SNP1 GG 13.0% 12.2% 0.897
MRP1 E16-SNP1 GT 72.2% 82.9% 0.098
MRP1 E16-SNP1 TT 14.8% 4.9% 0.026
MRP1 in18-SNP2 CC 0.0% 0.0% >0.99
MRP1 in18-SNP2 CG 50.9% 52.5% 0.820
MRP1 in18-SNP2 GG 49.1% 47.5% 0.897
Haplotypy | MDR1 paternalni CC 4.0% - -
MDR1 paternalni CT 44.6% -
MDR1 paternalni TC 3,9% -
MDR1 paternalni TT 47.5% -
MDR1 maternalni CC 4.0% -
MDR1 maternalni CT 32.7% -
MDR1 maternalni TC 3,9% -
MDR1 maternalni TT 59.4% - -
MRP1 paternéini GC 17.1% 5.0% 0.01
MRP1 paternalni GG 24.4% 85.0% <0.001
MRP1 paterndini TC 7.3% 5.0% 0.390
MRP1 paternalni TG 51.2% 5.0% <0.001
MRP1 maternélni GC 7.3% 0.0% 0.099
MRP1 maternalni GG 46.3% 20.0% 0.026
MRP1 maternéini TC 14.6% 0.0% 0.005
MRP1 maternalni TG 31.7% 80.0% <0.001

! podil pacient s danou alelou ve skugipacient, nejde o alelické frekvence
2 procenta jsou sgtena v ramci dané terapie

Na urovni alelickych frekvenci i genotypbyl nalezen statisticky vyznamny
rozdil u polymorfismu E16-SNP1 genu ABCC1/MRPL1.
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V piipact ABCC1/MRP1 in18-SNP2 nebyl u astmditilani u kontrol nalezen
zadny homozygot CC. Srovnani haplatypyla provedena pouze u SNP z genu MRP1.
Zde byly nalezeny rozdily t&fiu vSech sledovanych haplotyfviz Tab. VIII).

5. 5 Vzajemny vztah mezi jednotlivymi polymorfismy

Vtabulce IX je wuvedena vyznamnost vztahu mezi ggno statisticky
hodnocenych polymorfisin Hodnoceni bylo provedeno Chi-square testem mdrima
vérohodnosti. Statisticky vyznaminzvySeny nebo snizeny vyskyt je ozea *

a twknym pismem. Na obrdzku 11 je vyZea vztah mezi genotypy ABCB1/MDR1
C3435T a MDR1-2 T-129C.

Tab. IX.: Vyznamnost vztahu mezi genotypy.

MDR1-2 T- MRP1E16- MRP1inl18-
p 129C SNP1 SNP2
MDR1 C3435T 0.015* 0.861 0.548
MDR1-2 T-129C 0.631 0.127
MRP1 E16-SNP1 0.159
N=2 N=4 N=110

100%

90% -~
80% -

70% 1 MDR1 C3435T

g 60% 1 BT
S 50% - 100.0 ECT
S occ
© 4

L 40% 75.0

30% A
20% A

10% - 20.2

0%

CccC CT TT
MDR1-2 T-129C

Obr. 11: Vztah mezi genotypy MDR1 C3435T a MDR1-2 T-129C.
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5. 6 Vztah genetickych charakteristik pacienk s astmatem a jejich

terapii

V tabulce X je zaznamenam vztah genetickych cheriskik astmatil k jejich

terapii. Statisticky vyznaminzvySeny nebo sniZzeny vyskyt je ozea * a tinym

pismem.

Tab. X.: Vztah genetickych charakteristik paciestastmatem k jejich terapii.

Bez  LtRa?  Gc?  Ostani?
terapie

Alely® MDR1 c3435 63.0%  65.1% 100.0% * 60.0%
MDR1 t3435 87.0%* 69.8% 54.5% 80.0%
MDR1-2 c-129 2.1% 7.0% 18.2% 0.0%
MDR1-2 t-129 100.0%  95.3% 100.0% 100.0%
MRP1 E16-SNP1 g 82.2% 90.5% 83.3% 81.3%
MRP1 E16-SNP1 t 93.3% 85.7% 75.0% 81.3%
MRP1 in18-SNP2 t 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
MRP1 in18-SNP2 g 42.2% 53.5% 58.3% 62.5%

