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1. Úvod

Alergická reakcia je charakterizovaná neadekvátnou odpoveďou inak zdravých jedincov na neškodné vonkajšie antigény. Prejavom alergickej reakcie na klinickej úrovni sú alergické choroby (napr. astma, atopický ekzém a polinóza), ktorých výskyt v posledných dekádach výrazne stúpol. Pri opakovanej expozícii organizmu týmito antigénmi (alergénmi) dochádza k rozvoju zápalových zmien v tkanivách a orgánoch vedúcich nasledovne k poruchám ich funkcie a integrity1.

Výskyt alergických chorôb je známy už pomerne dlhú dobu. Prvý popis choroby, ktorej symptómy by mohli odpovedať pochádza zo starovekej Číny (rok 2600 pred n.l.). O astme vieme tiež z Ebersovho staroegyptského papyrusu, kde jeden recept popisuje prípravu zmesi k inhalácii (16 str. pred n.l.). Ako medicínsky termín bola astma použitá až Hippokratesom v jeho diele Corpus Hippocraticum (približne v 4. storočie pred n.l.).  Plínius st. (okolo roku 50 n.l.) si všimol vzťah peľov s výskytom dýchacích ťažkostí a ako liek odporúčal  látku na báze efedrínu rozpustenú vo víne. Henry Hyde Salder2 už v roku 1860 vo svojom veľkom diele pojednávajúcom podrobne o astme napísal, že nemôže byť pochybností o tom, že astma je dedičným ochorením. Neskoršie štúdie výskytu častých alergických ochorení u dvojčiat odhalili, že dedičná predispozícia má dôležitú úlohu pri ich vzniku a ich heritabilita bola vyššia u monozygotných dvojičiek v porovnaní s dizygotnými3,4. Štúdia dvojičiek z roku 2009 poukázala na to, že genetické faktory najsilnejšie ovplyvňujú hladinu IgE a vek nástupu alergického ochorenia5. V rodinách s výskytom alergického ochorenia nebol preukázaný jasný typ mendelovského dedičného prenosu a navyše vplyv vonkajšieho prostredia zohráva v etiopatogenéze týchto onemocnení taktiež dôležitú úlohu. Preto sa alergické choroby v dnešnej dobe považujú za choroby s komplexnou dedičnosťou a okolité prostredie má vplyv na variabilitu a dobu prejavenia sa symptómov alergie6-9. 

Nastavenie imunitného systému dieťaťa môže byť ovplyvnené už i prenatálne v dôsledku spôsobu života matky. Pravidelná expozícia matky  prostrediu bohatému na mikrobiálne zložky bola spojená s protektívnym vplyvom proti atopickej senzibilizácii plodu v postnatálnom období10. Suplementácia kyselinou listovou  v priebehu tehotenstva vo vzťahu k atopii a astme je ďalšou diskutovanou témou. Podľa záverov štúdie Whitrova a spol.11 prestavovalo užívanie kyseliny listové v 3. trimestri 1,25x vyššie riziko pre výskyt detskej astmy (v 3,5 roku) a 1,32x vyššie riziko pre rozvoj perzistujúcej astmy. Tieto výsledky boli v súlade s pozorovaniami u myší a dávali sa do súvislosti s epigenetickými vplyvmi – možné zvýšenie metylácie génov zodpovedných za vznik astmy. Sharland a spol.12 zhodnotili výsledky štyroch predchádzajúcich observačných štúdií, a došli ku kontroverzným výsledkom, nakoľko asociácia bola buď len mierna, alebo so suplementáciou folátmi v skorej alebo pokročilej fáze gravidity. Bekkers a spol.13 naproti tomu, s výnimkou mierneho zvýšenia rizika pre skoré pískanie na prieduškách v roku života, nenašli zvýšené riziko výskytu respiračných alebo alergických problémov v spojitosti s prenatálnou suplementáciou kyselinou listovou. Fajčenie v gravidite je ďalším faktorom, ktorý bol spojený s výskytom astmy u detí14, pričom tento vplyv môže byť výraznejší u dcér žien fajčiacich v tehotenstve15, alebo u osôb nesúcich Arg16 alelu v géne pre 2-adrenergný receptor16.


V roku 1989 bola po prvý krát popísaná väzba chromozómovej oblasti 11q13 s výskytom atopie17. Tento objav bol momentom, ktorý odštartoval revolúciu v štúdiu molekulovo  genetickej podstaty alergických chorôb – zatiaľ čo v roku 1998 bolo známych 6 lokusov spojených s výskytom atopie, astmy alebo súvisiacich fenotypov, tak v roku 2008 Vercelli18 už referuje o viac než 200 kandidátskych génoch pre astma a súvisiace fenotypy identifikované pomocou rôznych prístupov. V nasledujúcich rokoch pribudli ďalšie poznatky o molekulárne – genetickej podstate alergických chorôb na základe celogenómových asociačných štúdií (GWAS). 

2. Charakteristika alergií
2.1 Imunopatologické reakcie

Každá imunologická reakcia prebiehajúca v organizme môže za určitých okolností viesť k menšiemu alebo väčšiemu poškodeniu organizmu. V prípade týchto okolností potom hovoríme o imunopatologickej reakcii. Táto môže byť do určitej miery i vedľajším následkom v priebehu bežných obranných reakcií organizmu proti patogénom či v dôsledku imunitnej reakcie proti antigénom telu vlastným (autoimunitné reakcie). V prípade alergie dochádza k neadekvátnej reakcii na antigény, ktoré sú bežne neškodné, tieto označujeme ako alergény. 

Imunologické reakcie delíme podľa prevládajúcich mechanizmov na reakcie sprostredkované humorálne a bunkami. Pri rozvoji samotnej alergickej reakcie sa môže uplatniť prakticky ktorákoľvek zo základných typov imunologických reakcií, ktoré sa klasicky delia do 4 skupín podľa Coombsa a Gela. Toto klasické delenie však nezahrňuje všetky imunopatologické mechanizmy, ktoré v dnešnej dobe poznáme - bolo doplnené Roittom  o reakcie antireceptorových protilátok. Súčasne k vzniku alergickej reakcie môže dochádzať aj kombináciou vyššie uvedených reakcií20.

2.1.1 Humorálne imunopatologické reakcie

Reakcia I. typu – reakcia s účasťou IgE protilátok, atopia

Táto reakcia je najčastejšou a je charakteristická tvorbou IgE proti niektorým alergénom vonkajšieho prostredia, ako napr. peľové zrnká či potravinové alergie a pod. Je označovaná tiež ako precitlivenosť bezprostredného typu, nakoľko po styku s alergénom dochádza k reakcii v priebehu niekoľkých minút. Pre rozvoj samotnej reakcie je ale najprv potrebná senzibilizácia organizmu – pri prvom kontakte s alergénom je alergén pohltený antigén prezentujúcimi bunkami (APC), následne je v nich rozložený na peptidové fragmenty, ktoré sú pomocou HLA vystavené na povrchu APC. Takto prezentované fragmenty alergénu môžu byť rozpoznané receptormi naivných CD4+ T lymfocytov, ktoré sa v dôsledku tejto interakcie diferencujú v alergén špecifické Th2 bunky. Th2 bunky následne produkujú, mimo iné, i IL-4, ktorý podnecuje B lymfocyty k tvorbe špecifických IgE (izotypový priešmyk / prepnutie). Vytvorené IgE sa s vysokou afinitou viažu na mastocyty a bazofily. Takto vyzbrojené bunky sa po opätovnom stretnutí so špecifickým alergénom aktivujú a uvoľňujú histamín, heparín a ďalšie substancie podporujúce zápal. Jedná sa o prvú fázu alergickej reakcii, po ktorej nasleduje fáza charakteristická tvorbu a sekréciou metabolitov kyseliny arachidónovej. Samotná alergická reakcia potom prebieha v závislosti na mieste vstupu buď lokálne (napr. alergická nádcha) alebo celkovo (anafylaktický šok) 19,20. 