Genotypy | MDR1 3435 CC 13.0% * 30.2% 45.5% 20.0%
MDR1 3435 CT 50.0% 34.9% 54.5% 40.0%
MDR1 3435 TT 37.0% 349% 0.0% * 40.0%
MDR1-2 -129 CC 0.0% 4.7% 0.0% 0.0%
MDR1-2 -129 CT 2.1% 2.3% 18.2% * 0.0%
MDR1-2 -129 TT 97.9% 93.0% 81.8% 100.0%
MRP1 E16-SNP1 GG 6.7% 14.3% 25.0% 18.8%
MRP1 E16-SNP1 GT 75.6% 76.2% 58.3% 62.5%
MRP1 E16-SNP1 TT 17.8% 9.5% 16.7% 18.8%
MRP1 in18-SNP2 GG 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
MRP1 in18-SNP2 TG 42.2% 53.5% 58.3% 62.5%
MRP1 in18-SNP2 TT 57.8% 46.5% 41.7% 37.5%

Haplotypy | MDRL1 parentalni CC 2.4% 5.7% 8.3% 0.0%
MDR1 parentalni CT 41.5% 42.9% 66.7% 38.5%
MDR1 parentalni TT 51.2% 51.4% 16.7% * 53.8%
MDR1 maternalni CC 0.0% 8.6% 8.3% 0.0%
MDR1 maternalni CT 24.4% 37.1% 50.0% 30.8%
MDR1 maternalni TT 70.7% 54.3% 33.3% 61.5%
MRP1 in18-SNP2 paternalni GG 5.9% 33.3% 16.7% 16.7%
MRP1 in18-SNP2 paternalni GT 29.4% 8.3% 33.3% 33.3%
MRP1 in18-SNP2 paternalni TG 0.0% 8.3% 16.7% 16.7%
MRP1 in18-SNP2 paternalni TT 64.7% 50.0% 33.3% 33.3%
MRP1 in18-SNP2 maternalni GG 0.0% 8.3% 16.7% 16.7%
MRP1 in18-SNP2 maternalni GT 35.3% 58.3% 50.0% 50.0%
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Bez

terapie® LTRA? GC?  Ostatni*?
Haplotypy | MRP1 in18-SNP2 maternalni TG 29.4% 0.0% 16.7% 0.0%
MRP1 in18-SNP2 maternalni TT 35.3% 33.3% 16.7% 33.3%

1 GC + LTRA ( GC - glukokortikoidy; LTRA — leuko&novi antagonisté)

2 procenta jsou sg@tena v ramci dané terapie, pouZitym statistickystet@ je Fisher-exact test; statisticky vyznamwyseny nebo
snizeny vyskyt je vyzrign * a t&nym pismem

3 podil pacient s danou alelou ve skugipacient, nejde o alelické frekvence

5. 7 Rozdily v zastoupeni genetickych charakterikipacienti s riznou

terapii astmatu vzhledem ke kontrolam

V tabulce Xl jsou zaznamenany rozdily v zastoupgametickych charakteristik
pacientt s iznou terapii astmatu vzhledem ke zdravym Kkontrol&gtatisticky

vyznamm zvySeny nebo snizeny vyskyt je oZea * a tinym pismem.

Tab. Xl.: Rozdily v zastoupeni genetickych charakteristik iga s miznou

terapii astmatu vzhledem ke kontrolam.

terESizez’s LTRA 23 Gc 23 Ostatni®* %3 Kontrola?
Alely* MDR1 c3435 63.0% 65.1% 100.0% 60.0% -
MDR1 t3435 87.0% 69.8% 54.5% 80.0% -
MDR1-2 c=129 2.1% 7.0% 18.2% 0.0% -
MDR1-2 t—129 100.0% 95.3% 100.0% 100.0% -
MRP1 E16-SNP1 g 82.2% 90.5% 83.3% 81.3% 95.1%
MRP1 E16-SNP1 t 93.3% 85.7% 75.0% 81.3% 87.8%
MRP1 in18-SNP2 g 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
MRP1 in18-SNP2 ¢ 42.2% 53.5% 58.3% 62.5% 52.5%
Genotypy | MDR1 3435 CC 13.0% 30.2% 45.5% 20.0% -
MDR1 3435 CT 50.0% 34.9% 54.5% 40.0% -
MDR1 3435 TT 37.0% 34.9% 0.0% 40.0% -
MDR1-2 -129 CC 0.0% 4.7% 0.0% 0.0% -
MDR1-2 -129 CT 2.1% 2.3% 18.2% 0.0% -
MDR1-2 -129 TT 97.9% 93.0% 81.8% 100.0% -
MRP1 E16-SNP1 GG 6.7% 14.3% 25.0% 18.8% 12.2%
MRP1 E16-SNP1 GT  75.6% 76.2% 58.3% 62.5% 82.9%
MRP1 E16-SNP1 TT 17.8% 9.5% 16.7% 18.8% 4.9%
MRP1 in18-SNP2 CC 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
MRP1 in18-SNP2 CG 42.2% 53.5% 58.3% 62.5% 52.5%
MRP1 in18-SNP2 GG 57.8% 46.5% 41.7% 37.5% 47.5%
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Bez ,3 LTRA?*® GC?® Ostatni®?® Kontrola?
terapie

Haplotypy | MDRL1 paternalni CC 2.4% 5.7% 8.3% 0.0% -
MDR1 paternélni CT 41.5% 42.9% 66.7% 38.5% -
MDR1 paterndlni TC 4,9% 0% 8,3% 7,7% -
MDR1 paternalni TT 51.2%  51.4%  16.7%  53.8% ;
MDR21 maternalni CC 0.0% 8.6% 8.3% 0.0% -
MDR1 maternalni CT 24.4% 37.1% 50.0% 30.8% -
MDR1 paternalni TC 4,9% 0% 8,3% 7,7% -
MDR1 maternalni TT 70.7% 54.3% 33.3% 61.5% -
ggpl In18-SNP2 paternalni ¢ 900 33305 16.7% 16.7% 5.0%
MRPLINIS-SNP2patemaint 20490+ 8.3%+  33.3%*  33.3%  85.0%
VRPLINIS-SNPZpatemanl 000 3%  167%  167%  50%
VRPLINIS-SNP2patemainl 64 706+  500%+ 333%  333%  50%
ggpl in18-SNP2 maternalni ) o, 8.3%  16.7% 16.7% 0.0%
ggpl In18-SNP2 maternalni 50 500 55305 50.0% 50.0% 20.0%
¥'§P1 in18-SNP2 maternalni g Jo/i 000 16.7% 0.0% 0.0%
VRPLINIS-SNP2matemain’ 5 306+ 33.3%* 16.7%+  33.3%  80.0%

1 GC + LTRA ( GC — glukokortikoidy; LTRA — leukotnievi antagonisté)

2 procenta jsou s@tena v ramci dané skupiny paciént

3 statisticka vyznamnost rozdilu v zastoupeni gekgtih charakteristik mezi pacientyinou terapii astmatu a kontrolou
hodnocen Fisherovynmi@snym testem; statisticky vyznamné rozdily ¢emy *
4 podil pacient s danou alelou ve skugipacient, nejde o alelické frekvence

Ani v alelickych ani v genotypovych frekvencich glbnalezeny statisticky

vyznamné rozdily.

Haplotypova analyza byla provedena pouze u SNP déRP1. Zde hyly
nalezeny vyznamné rozdily u haplolymRP1 in18-SNP2 paternalni GG, MRP1 in18-
SNP2 paternalni TG, MRP1 in18-SNP2 maternalni T@RP1 in18-SNP2 maternalni
TG (Tab. XI).
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6 Diskuse

Pri lécb¢ astmatu sedine pouzivaji antagonisté leukotriem glukokortikoidy,
z tohoto divodu byly pro vyzkum zvoleny geny ABCB1/MDR1 a ABCMMRP1, které
koduji pislusné transportéry. ABCB1/MDR1 je specificky praransport
glukokortikoidi. Z lymfocyti aktivre transportuji glukokortikoidy semem ven z bugk
a redukuji tak jejich efektivitu (Farrett Kelleher, 2003). Zatimco ABCC1/MRP1 ma
substratovou specifitu pro antagonisty leukotkierkteré blokuji receptor pro
prozartlivé mediatory cysteinyl leukotrieny (Lima, 2007)

Vztah I&€by astmatu a gén ABCB1/MDR1 a ABCC1/MRP1 byl zji®van
vzhledem k vyskytu vybranych polymorfism