Reakcia II. typu – reakcia mediovaná pomocou IgG a IgM protilátok
1. cytotoxické protilátky

IgM a IgG protilátky, ktoré vznikajú pri tomto typu reakcie, majú schopnosť aktivovať komplement alebo vyvolať reakciu typu ADCC (bunková cytotoxicita závislá od protilátok). Fagocyty a NK bunky pomocou svojich povrchových Fc receptorov sú schopné viazať časti molekúl IgM. Týmto mechanizmom sú fagocyty a NK bunky schopné rozpoznať bunky označené protilátkami, dostať sa s nimi do blízkeho kontaktu pomocou vlastných mechanizmov cytotoxicity ich potom zničiť. Do tejto skupiny patria transfúzne reakcie (hlavne pri inkompatibilite ABO systému), ďalej Rh inkompatibilita a reakcie pri orgánovo špecifických autoimunitných chorobách (cytopénie, Goodpastureovej syndróm) apod. 
2. blokujúce alebo stimulujúce protilátky


Tento typ protilátok stimuluje alebo blokuje funkciu cieľovej štruktúry. V prípade membránových receptorov dochádza k stimulácii jeho funkcie (napr. anti TSH protilátky pri Graves Basedovej chorobe) či k blokovaní jeho funkcie v dôsledku kompetície s určitým ligandom (napr. myastenia gravis, vzácne formy diabetu). Ďalej protilátky môžu inhibovať funkciu i určitého proteínu (napr. perniciózna anémia, antifosfolipidový syndróm a niektoré formy hemofílie). 

Reakcia III. typu – imunopatologická reakcia s tvorbou imunokomplexov

U týchto reakcií je možné nájsť určité paralely s atopiou, spôsobujú ich ale IgG protilátky. Za fyziologických podmienok dochádza po vytvorení komplexu protilátky s alergénom k ich eliminácii prostredníctvom fagocytózy. Pri nefyziologických pochodoch dochádza k ich ukladaniu do tkanív a ich väzbe na Fc receptory fagocytov, či k spusteniu komplementu s následnou aktiváciou poškodzujúcich reakcií. K tvorbe veľkého množstva imunokomplexov schopných viesť k patologickému stavu je ale potrebná tvorba veľkého množstva protilátok. V dôsledku tohto faktu tieto reakcie vznikajú až po určitej dobe, priemerne po 10-14 dňoch. Tento typ reakcie sa typicky vyskytuje napr. tzv. sérovej nemoci, Arthusovej reakcii alebo pri poškodení pľúc pri tzv. farmárskych pľúcach. Pri autoimunitných chorobách môžeme túto reakciu pozorovať napr. pri systémovom lupus erytematodes.

2.1.2 Imunopatologické reakcie mediované bunkami

Reakcia IV. typu – imunopatologická reakcia s oddialeným nástupom (DTH)

Tento typ lokálnej zápalovej reakcie je závislý na Th1 lymfocytoch a makrofágoch / monocytoch. Prvý kontakt organizmu s alergénom vedie k tvorbe špecifických Th1 buniek. Po opakovanom stretnutí sa s antigénom dochádza s 24 – 72 hodinovým oneskorením v mieste jeho vstupu k lokálnej reakcii, pretože do tohto miesta musia najprv migrovať Th1 bunky a makrofágy a vzájomne sa zastimulovať (IFN- produkovaný Th1 lymfocytmi aktivuje makrofágy). V dôsledku infiltrácie týmito bunkami dochádza k výskytu charakteristického tvrdého opuchu. Za fyziologických podmienok vedie táto reakcia k odstráneniu intracelulárnych patogénov, pri pretrvávajúcom podnete však dochádza k poškodzovaniu tkaniva. Tento typ reakcie je zodpovedný za poškodzovanie tkanív napr. pri mykobakteriálnych infekciách alebo pri niektorých autoimunitných ochoreniach (sarkoidóza, granulomatózne vaskulitídy či demyelinizačné autoimunitné choroby).

Ďalšie typy bunkami sprostredkovaných imunopatologických reakcií.

Zástupcom tejto skupiny je reakcia mediovaná cytotoxickými bunkami, ktorá je podobná reakcii DTH, ale v jej patogenézii sa nadto aktivujú ďalšie efektory, hlavne CD8+ lymfocyty – likvidujú bunky infikované vírusmi alebo inak označené bunky. Ďalej sa tu uplatňujú Th17 lymfocyty produkciou hlavne IL-17, IL-21 a IL-22. Tento typ reakcie sa uplatňuje pri vírusových hepatitídach, niektorých formách autoimunitných zápalov štítnej žľazy a v pri akútnej rejekcii transplantátu.

Do tejto skupiny reakcií sa ešte radia reakcie na cudzie teleso  a reakcie pri sepsy.

2.2 Atopia

Ako už bolo v úvode spomenuté, alergická reakcia sa môže rozvíjať na podklade ktoréhokoľvek typu imunopatologickej reakcie. Nakoľko však najčastejšou reakciou uplatňujúcou sa u  alergikov je precitlivenosť 1. typu, charakterizovaná tvorbou IgE protilátok, tak o alergii v užšom slova zmysle hovoríme práve v takýchto prípadoch. Atopiou potom označujeme geneticky podmienenú predispozíciu reagovať na bežné alergény vonkajšieho prostredia zvýšenou tvorbou špecifických protilátok triedy IgE a to i pri veľmi nízkej koncentrácii alergénu1. Osoba s atopiou sa bežne označuje ako atopik.

Hladina IgE protilátok je za normálnych okolností, a to i u atopikov,  v rozmedzí do 0,2 mg/dL. Cirkulujúce IgE pretrvávajú relatívne krátko, ich polčas výskytu v krvnom obehu je len približne 2 dni. V prípade ich väzby na povrch tkanivových mastocytov sú pomerne stabilné a majú schopnosť perzistovať v organizme i mesiace19. Samotné mastocyty nesú na svojom povrchu vysoko afinitný receptor pre IgE (FcRI). Sliznice (respirační trakt, gastrointestinálny trakt či sliznice očných spojiviek) a koža sú miestami s najvyšším obsahom mastocytov a preto k výskytu IgE mediovaných alergických chorôb dochádza práve v týchto oblastiach organizmu. Klasicky uvádzanou fyziologickou funkciou IgE protilátok je ochrana organizmu proti parazitom. V prípade alergického ochorenia však dochádza k reakcii na neškodný alergén, ktorá môže viesť až k poškodeniu relevantného orgánu alebo celého organizmu. 

Atopia postihuje 30 – 40% osôb v populácii vo vyspelých štátoch, no nie vždy musí mať i jednoznačný klinický dopad, nakoľko časť atopických osôb s preukázateľnou tvorbou špecifických protilátok nemá alergické ťažkosti. Opakovaná expozícia organizmu určitým alergénom a jeho interakcia so   špecifickými IgE následne vedie k rozvoju zápalovej rekcie, ktorá sa klinicky prejaví ako niektoré z alergických ochorení.  Zjednodušene je potom možné prirovnať alergické ochorenie ako fenotypové prejavenie sa atopického genotypu, pričom je ale nutné pamätať na to, že toto prirovnanie platí len pre reakcie sprostredkované pomocou IgE1,19. 

2.3 Alergény

Alergénom môže byť označená akákoľvek cudzorodá látka majúca vlastnosť viesť k alergickej reakcii. V praxi sa alergénom označuje jednak jeho zdroj (breza, roztoče a pod.) i konkrétna chemická štruktúra s imunochemicky alebo molekulárne charakterizovateľným epitopom. Väčšinou sa jedná o proteíny alebo glykoproteíny, niektoré z nich majú  i enzymatickú aktivitu (jedná sa o proteázy). Medzi hlavné alergény patria tie, na ktoré až 90% alergikov reaguje tvorbou špecifických IgE protilátok. Niektoré alergizujúce bielkoviny môžu pochádzať z viacerých zdrojov, ich medzidruhová sekvenčná homológia je asi 90% a označujeme ich ako panalergény. Sú príčinou skrížených alergií. Vonkajšie prostredie môže taktiež ovplyvňovať vznik alergie, je známym faktom, že napr. exhaláty z automobilovej dopravy zvyšujú alergénny potenciál peľových antigénov1. 

2.4 Mechanizmy vedúce k tvorbe IgE protilátok


V procese tvorby IgE protilátok stoja v centre diania, mimo samotný alergén vyvolávajúci alergickú reakciu, Th a B lymfocyty. Dôležitú úlohu majú aj ďalšie bunky, ktoré sa stýkajú s antigénom, spracovávajú ho a na záver predkladajú práve T lymfocytom – jedná sa o tzv. antigén prezentujúce bunky (APC). Medzi ne patria hlavne dendritické bunky (DC) a folikulárne DC, ďalej aj monocyty, makrofágy, bazofily a za určitých okolností i B lymfocyty21. Antigén je teda spracovaný profesionálnou APC, táto ho prezentuje asociovaný na HLA II na svojom povrchu a po rozpoznaní fragmentu antigénu príslušnou Th2 bunkou dochádza k jej aktivácii. Th2 lymfocyt nasledovne sekrétuje množstvo lymfokínov, z ktorých niektoré pôsobia aktivačne na B lymfocyty, pričom Th2 zároveň i fyzicky kontaktuje B lymfocyt, čím dochádza k plnej aktivácii B lymfocytu a tvorbe IgE.

2.4.1 Senzibilizácia alergénom, tvorba Th2 lymfocytov

Pri prvom stretnutí organizmu s alergénom je tento pohltený APC – najčastejšie DC, popr. pomocou antigén špecifického IgM na povrchu B lymfocytu (Obr.1). Následne je antigén v endozómoch spracovaný a jeho fragmenty sú vystavené na povrchu APC v komplexe s molekulou HLA II. triedy. Ideálnymi APC sú práve DC, nakoľko nesú na svojom povrchu obrovské množstvo HLA II, potrebné adhézne molekuly a kostimulačné bielkoviny CD80 a CD86.  V prípade, že  naivný CD4+ T lymfocyt (Th0) pomocou svojho receptoru (TCR) rozpozná antigén na povrchu APC, tak dostane ďalšie signály k svojej diferenciácii a to prostredníctvom svojho kostimulačného receptoru CD28, ktorý sa viaže na CD80 alebo CD86 exprimovaných na povrchu APC a ďalej prostredníctvom signalizácie cez receptory pre IL-4 a IL-2.
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Obr.1 Senzibilizácia organizmu alergénom
Dendritická bunka (DC) funguje ako APC – po pohltení alergénu / antigénu (čierna bodka), dochádza k jeho štiepeniu v endozómoch. Po naštiepení (menšie čierne bodky) sú fragmenty alergénu prezentované vo väzbe s HLA na povrchu DC – v tomto prípade na jednom jej zväčšenom dendrite. Po rozpoznaní fragmentu alergénu naivnou Th bunkou (pomocou špecifického TCR) a po následnej ďalšej kostimulácii (CD28-CD80/86, adhézne molekuly ICAM-LFA-1, IL-4) dochádza k stimulácii Th bunky, diferenciácii na Th2 formu a sekrécii špecifickej kombinácie cytokínov. Následne, v prípade rozpoznania prezentovaného antigénu na B bunke prostredníctvom TCR, dochádza k stimulácii B lymfocytu a tvorbe IgE protilátok.
Dochádza tak k proliferácii a diferenciácii na klon zrelých efektorových Th22 buniek, tieto produkujú rôzne lymfokíny (hlavne IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 a IL-13) a sú schopné poskytovať pomoc (špecificky i nešpecificky) B bunkám a umožniť im tak sekréciu IgE19,22,23.  Pre tvorbu IgE je potrebný práve IL-4 ale i IL-13. IL-5 indukuje proliferáciu eozinofilov, IL-6 tvorbu neutrofilov a stimuluje T a B bunky,  IL-9 zase indukuje proliferáciu žírnych buniek. 

2.4.2 Signály vedúce k tvorbe IgE


B lymfocyty na svojom povrchu nesú pre ne typický receptor B bunky (BCR), ktorý je schopný rozoznať špecifický antigén. V prípade, že na B bunke je v komplexe s HLA II naviazaný špecifický antigén a tento je možné  rozpoznať prostredníctvom TCR konkrétneho Th2 lymfocytu (jeho TCR má rovnakú antigénnu špecifikáciu), tak TCR sa naň naviaže a T lymfocyt je schopný B lymfocytu poskytnúť špecifickú pomoc (Obr.2). Po kontakte TCR s B bunkou postačuje k stimulácii produkcie IL-4 už len kontakt s  adhéznymi molekulami na B lymfocyte22. Signalizácia prostredníctvom IL-4 je prvým signálom pre tvorbu IgE – IL-4 sa viaže na svoj receptor na B bunke, aktivuje signálnu dráhu v ktorej má centrálne postavenie STAT6, ten prenáša signál do bunkového jadra a jeho úlohou je iniciácia transkripcie C lokusu ťažkých reťazcov protilátok23. B bunka ale ešte v skutočnosti netvorí funkčné ťažké reťazce.
Aktivácia TCR zároveň vedie i k expresii CD40L na povrchu T bunky (táto molekula sa vyskytuje na povrchu T buniek v pokojovom štádiu). Na B bunke je jeho receptor CD40, ktorý je na rozdiel od CD40L exprimovaný konštitutívne. CD40L sa viaže na CD40 B bunky, indukuje jeho oligomerizáciu predstavuje druhý signál, ktorý spúšťa delečný rekombinačný priešmyk k tvorbe IgE. Aktivácia CD40 na B lymfocyte zároveň vedie k expresii ďalších povrchových molekúl, a to hlavne molekúl z rodiny B7 (CD80 a pod.). Tieto sa viažu na svoj receptor CD28, konštitutívne exprimovanom na T bunke. CD28 je kostimulačnou molekulou a slúži k ďalšej amplifikácii cytokínového signálu19,22,23. Aktivácia CD40 vedie taktiež k expresii CD23, čo je receptor pro IgE s nízkou afinitou.
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Obr. 2. Stimulácia B bunky Th2 lymfocytom
Indukcia tvorby IgE vyžaduje prítomnosť dvoch signálov. V prvom kroku rozpozná TCR Th2 bunky antigén na BCR. V dôsledku tohto dochádza jednak k indukcii tvorby IL-4 a ďalších cytokínov a súčasne sa začne exprimovať CD40L – ten sa následne viaže na CD40 B bunky. Signál z CD40 aktivuje potom 2 deje. Jednak dochádza v spolupráci zo signálom z receptoru pre IL-4 k tvorbe IgE a jednak väzbou ligandov kostimulačnej skupiny B7 (CD80 a CD86 na CD28) dochádza k ďalšej stimulácii tvorby IL-4 v T bunkách, čo vedie k amplifikácii cytokínového signálu. 

2.4.3 Mechanizmus tvorby IgE 


Protilátky sú vo všeobecnosti zložené z ľahkých a ťažkých reťazcov. Ľahké reťazce obsahujú jednu variabilnú a jednu konštantnú doménu (VL a CL). Ťažké reťazce triedy IgE sa skladajú z jednej variabilnej domény VH a štyroch konštantných domén CH1-4 (sekrétované formy). Dodatočne  ešte môžu obsahovať C terminálnu M doménu, ktorá je zodpovedná za ukotvenie protilátok v plazmatickej membráne. Jednotlivé génové lokusy pre reťazce vo všeobecnosti obsahujú väčšie množstvo génov tandemovo usporiadaných za sebou (Obr.3), z ktorých prostredníctvom unikátneho rekombinačného procesu dochádza k zostaveniu výsledného génu kódujúceho špecifický reťazec.
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Obr. 3  Štruktúra lokusov kódujúcich imunoglobulínové reťazce.

Ťažké reťazce sú kódované IGH lokusom, ľahké reťazce  kóduje zase génový komplex IG a reťazce  lokus IG (upravené podľa Hořejší a Bartůňková26).