Pfi hodnoceni alelickych a genotypovych frekvenck (Vab. VII., kapitola 5. 3)
polymorfismu E16-SNP1 byla u astmadiiktanovena frekvence alely G 48 % a alely T
52 %, u kontrol pro G 53 % a pro T 47 %. ¢&hto hodnot nelze vyvozovat
prokazatelné rozdily. Zatimco v datab&zi NCBI jedena pro tento polymorfismus
alelicka frekvence pro evropskou populaci 90,5 @ @ra 9,5 % pro T. Tato frekvence
se tedy znan¢ liSi od naSich vysledk U polymorfismu [In18-SNP2 byla u astmaditik
zjisténa frekvence alely C 25 % a alely G 75 %, u konpra C 27 % a pro G 73 %.
Ani podle gchto hodnot nelze zjistit prokazatelné rozdily. Atabazi NCBI je dana pro
tento polymorfismus u evropské populace alelick&vence 15,5 % pro C a 84,5 % pro
G. Frekvence se odliSuje od naSich Zpgth adaj. Vyznamna vyjimka byla nalezena
u polymorfismu E28-SNP1 genu ABCC1/MRP1, kde pooiidine dostupné dabaze
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov — SNP database) je frethoe alely A 28% a G 72%.
V nami vySetovanych skupinach byla nalezena pouze alela A.u&bdenda frekvence
v databazi neni dana konkrétpro evropskou populaci, cozie mit za nasledek tento
markantni rozdil, pokud se frekvence tyka jinych. rdepatrnou odliSnosti je vyskyt
frekvence alely A (2,6 %) polymorfismu E17-SNP1 wurdpami v databazi NCBI,
zatimco v naSem vyzkumu byla nalezena pouze alela G

AvSak @ hodnoceni podil urcitych alel v dané skupén byl nalezen rozdil
ve frekvenci mezi astmatiky a kontrolami. U polyfiiemu E16-SNP1 byl nalezen
rozdil ve vyskytu genotypTT a GT (na hranici statitstické vyznamnoti) magimatiky
a kontrolami. TT genotypipvaZzoval u astmatickych paciénzatimco genotyp GT byl

vice zastoupeny u kontrol. Podil alely G byl vy8Stontrol nez u astmaiik To by
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mohlo nazn&vat asociaci mezi pacienty a alelou T v homozygotnstavu
a astmatem.

Téemet u vSech haplotylp sestavenych z polymorfismE16-SNP1 a In18-SNP2
byly nalezeny rozdily mezi astmatiky a kontrolaroi.astmatik se vice vyskytoval
paternalni i maternalni haplotyp GC, paterndlnildtgp TG a maternalni haplotypy
GG a TC (viz Tab. VIIl., kapitola 5. 4).

Genotyp CC polymorfismu T-129C se vyskytoval pouzgenotypem CC
polymorfismu C3435T. S genotypem CT u polymorfisitl29C byl zaznamenan
v 75 % genotyp CC a v25 % genotyp CT u polymortis@3435T. Genotyp TT
polymorfismu T-129C se nachazel s genotypem CCOv2 %0, ve 45 % s genotypem
CT ave 34, 9 % s genotypem TT polymorfismu C343BTechto vysledk vyplyva
vzajemny vztah mezi polymorfismy T-129C a C3435ThigeMDR1 (viz Obr. 11,
kapitola 5. 5). Tato vazebna analyza n&mg Ze sledované polymorfismy by sé&lyn
v dalSich studiich zkoumat spoie.

Vzhledem k pedpokladané funkci obou sledovanych igemés dale zajimal
vztah genotyp a haplotygd k l1ébé¢ a k odpo¥di na I&bu. Pro dané polymorfismy bylo
vzledem ke kontrolam a paciént bez terapie nalezenoékolik  statisticky
vyznamnych odchylek (viz Tab. X, kapitola 5. 6; T, kapitola 5. 7). Nicmé&hnebyl
prokazan vliv sledovanych polymorfisim genu ABCC1/MRP1 na rezistenci
k leukotrienovym antagonisin (montelucast) a ani Wipad ABCB1/MDR1 se
nepodéilo prokézat zavislost polymorfisima terapii glukokortikoidy.

Pacienty |éené pomoci glukokortikoid by bylo vhodné roz#it podle stupg
zavaznosti astmatu (perzistentni lehkgerzistentni gedni perzistentniézke), ktery
piimo souvisi s davkovanim. Potom by bylo mozné djiveztah mezi vlivem davky
glukokortikoidi a uckitym haplotypem. V naSi studii to nebylo mozné ezidm
k malému potu pacient Iécenych glukokortikoidy.