2.4.3.1 Antigénna špecifickosť - preskupovanie génov pre VH a VL domény imunoglobulínov


V priebehu svojho vývoja prechádza B lymfocyt viacerými štádiami. V štádiu pro-B začína tvorba protilátok, ktorá nie je závislá od antigénneho stimulu. Ako prvé sa začnú tvoriť ťažké (H) reťazce. Proximálna časť IgH lokusu obsahuje sady segmentov pre tvorbu variabilnej časti ťažkého reťazca:

· V segmenty (variabilita) – každý z VH génov je zložený z exónu L (leader = slúži k transportu proteínu do endoplazmatického retikula) a z exónu V, ktorý tvorí prevažnú časť celého génu (jednej kazety V)

· D segmenty (diverzita)

· J segmenty (z anglického joining)

V procese tvorby variabilnej časti reťazca dochádza temer k náhodnej kombinácie V, D a J segmentov (dochádza k tendencii preferovať V segmenty najbližšie k J segmentom). Pre proces rekombinácie sú potrebné enzýmy RAG-1 a RAG-2, ktoré majú k topoizomeráze podobnú aktivitu, sú zodpovedné za štiepenie DNA a i za jej opätovné spájanie (diskutované v ref.24). K presnému určeniu miesta, v ktorom má nastať štiepenie DNA, slúžia tzv. rekombinačné signálne sekvencie. Jedná sa o sekvenčne konzervované heptaméry a nonaméry, ktoré sú oddelené medzerníkom 12 alebo 23 báz (korešponduje k 1 alebo 2 otáčkam DNA závitnice). Samotné V, D a J segmenty sú týmito sekvenciami olemované – VH gény na 3´ konci, D gény po oboch koncoch a JH gény na 5´ konci. K rekombinácii môže dôjsť len medzi jedno a dvoj závitovým signálom25. I keď rozpoznanie miest štiepenie je presné, tak samotná ligácia fragmentov vznikajúcich pri rekombinácii už nie je celkom presná – fragmenty DNA sú spojené tzv. N úsekom, ktorý je novo syntetizovaný a má náhodnú sekvenciu nukleotidov. Toto poskytuje ďalšiu variabilitu pri vzniku antigénnej špecifickosti protilátky26. 

Ako prvé sa preskupujú segmenty D a J, kedy dôjde k vyštiepeniu DNA medzi náhodným D a JH génom. Pokiaľ ostali ešte ďalšie nevyštiepené segmenty D a J, tak tento proces sa môže opakovať. V následnom štádiu dochádza k VD preskupeniu, kedy znovu dochádza k vyštiepeniu úseku DNA medzi určitým VH génom a prestavaným DJH segmentom. Pokiaľ je výsledkom štiepenia produktívny VHDJH gén, čiže je podľa neho možné vytvoriť funkčný ťažký reťazec, tak proces preskupovania na druhej alele IGH je zastavený, dochádza k tzv. alelovej exklúzii. Dôsledkom prestavby je to, že promótor asociovaný s VH génom sa dostane bližšie k enhacéru (zosilňovač transkripcie, je medzi JH CH) a novozostavený gén sa stáva transkripčne aktívnym. Pretože k JH segmentom je najbližšie  germinálny C segment (C), tak najprv vznikajú IgM protilátky. IgD protilátky môžu vznikať neskôr v dôsledku rozdielneho splicingu. 

Tvorba  reťazcov je charakteristická pre pre-B lymfocyt. Tento sa však ešte nemôže spárovať s ľahkým (L) reťazcom, pretože ten ešte nie je vytvorený. Namiesto toho asociuje s náhradným L reťazcom (L), ktorý je tvorený proteínmi VpreB a 5. Tento komplex asociuje ešte s dimérom signálnych proteínov CD79 a CD79) a takto sa ako pre-BCR objavuje na povrchu B lymfocytu. Toto je pre bunku signálom k začatiu preskupovania génov pre L reťazce26.

Variabilné oblasti  a  reťazcov (L reťazce) sú tvorené somatickými rekombináciami V (V a V) a J segmentov (J a J). Rekombinácia prebieha obdobne k mechanizmu rekombinácie ťažkých reťazcov, začína najprv v lokuse Ig – znovu dochádza k takmer náhodnému výberu V a J, k určeniu miesta štiepenia sú znovu využívané sekvenčne konzervované heptaméry a nonaméry, k štiepeniu dochádza len medzi jedno a dvoj závitovým signálom, štepené reťazce sú znovu spojené novo syntetizovaným reťazcom N. Pokiaľ rekombinácia na IG nevedie k úspešnej prestavbe (sekvencia pre funkčný  proteín), tak dochádza k rekombinácii na IG. V prípade úspešnej kombinácie VJ sa znovu zastavuje rekombinácia na druhej alele (alelická exklúzia), v opačnom prípade B lymfocyt hynie. Tvorbou plnohodnotného IgM sa bunka stáva zrelým B lymfocytom.

Zrelý B lymfocyt sa pri styku s antigénom na folikulárnych DC v lymfoidných folikuloch aktivuje a zároveň dochádza k rozvoji intenzívnych somatických mutácií V segmentov preskupených génov pre protilátky. Dôležitú úlohu v tomto procese má enzým AID (aktiváciou indukovaná cytidín deamináza). Tento proces ďalej zvyšuje variabilitu imunoglobulínov, selektovaní sú mutanti s najvyššou afinitou k antigénu26.

2.4.3.2 Isotypový priešmyk – terminálna diferenciácia B lymfocytu


Po rozpoznaní antigénu na povrchu B lymfocytu prostredníctvom TCR o rovnakej špecifickosti ako má BCR a za spolupráce ďalších kostimulačných signálov (viď vyššie) začína T lymfocyt mimo iné sekrétovať IL-4. Ten sa viaže na IL-4 receptor na povrchu B lymfocytu, dochádza k jeho aktivácii a predaniu signálu na STAT6, ktorý tento signál prenáša do bunkového jadra. V jadre sa viaže do promótorových oblastí IL-4 responzibilných génov. V prípade interakcie T a B lymfocytov po styku so špecifickým antigénom (alergénom) sa STAT6 viaže do promótorovej oblasti C oblasti IGH lokusu. IGH lokus obsahuje niekoľko génov pre všetky konštantné podjednotky H reťazcov (obr.3) Každý z týchto génov má I exón v promótorovej oblasti, za ktorým nasleduje špecifická intrónová S oblasť obsahujúca repetitívne sekvencie, ktoré sú dôležité pre izotypové prepnutie. Výnimkou je C, ktorý nemá S oblasť. Ako posledné potom nasledujú exóny kódujúce vlastnú konštantnú časť H reťazca.

 Gén pre C typ protilátok obsahuje I exón, intrónovú S oblasť, ďalej 4 Cexóny (kódujúce celú oblasť ťažkých reťazcov IgE) a ešte event. 2 exóny M pre transmembránovú doménu IgE (v prípade nesekrétovanej formy IgE). Promótorova oblasť C obsahuje mimo väzbové miesto pre STAT6 i miesta pre ďalšie transkripčné faktory: 2 pre NFB, ďalej pre BSAP (PAX5), C/EBP a PU.127. Pre správnu a dostatočnú mieru expresie je nutná i interakcia s komplexom CBP/p300 a s NCoA28. Na základe tejto signalizácie dochádza k tvorbe  germinálneho transkriptu (-GLT) a to z miesta promótora. Z primárneho transkriptu je vystrihnutá S oblasť, takže -GLT  obsahuje I a exóny C1-4 a má veľkosť 1,7 kb29. Tento -GLT sa však označuje ako sterilný, pretože všetky možné čítacie rámce v I obsahujú stop kodóny a teda jeho transláciou nedochádza k tvorbe IgE24,29.
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Obr.4 IgE izotypový preskok (priešmyk) 

V hornej časti obrázku je znázornený lokus pre ťažké reťazce imunoglobulínov, pri indukcii izotypového preskoku (IL-4 a CD40 signalizácia) dochádza k priblíženiu sekvenčne špecifických miest pre rekombináciu (oblasť génov pre konštantné reťazce) pred CS) lokusom a pred C (S) lokusom, pričom DNA medzi týmito miestami sa vystrihne. Výsledkom (dolná časť obrázku) je vznik cirkulárneho fragmentu (ten sa degraduje) a rekombinovaného miesta S/, za ktorým nasleduje C lokus, a pri transkripcii sa potom budú tvoriť už reťazce pre IgE. 
Pre izotypový priešmyk je dôležité, aby I a S ostali intaktné. Ďalej nedávne štúdie poukázali na význam samotného S po jeho vyštiepení z -GLT mRNA pri splicingu. Zistilo sa totiž, že vo všeobecnosti sa takáto S – región obsahujúca RNA hybridizuje na komplementárnu genómovú DNA, tvorí DNA-RNA hybrid a toto vedie k vytvoreniu stabilnej „R slučky“ – DNA-RNA hybrid je spolu a protiľahlý reťazec je vo forme ssDNA. Tieto R slučky sú náchylné k štiepeniu DNA prostredníctvom excízne reparačných endonukleáz XPF-ERCC1 a XPG. Výsledkom je potom výskyt zlomov na dsDNA a tieto vlákna môžu byť navzájom spojené. Tento mechanizmus môže prestavovať indukciu izotypového prepnutia27. Samotný izotypový priešmyk sa ale uskutoční až na základe druhého signálu, ktorým je signalizácia cez aktivovaný CD40 (Obr.4). Toto vedie k nasmerovaniu AID do oblasti C lokusu. S oblasť je bohatá na cytozín a AID tu spôsobuje deamináciu cytozínov na uracily. Tieto sú nasledovne substrátom pre uracil-DNA-glykozylázu (UNG), ktorá vytvára potom zlomy jedného vlákna DNA, tzv. nicky. Vysoká hustota takýchto zlomov môže viesť k dvojvláknovým zlomom v DNA indukovaných endonukleázou. Oba tieto enzýmy majú veľmi dôležitú úlohu pri izotypovom priešmyku, nakoľko ich deficit je spojený autozomálne recesívnym typu hyperIgM syndrómu u ktorého postihnuté osoby produkujú vysoké hladiny IgM protilátok, no nie sú schopné prepnúť na tvorbu protilátky inej triedy19,30,31.

2.5 Štruktúra IgE a signalizácia pomocou IgE
Protilátky triedy IgE boli objavené ako posledné, dlho po objavení ostatných imunoglobulínových izotried a  štruktúrne sú podobné ostatným protilátkam. Sú zložené z dvoch ľahkých (L) a dvoch ťažkých (H)  reťazcov, vytvára sa teda tetramér. H reťazce obsahujú 5 domén - N terminálne jedna variabilná a ďalej 4 konštantné (kódované exónmi C1-4). V prípade membránovo viazanej formy IgE je na C konci H reťazca ešte jedna transmembránová M doména. L reťazce sú zložené z jednej variabilnej a jednej konštantnej domény.

IgE sa viažu a signalizujú prostredníctvom dvoch odlišných receptorov – FcRI (vysoko afinitný receptor) a CD23 (FcRII, nízko afinitný IgE receptor). FcRI sa vyskytuje v dvoch formách: 2 tetramér vyskytujúci sa na povrchu žírnych buniek a bazofilov, alebo vo forme 2 triméru prítomného na mnohých ďalších bunkách. Za väzbu IgE je zodpovedný  reťazec, dochádza k silnej a špecifickej interakcii so sekvenciami v C2-3 oblasti H reťazcov. Pri fyziologických hladinách IgE je FcRI nimi konštitutívne obsadený.  reťazec má dôležitú amplifikačnú úlohu pri signalizácii cez FcRI. Najväčší význam pri prenose signálu má ale  reťazec. Oba reťazce  a  majú vo svojej vnútrobunkovej časti prítomné sekvencie zvané tyrozínom aktivované imunoreceptorové motívy (ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) a práve tieto sú fosforylované receptorovými tyrozínkinázami19. 
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Obr. 5 Štruktúra a signalizácia cez FcRI 
FcRI (vysoko afinitný receptor pre IgE) je zložený z  a 2  podjednotiek. V prípade väzby IgE s polyvalentným alergénom, ktorý je schopný súčasne sa viazať na viac IgE, dochádza k multimerizácii týchto receptorov, k ich aktivácii a prenosu signálu na signálny komplex Gads/LAT/SLP-76. Tento aktivuje nasledovne niekoľko ďalších intracelulárnych signalizačných dráh. Súčasťou komplexu je i fosfolipáza C, ktorá štiepi membránový fosfo-inozitol-bifosfát (PIP2) na inozitol-1, 4, 5 trifosfát (IP3) a diacylglycerol (DAG).
IgE sa teda viažu na svoj vysoko afinitný receptor. Po kontakte s polyvalentným alergénom dochádza k agregácii FcRI, čo je signálom pre degranuláciu mastocytov a bazofilov, zároveň dochádza i k istej novotvorbe ďalších látok podporujúcich zápalovú reakciu (Obr.5). Po agregácii FcRI na povrchu bunky dochádza k fosforylácii ITAM, ktorá je mediovaná pomocou lyn tyrozín kinázy z rodiny src. Na fosforylované ITAM sa nasledovne viaže syk (SH2 doménu obsahujúca tyrozín kináza) a táto potom prostredníctvom forforylácie molekúl LAT, Gads a SLP-76 vedie k zostaveniu signálneho komplexu. Súčasťou tohto komplexu je i fosfolipáza-C (PLC), ktorá hydrolyzuje fosfatidylinositol 4,5-bisfosfonát na inozitol 1,4,5-trifosfát (IP3) a diacylglycerol (DAG). IP3 následne indukuje uvoľnenie kalciových iónov z endoplazmatického retikula. Elevácia intracelulárneho kalcia je potom veľmi dôležitým pokynom k degranulácii mastocytov. DAG a zvýšená hladina kalcia aktivuje zároveň i proteín kinázu C, ktorá spúšťa signalizáciu potrebnú pre génovú aktiváciu v mastocytoch. Degranuláciu a génovú expresiu tiež regulujú i  ďalšie signálne dráhy simultánne aktivované agregáciou FcRI (napr. SAPK a WASP dráhy)19. 

CD23 patrí do rodiny lektínov typu C a má pri porovnaní s FcRI úplne inú štruktúru i funkciu. V dôsledku alternatívneho zostrihu sa vyskytuje v dvoch formách: CD23a na povrchu B buniek a CF23b na povrchu T lymfocytov a mnohých ďalších buniek. Taktiež sa môže vyskytovať i v sekrétovanej podobe. CD23 je vo forme triméru, s dlhou, nadmerne glykozylovanou, extracelulárnou stopkou vykazujúcou štruktúrny motív „zapletenej cievky“ (coiled coil structure), ktorá je zakončená tromi doménami tvaru hlavičky – tieto viažu IgE (Obr. 6). Expresia CD23 je taktiež ovplyvňovaná hladinou IgE a naviazaný IgE chráni CD23 pred jeho degradáciou. CD23 vykazuje väčšie množstvo funkcií – napr. na povrchu B lymfocytov sa zdá, že môže suprimovať tvorbu IgE. Ďalej môže asistovať pri prostredníctvom IgE uľahčenej prezentácii antigénu (sprostredkováva vychytávanie komplexu alergén/IgE B bunkou). V neposlednej rade môže mediovať i transcytózu potravinových alergénov vzhľadom k tomu, že je exprimovaný i na luminálnej strane črevného epitelu19.
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Obr.6 Štruktúra nízko afinitného receptora pre IgE FcRII (CD23). 

CD23 je trimérom – monomér má tvar závitnice ukončenej globulárnou hlavičkou. Celý receptor je vytvorený vzájomným zapletením sa závitnicových častí monomérov. Hlavičky potom vytvárajú väzbové miesto pre IgE. Solubilná forma CD23 je tvorená odštiepením globulárnej hlavičky z receptorovej štruktúry. Pokiaľ je na receptor naviazaný IgE, tak k jeho štiepeniu nedochádza (prevzaté z Oettgen H a Broide DH19).

2.6 Fázy alergickej reakcie
2.6.1 Fáza senzibilizácie


Pri prvom stretnutí s alergénom prebieha indukcia odpovede imunitného systému pomocou všeobecných mechanizmov, po rozpoznaní alergénu prostredníctvom APC dochádza k rozvoju špecifickej T bunkovej odpovede. Ako už bolo spomenuté, najčastejšie dochádza k senzibilizácii na slizniciach. Alergén nimi preniká a v mukóznej či submukóznej vrstve dochádza ku kontaktu s APC, poprípade dochádza k jeho zaneseniu do lymfatických uzlín. Prezentáciou antigénu na povrchu APC dochádza potom k indukcii tvorby Th1 alebo Th2 lymfocytov – od toho potom závisí i typ alergickej reakcie. Th2 lymfocyty indukujú tvorbu IgE, tie sa viažu na príslušné receptory a takto „vyzbrojujú“ hlavne mastocyty k uskutočneniu reakcie pri opakovanom styku s alergénom. Th1 lymfocyty sa uplatňujú pri kontaktnej alergii (napr. ťažké kovy). Samotná fáza senzibilizácie prebieha v skrytosti, bez klinických prejavov, až pri opakovanou styku s alergénom dochádza k rozvoji vlastnej alergickej reakcie1. 