DalSim zajimavym zjighim je nevyvazeny poén haplotypi z hlediska
rodicovského fivodu. V tom to pipact se bude izjm¢ jednat pouze 0 nevyvazenost
zpiasobenou malym souborem (Tab. VIII., kapitola 5.Méni ovSem ani vylaieno, Ze
vySSi/nizsi frekvence &itych haplotyfi u pacieni mohou souviset s epigenetickymi

mechanismy.

52



7 Zavér

Vyzkum se zabyval geny ABCB1/MDR1 a ABCC1/MRP1eré souvisi
s p'renosem lék. V téchto genech byly zkoumany polymorfismy, které byhtgomit
vliv na jejich funkci jako transportér

Genotypizace polymorfisinbyla provedena pomoci aletodiskriminani/SNP
real-time PCR za pomoci fluores¢ed znaenych TagMan sond. Pro kontrolu
spravnosti  diskriminace genotyp jednotlivych polymorfisi  bylo provedeno
sekvencovani islusnych uUsek gemri ABCB1/MDR1 a ABCC1/MRP1 u vybranych
proband. Byla prokdzana shodnostchto sekvenci s danymi alelodiskriménami
kiivkami z real-time PCR.

Vyhodnoceni alelickych a genotypovych frekvenci obymoZzné pouze
u polymorfismi E16-SNP1 a In18-SNP2 genu ABCC1/MRP1 a polymoidi€$8435T
a T-129C genu ABCB1/MDRL1. U zbyvajicich polymorfisrayl objeven pouze jeden
genotyp. Ze zji&#nych alelickych a genotypovych frekvenci polymsmii E16-SNP1
a In18-SNP2 genu ABCC1/MRP1, které byly porovnaveempouborem kontrol, nebylo
mozné vyvozovat prokazatelné rozdily mezi astmadikpntrolami.

Vztah genotyp a haplotyg klécbé a k odpo¢di na I&€bu byl sledovan
v souvislosti s pedpoklddanou funkci obou sledovanych tgerPro hodnocené
polymorfismy bylo nalezeno ¢Rolik statisticky vyznamnych odchylek vzhledem ke
kontrolam a paciefim bez terapie. AvSak nepdda se prokazat vliv sledovanych
polymorfismi genu ABCC1/MRP1 na rezistenci k leukotrienovymtagonistm.
Zavislost |éby pomoci glukokortikoid na vyskytu polymorfisin v genu
ABCB1/MDR1 nebylo mozné také prokazat.

Vazebnou analyzou byl zji&t vzajemny vztah mezi polymorfismy T-129C
a C3435T genu MDR1, coz naznge, Ze sledované polymorfismy by bylo vhodné
v dalSich studiich zkoumat spoie.

Vliv polymorfismi ABCB1/MDR1 a ABCC1/MRP1 genna odpo¥d’ na I&bu
alergicka onemocimi je zatim spekulativni, protoze v této oblastitidhvalidni klinické

studie.
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8 Seznam pouzitych zkratek

A
ABCB1
ABC
ABCC1
ADP
Ala
AP-1
Asn
Arg
ATP
BLAST

bp
cDNA
CFTR

Ct

Cys
CYSLT
CYSLT1

CYSLT2

dATP
dCTP
ddATP
ddCTP
ddGTP
ddNTP

ddTTP
dGTP

Angstrém - Angstrém

ATP-binding cassette B1 — ATP vazebna kaBdta
ATP-binding cassette — ATP vazebna kazeta
ATP-binding cassette C1 — ATP vazebna leagdt
adenosine diphosphate - adenosindifosfat
alanine — alanin

activator protein 1 - aktivai rotein 1

asparagine — asparagin

arginine — arginin

adenosine triphosphate - adenosintrifosfat

basic local alignment search tool — proggam vyhledavani

lokalni podobnosti mezi sekvencemi

base pair — péar bazi

complementary DNA — komplementarni DNA

cystic fibrosis transmembrane conductancelasy —
transmembranovy vodivy regulator cysticke fibfézy
threshold cycle — prahovy cyklus

cysteine — cystein

cysteinyl leukotriene - cysteinyl leukotrien

cysteinyl leukotriene receptor 1 - cysteilegkotrienovy
receptor 1

cysteinyl leukotriene receptor 1 - cysteilgglkotrienovy
receptor 2

deoxyadenosine triphosphate — deoxyadetrdasfat
deoxycytidine triphosphate — deoxycyta#iwsfat
dideoxyadenosine triphosphate — dideoxyaziatrifosfat
dideoxycytidine triphosphate — dideoxycittrifosfat
dideoxyguanosine triphosphate - dideoxyguiatrifosfat
dideoxyribonucleotide triphosphate —
dideoxyribonukleosidtrifosfat

dideoxythymidine triphosphate - dideoxytimtrifosfat

deoxyguanosine triphosphate — deoxyguatrdasfat
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DNA
dNTP
dTTP
EB
EDTA