2.6.2 Včasná a oneskorá fáza alergickej reakcie

V prípade reakcie I. typu, polyvalentný alergén agreguje receptory pre IgE (FcRI)  a dochádza k okamžitému vyplaveniu nachystaných granúl zo žírnych buniek. Tieto granule obsahujú látky ovplyvňujúce alergickú reakciu, tzv. primárne mediátory. Medzi ne patria hlavne heparín, histamín, serotonín a chemotaktické faktory pre eozinofily a neutrofily. Zároveň začína i de novo tvorba primárnych mediátorov. Vo svojej podstate táto reakcia tkanivá nepoškodzuje priamo, uvoľnené látky vedú k vazodilatácii, bronchokonstrikcii, sekrécii hlienu a stimulácii nervových zakončení v koži.


Na včasnú fázu plynule nadväzuje oneskorená fáza, naplno sa prejaví až po niekoľkých hodinách. Začínajú sa tvoriť sekundárne mediátory reakcie (hlavne metabolitov kyseliny arachidónovej), ktoré majú prozápalový vplyv a do miesta reakcie priťahujú eozinofily, trombocyty, neutrofily i lymfocyty. Tieto umocňujú alergickú reakciu, pričom v postihnutom tkanive už môže dochádzať i k ireverzibilným zmenám.

Tieto popísané mechanizmy platia len pre reakciu s účasťou Th2 lymfocytov a IgE. Pri preferencii reakcii s Th1 bunkami, sa táto rozvíja omnoho neskôr, až po niekoľkých dňoch, uplatňuje sa reakcia IV. typu. Samotná alergická reakcia môže prejsť do chronického štádia, ktoré už nie je závislé od primárnej príčiny vzniku alergickej reakcie1. 
2.7 Alergické choroby


Alergická reakcia sa na klinickej úrovni prejavuje ako niektoré z alergických ochorení a to samostatne alebo v kombinácii. Alergickým procesom sú najčastejšie postihnuté sliznice a koža a podľa tohto môžeme potom rozlišovať i jednotlivé ochorenia. Medzi choroby so symptomatológiou zameranou na kožu sa radia atopický ekzém, žihľavka (urtikária) a kontaktná dermatitída. Postihnutie slizníc respiračného traktu sa manifestuje ako polinóza (alergická nádcha), chronická celoročná nádcha a bronchiálna astma. Postihnutie slizníc spojivky sa prejavuje ako alergická konjunktivitída. Postihnuté môžu byť i sliznice gastrointestinálneho traktu. Potravinové alergie majú rôzne príznaky, ktoré sa môžu vzájomne kombinovať – napr. pri alergii na bielkovinu kravského mlieka sa vyskytujú zažívacie problémy (zvracanie, hnačky, bolesti brucha, krv a hlien v stolici) s kožnými a respiračnými problémami.  

2.7.1 Výskyt alergií


Je známym faktom, že za posledných niekoľko desaťročí došlo celosvetovo k dramatickému nárastu v prevalencii alergií32-36. Napr. Jarvis a spol.32 uviedli, že v roku 1998 vo Veľkej Británii dochádzalo k zvyšovaniu prevalencie astmy alebo symptómov silne poukazujúcich na astmu u detí o 5% za rok a podobný trend bolo možné pozorovať napr. i v Švédsku, Švajčiarsku, Nórsku, USA, Austrálii a na Novom Zélande.
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Obr.7: Výskyt alergických chorôb a astmy u detí za roky 1996, 2001 a 2006 v ČR. Z prezentované dáta demonštrujú dvojnásobný nárast v prevalencii alergických chorôb v priebehu 10 rokov. Uvádzaná hodnota v percentách predstavuje kumulatívnu prevalenciu (prevzaté z informácii SZÚ37).

Situácia v Českej Republike je obdobná, alergie sú častejšie hlavne u detí. Podľa prieskumu Štátneho zdravotníckeho ústavu došlo v období rokov 1996 – 2006 temer k zdvojnásobeniu alergických ochorení i samotnej astmy v detskej populácii (obr.7) a tento trend je vidieť i v jednotlivých vekových kategóriách37,38. Medzi najčastejšie prejavy alergie u detí v ČR patrí rhinokonjunktivitída38 a najväčší výskyt medzi alergickými chorobami majú peľová polinóza (13% detí) a atopický ekzém (12 % detí, obr.8.). Ako najčastejšie alergény boli zistené pele travín (34% alergikov), ďalšie rastlinné alergény (peľ brezy a burín), a roztoče38. Výskyt alergických ochorení je závislý na veku, preto bolo pozorované, že v najmladších vekových kategóriách sa vyskytuje najviac atopický ekzém, no u starších detí sa vyskytuje hlavne peľová polinóza (obr.9). 

Vzhľadom na tento výrazný nárast v prevalencii alergií sa hovorí o epidémii alergických ochorení. K tejto zmene došlo ale v relatívne krátkom období a preto je nepravdepodobné aby v priebehu 1 generácie došlo k tak výraznej zmene v genetickej výbave populácie, ktorá by bola vysvetlením takéhoto nárastu. Pretože samotné alergické choroby majú multifaktoriálnu etiológiu, tak vysvetlením tejto dramatickej zmeny musí byť zvýraznenie vplyvov vonkajšieho prostredia – zmeny životného prostredia (smog, vyššie množstvo polutantov a pod.), zmena životného štýlu populácie, nesprávne stravovacie návyky, ale i hypotéza hygienickej teórie. Táto sa dá použiť k vysvetleniu napr. i menšieho rizika alergickej senzibilizácie či výskytu alergického ochorenia pre deti s väčším počtom súrodencov oproti jedincom s maximálne jedným súrodencom – súrodenci sa navzájom reinfikujú rôznymi komunitnými infekciami, čo potom stimuluje správnu polarizáciu vývoja imunitného systému39,40.
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Obr. 8: Výskyt alergických ochorení u detí v ČR v roku 2006. 

Na obrázku je znázornený výskyt každého ochorenia celkovo a i zvlášť pre chlapcov a zvlášť pre dievčatá. Chlapci sú znázornení lila farbou, dievčatá oranžovou a obe pohlavia dokopy zelenou farbou (prevzaté z informácii SZÚ37). 
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Obr.9: Výskyt alergických ochorení podľa veku u detí v ČR v roku 2006. 

Výskyt celkový a pre jednotlivé alergická ochorenia je na obrázku znázornení v 4 vekových katergóriách – 5, 9, 13 a 17 rokov (prevzaté z informácii SZÚ37).
2.7.2 Asthma bronchiale

2.7.2.1 Výskyt

Astma bronchiale predstavuje najčastejšiu neinfekčnú chorobu a v ČR postihuje 8 % populácie, pričom je častejšie u detí s odhadovanou prevalenciou 12-15 %41. V zahraničí sa môže táto choroba vyskytnúť i u viac než 20 % populácie42 a podľa odhadov je celosvetový odhad výskytu astmy u približne 300 miliónov osôb43. Astma sa častejšie vyskytuje u chlapcov než u dievčat, čo sa vysvetľuje menším priemerom priedušiek a zvýšeným tonusom u malých chlapcov. Okolo puberty sa začína výskyt u oboch pohlaví vyrovnávať a v dospelosti je astma skôr častejšia naopak u žien. 

2.7.2.2 Etiopatogenéza astmy

Astma je definovaná ako chronické zápalové ochorenie dýchacích ciest, na ktorom sa zúčastňuje množstvo buniek a bunkových produktov, pričom hladké svalstvo dýchacích ciest abnormálne reaguje na vonkajšie podnety a podstupuje prehnanú kontrakciu (bronchiálnu hyperreaktivitu - BHR). U tohto ochorenia prevažuje buď chronický eozinofilný alebo neutrofilný zápal v dýchacích cestách. Po kontakte dýchacích ciest s alergénom dochádza k alergickej reakcii, v dvoch fázach. Včasná fáza sa prejavuje za 10 – 30 min. po expozícii a v jej priebehu sú najdôležitejšie histamín a leukotriény – klinicky dochádza k opuchu, tvorbe hlienu a kontrakcii hladkých svalov. Zároveň sú do miesta zápalu atrahované neurofily a eozinofily. Podnetom pre tvorbu eozinofilov je hlavne IL-5 produkovaný Th2 bunkami. V oneskorenej fázy (za 4 – 8 hodín) dochádza v dôsledku zmenenej permeability ciev k prestupu eozinofilov, lymfocytov a čiastočne i neutrofilov do perivaskulárnych priestorov, kde pokračuje zápal a zvýrazňujú sa jeho symptómy. U pacientov potom môžeme preukázať BHR44. Ďalej dochádza k infiltrácii epitelu a submukózy i T lymfocytmi, mastocytmi a bazofilmi. Samotný proces postupne prechádza do chronickosti, kedy už Th2 reakcie nemajú na ďalej prebiehajúcich zmenách výrazný vplyv1. Biopsie u mladých osôb poukázali na to, že eozinofily prítomné v bronchoalveolárnej laváži sú spojené s vyšším rizikom perzistencie choroby, no závažnejšie formy choroby sú  závislé od prítomnosti neutrofilov a to u detí i dospelých45.

I keď pre astma sú dôležité alergická reakcia a chronický zápal, tak v centre diania sú dýchacie cesty. Poškodenie povrchového epitelu dýchacích ciest indukuje procesy, ktoré toto poškodenie reparujú ad integrum, s normálnym pomerom pohárikových a vláskových buniek. Mimo iné dochádza i k aktivácii fibroblastov diferencujúcich sa na myofibroblasty sekrétujúce proteíny extracelulárneho matrixu a mediátory podporujúce zápal.  Pri pretrvávajúcom strese, poškodzovaní epitelu (napr. i v dôsledku enzymatickej aktivity alergénov) sa reparačný proces zvýrazňuje a dochádza k skvamóznej metaplázii a/alebo hyperplázii pohárikových buniek. V chronickom štádiu astmy je už ale reparačný proces utlmovaný. Astmatické dýchacie cesty sú následne po poškodení opravované pomalšie a neefektívne, je porušená jemná rovnováha tvorby/degradácie extracelulárneho matrixu, čo vedie k zosilneniu zápalu a prestavbe dýchacích ciest. Remodelácia dýchacích ciest je tak charakterizovaná metapláziou sliznice, zhrubnutím mezenchýmu a hyperpláziou hladkého svalstva a drobných ciev46,47.

Centrálne postavenie Th2 mediovaných procesov v mechanizme vzniku a priebehu astmy však nie je schopné vysvetliť všetky pochody prebiehajúce pri astme. Holgate a kol.48 preto navrhli inú hypotézu a do centra záujmu v etiopatogenéze astmy postavili epitelovo – mezenchýmovú trofickú jednotku (EMTU, z anglického epithelial mesenchymal trophic unit, obr. 10). EMTU má svoje dôležité postavenie vo vetviacej morfogenéze („branching morphogenesis“) v priebehu vývoja fetálnych pľúc49. Opakované inzulty v teréne zvýšenej náchylnosti epitelu a predĺženej opravy s veľkou pravdepodobnosťou smerujú k stavu chronickej rany, čo vedie k proliferácii mezenchýmových buniek, zhrubnutiu dýchacích ciest a BHR. Pre dôležité postavenie EMTU v patogenéze astmy svedčí aj to, že 6 zo 7 kandidátnych génov pre astmu a bronchiálnu hyperreaktivitu je exprimovaných práve v EMTU. K zostaveniu tejto hypotézy viedli hlavne tieto poznatky50:

1. zmeny prebiehajúce v dýchacích cestách u astmy (ich prestavba - remodelácia) sú obmedzené čisto len na oblasť mimo alveolo-kapilárnej membrány, a to i napriek prestupu zápalových buniek do alveolov a peribronchiálnych priestorov

2. väčšinu porúch v dýchacích cestách pri astme je možné pripísať na vrub BHR, kedy dochádza ku kontrakcii svalstva príliš často a jednoducho a to v reakcii na rôzne vnútorné i vonkajšie faktory

3. existujú faktory odlišné od alergénov, ktoré sú dôležité nielen v úplných začiatkoch choroby, ale hrajú významnú úlohu aj pri jej závažnosti a progresii.
2.7.2.3 Symptómy astmy


Medzi typické prejavy astmy patrí hvízdavé dýchanie (pískavý zvuk pri výdychu), pocit dychovej nedostatočnosti, pocit tiesne na hrudi a kašeľ, hlavne v noci. Pri fyzikálnom vyšetrení môžu byť prítomné distančné fenomény, auskultačne spastické fenomény, v ťažkých stavoch môže byť naopak zase až oslabenie dýchacích zvukov. 

V diagnostike astmy má ďalej významné postavenie funkčné pľúcne vyšetrenie (spirometria, poprípade celotelová pletysmografie) s bronchoprovokačným testom k evaluácii BHR. K vyhodnoteniu  aktuálnej zápalovej aktivity slúži vyšetrenie sérového ECP (eozinifilný katiónický proteín – informuje o aktivite choroby) a vydychovaného NO. Vyššie uvedené vyšetrenia slúžia taktiež k monitorovaní priebehu choroby a úspešnosti terapie. Vpichový kožný test a vyšetrenie špecifických IgE v séru slúži k odhaleniu alergénov, ktoré sa u vyšetrovanej osoby môžu spolupodieľať na alergickej reakcii.
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Obr. 10 – Patológia dýchacích ciest pri astme.

V centre pozornosti stojí EMTU, kedy pri reparácii poškodených dýchacích ciest je najdôležitejšia spolupráca epitelu a mesenchymu. Poškodenie vyváženej rovnováhy tejto spolupráce môže viesť k prestavbe dýchacích ciest, zmnoženiu hladkého svalstva, rozvoj BHR. Význam senzibilizácie alergénom týmto modelom nie je potlačený do úzadia, dopĺňa len celkovú mozaiku etiopatogenézy vzniku a priebehu astmy – na predisponované dýchacie cesty nasadá alergická reakcia s významnou spoluprácou ďalších environmentálnych faktorov (prevzaté a upravené podľa Holgate a spol.50)

2.7.2.4 Klasifikácia astmy


Astma môžeme deliť podľa niekoľkých kritérií a to podľa klinického priebehu, ďalej i vzhľadom na vek (fenotypy u detí do 5 rokov), podľa vyvolávajúcej príčiny a v neposlednom rade i podľa terapeutickej úspešnosti.

1. astma podľa závažnosti41:

· intermitentná – stupeň 1

· ľahká perzistujúca – stupeň 2

· stredne ťažká perzistujúca – stupeň 3

· ťažká perzistujúca – stupeň 4

2. astma u detí do 5 rokov44:

· prechodné pískavé dýchanie dojčiat a batoliat do 3 rokov veku

· perzistujúce hvízdanie s včasným začiatkom do 3 rokov veku bez známok a prejavov atopie

· neskorý nástup pískania detí s atopiou a alergiou a s alergiou v rodine, pričom toto perzistuje do dospelosti

3. astma alergická a nealergická.

4. Astma podľa úrovne kontroly41:

· astma pod kontrolou – pacient je bez ťažkostí, alebo sa tieto vyskytujú len ojedinelo a sú mierne

· astma pod čiastočnou kontrolou – definované počtom typických respiračných symptómov v priebehu týždňa

· astma pod nedostatočnou kontrolou

Klinické varianty astmy41:

· nočná astma  - predstavuje závažnejšiu známky zhoršenej kontroly astmy

· sezónna astma – súvisí s výskytom sezónnych alergénov

· astma indukované námahou – je známkou neúplnej kontroly na astmou. Dochádza k nej za 6-10 minút od začiatku fyzickej záťaže alebo do 10-15 minút po jej ukončení.