EtBr
FAM
FLAP

GC
GINA
GSH
Gly
H69AR

HSE
kDa

LB
5-LO
LSGGQ

LO

LT
LTA,
LTBa4
LTC,
LTD4
LTE,4
LTAsH
LTC4S
LTRA

Lys

deoxyribonucleic acid — deoxyribonukleov&é&iina
deoxyribonucleosid triphospahe — deoxyribkdeosidtrifosfat
deoxythymidine triphosphate — deoxytimidfosfat

elution buffer — ekni pufr

ethylenediamine tetraacetic acid — kyselina
ethylendiamintetraoctova

ethidium bromid — ethidium bromid

carboxy fluoresceine — karboxyfluorescein

arachidonate 5-lipoxygenase activating proteaktivani protein
arachidonatu-5-lipoxygenazy

glucocorticoide — glukokortikoid

global initiative for asthma —stova iniciativa pro astma
glutathion - glutathion

glycine — glycin

multidrug-resistant small cell lung cancelt tee — mnoholékow
rezistentni bu&tna linie rakoviny plic

heat shock element — element teplotniho Soku

kilodalton - kilodalton

lysisbuffer — lyzovaci pufr

5-lipoxygenase — 5-lipoxygenaza
leucine-serine-glycine-glycine-glutamineegdin-serin-glycin-
glycin-glutamin

linker O — linker O

leukotriene -leukotrien

leukotrieneA, - leukotrienA,4

leukotrieneB, - leukotrienB4

leukotrieneC, - leukotrienC,4

leukotrieneD, - leukotrienD4

leukotrieneE, - leukotrienE,

leukotrieneA, hydrolase — leukotrien Aydrolaza
leukotrieneC, synthase - leukotrie@, syntaza

leukotriene receptor antagonist — antagorn&t&orienového
receptoru

lysine —lysin
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MEF1

MDR1

MRP1

MSD
MRNA
NaOAc
NBD
NCBI

NLB
p53
PB
PCR
PE
P-gp
POP4

QPCR

RecA
RNA
rpm
SDS
Ser
SNP

Spl

TBE

™
TMD

MDR1 promotor-enhancing faktor 1 — MDR1 faktovySujici
promotor

multidrug resistance 1 - gen #gpujici mnoholékovou
rezistenci

multidrug resistance-associated protein tepr@sociovany
s mnoholékovou rezistenci

membrane-spanning domain — membrénovZzena doména
messenger ribonucleic acid — mediatorovéarmukleova kyselina
sodium acetate — acetat sodny

nucleotide binding domain — doména vazagjidileotid
national center for biotechnology informatiemarodni centrum
biotechnologickych informaci

nucei lysisbuffer — lyzovaci pufr kyselin

transcription factor — transkéid faktor

binding buffer — vazebny pufr

polymerace chain reaction — polymerazetaova reakce
wash buffer — promyvaci pufr

P-glycoprotein — P-glykoprotein

performance optimized polymer 4 — vykonnynoglizovany
polymér 4

guantitative polymerace chain reaction — titagivni
polymerdzové&etizova reakce

recombinase A — rekombinaza A

ribonucleic acid — ribonukleovéa kyselina

rounds per minute — ¢f& za minutu

sodium dodecyl sulfate — dodecyl sulfat godn

serine - serin

single nukleotide polymorphism — jednonukldmiy
polymorfismus

transcription factor —transkeip faktor

transcription factor —transkeip faktor

tris-borate-EDTA — tris-borat-EDTA
transmembrane - transmembranové

transmembrane domain - transmembranova damé
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TMS
Thr
TRIS

Trp
3'UTR
5UTR
Val
Y-box

transmembrane segment- transmembranovyesggm
threonine — treonin
tris(hydroxymethyl)methylamine —
tris(hydroxymethyl)aminomethan

tryptophan — tryptofan

3’untranslated region — 3" ieklddana oblast
5’untranslated region — 5 nekladana oblast

valine — valin

inverted CCAAT-box - invertovany CCAAT-box
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