· ťažko liečiteľná astma – vyskytuje sa asi u 5% astmatikov, má niekoľko podtypov, patria sem i:

· premenštruačná astma – u 30-40% astmatičiek, niekoľko dní pred menštruáciou či v jej priebehu

· aspirínom indukovaná astma – asi u 10% astmatikov. Typicky sa vyskytuje medzi 30. – 40. rokom veku. Pri kombinácii alergie na salicylát, astmy a perzistujúceho zápalu paranazálnych dutín s nosnými polypmi hovoríme o aspirínovej trias. 

· kašeľ ako ekvivalent astmy

· astma seniorov – vzniká väčšinou až po 65 rokoch veku a je často poddiagnostikovaná

· profesionálna astma – vzniká v dôsledku opakovanej expozícii faktorom pracovného prostredia41.
2.7.2.5 Liečba astmy

Terapia astmy zohľadňuje etiopatogenézu i symptómy pacienta, pričom logickým primárnym cieľom je dostať čo možno najrýchlejšie chorobu pod kontrolu a udržiavať ju v tomto stave, kedy pacient nemá žiadne alebo len minimálne problémy. Tento cieľ napomáha zlepšovať kvalitu života pacienta, znižuje celkovo výskyt i socio-ekonomický dopad liečby výrazných exacerbácií astmy a taktiež znižuje riziko rozvoja zmien v dýchacích cestách vedúcich k ich remodelácii. Úplné potlačenie týchto zmien nie je možné, vzhľadom na to, že v patogenéze je v poslednej dobe uznávaná teória dysfunkcie  EMTU u predisponovaných jedincov a isté počiatočné zmeny v dýchacích cestách boli pozorované dlho pred vznikom symptomatológie už i v relatívne včasnom dojčenskom veku45. Dôležité je ale dodržiavať udržiavaciu liečbu a to aj napriek tomu, že pacienti (často deti ale i ich rodičia) majú pocit, že už nie je potrebná – len trvalá kontrola astmy zabezpečuje minimálne riziko závažných astmatických stavov a rozvoja ťažkých zmien dýchacích ciest. Táto terapia však nemusí byť celoživotná, pri dlhodobej  kompenzácii ochorenia môže byť liečba ukončená.

V liečbe sa uplatňuje nefarmakologický i farmakologický prístup. Nefarmakologické postupy (režimové opatrenia) sa zameriavajú na obmedzenie expozície vyvolávajúcimi faktormi a predstavuje v podstate sekundárnu prevenciu. Mimo dôsledné vyhýbanie sa príčinnému alergénu sem patrí i vyhýbanie sa expozícii cigaretovému dymu. Farmakologický prístup je založený na podávaní uľavujúcich liekov (akútne príznaky, liečba exacerbácií – slúžia k bronchodilatácii) a v podávaní kontrolujúcich antiastmatík, ktoré je nutné podávať od 2. stupňa (ľahká perzistujúca astma) a to i v bezpríznakovom období41.

Uľavujúce antiastmatiká41:

· inhalační 2-agonisti s rýchlym nástupom účinku, pôsobia do 3 minút a ich účinok pretrváva 4 hodiny. Do tejto skupiny patrí napr. salbutamol.
· inhalačné anticholínergiká s krátkodobým účinkom s nástupom do 8 minút, s účinkom na 4-6 hodín. Zástupcom je ipratropium.
· inhalačné kombinácie predchádzajúcich skupín

· p.o. 2-agonisti

· systémové kortikosteroidy – určené pre krátkodobé podanie 10 -14 dní maximálne, a potom ich možno hneď vysadiť

Kontrolujúce antiastmatické lieky41:

· inhalačné kortikosteroidy (IKS), napr. budezonid, flutikazón apod. – používajú sa samostatne alebo od stredne ťažkej astmy vo fixnej kombinácii

· inhalačné 2-mimetiká s dlhodobým účinkom (LABA) s účinkom nastupujúcim do 3 minút, pričom tento trvá 12 hodín. Zástupcom je napr. formoterol.

· fixné kombinácie – kombinácia IKS + LABA, napr. budesonid/formoterol

· medzi ďalšie skupiny patria leukotriénové modifikátory (napr. montelukast), methylxantíny s predĺženým účinkom, systémové kortikosteroidy a biologická liečba (rekombinantná ľudská anti IgE protilátka).

2.7.3 Atopický ekzém


Atopický ekzém (AE) je väčšinou chronické ochorenie kože, výrazne svrbivé, s častým rodinným výskytom alergickej rhinokonjuktivitídy, astmy a atopických chorôb51.

AE sa vyskytuje hlavne detstve, najviac v dojčenskom a detskom veku – 60% postihnutých má prvý výsev AE v prvom roku života a 85% sa manifestuje do 5 rokov veku. Čím skôr sa AE vyskytne, tak tím je väčšia šanca toho, že i skôr odznie a asi u 75% pacientov dôjde k regresii AE do puberty, alebo majú len mierne symptómy. Do 20 rokov života väčšinou postupne vymizne. Perzistencia do dospelosti je málo častá a má potom tendenciu zmiznúť po 40. – 50. roku života. Osoby s AE majú riziko výskytu hlavne astmy (30-50 % v predškolskom veku) a alergickej nádchy. U AE rozoznávame tieto formy:

· dojčenská forma – začína obvykle v 2. – 6. mesiaci veku na tvári, neskôr i vo vlasoch a postupne prechádza na celú hlavu, krk, trup i končatiny. V období, keď dieťa začína liezť, tak sa vyskytuje hlavne na miestach s najväčším trením. Do 2 rokov spontánne regreduje, alebo pokračuje.

· detská forma  - u dojčiat, predškolákov a s školákov. Presúva sa do predilekčných oblastí (flexúry) a nemá už exsudatívny charakter. 

· forma dospievajúcich a dospelých – vzniká samostatne alebo ako pokračovanie predchádzajúcich foriem, je v predilekčných oblastiach, výraznejšie ale hlavne v solárnej predilekcii a na rukách.

Terapia v detstve zahŕňa úpravu životosprávy, je dôležitá edukácia a adaptácia celej rodiny. Liečba je komplexná, kedy externá sa doplňujú systémovou terapiou. Je veľmi dôležitá starostlivosť o kožu, pravidelné mastenie a aplikácia lokálnych kortikosteroidov. Sekundárna infekcia nasadajúca do terénu AE je liečená antibiotikami prípadne antimykotikami. Z celkovej terapie sa využívajú antihistaminiká (ovplyvňujú i svrbenie), v prípade ťažkých foriem i systémové kortikoidy. U závažnejších foriem sa uplatňuje i fototerapia. Veľmi dôležitá je i prevencia, kedy je nutné sa vyhýbať potenciálnym či zisteným iritujúcim látkam (potraviny, pracie prášky a pod.)51.

2.7.4 Ďalšie alergické ochorenia


Alergická nádcha (polinóza) je charakteristická zápalom sliznice nosa, ktorý sa prejavuje jej prekrvením, opuchom, produkciou sopľa, kýchaním, svrbením nosu a pocitom ťažkostí s dýchaním. Polinóza je spôsobená hlavne reakciou na senzibilizujúci alergén, môže mať ale i celoročnú formu, ktorá postupne v chronickej fázy je už len málo závislá od vyvolávajúceho alergénu. V terapii sa snažíme o vyhýbaniu sa kontaktu s alergénom, podávajú sa antihistaminiká a lokálne kortikoidy51,52.


Alergiou môžu byť postihnuté i oči, s polinózou často súvisí výskyt alergickej konjunktivitídy – alergén rozpustený v slzách reaguje s IgE na spojovkách. K reakcii vedú najčastejšie peľové alergény. V terapii sa využívajú znovu systémové alebo lokálne antihistaminiká. Ďalej je možné použiť lokálne kromony a pri ťažkých formách i lokálne kortikosteroidy51. 


Medzi ďalšie alergické choroby patria urtikária, alergické exantémy, potravinové alergie a reakcie na lieky. Prejavujú sa kombináciou kožných a slizničných symptómov. Najzávažnejšou formou je anafylaxia, kedy alergén vyvolá reakciu celého organizmu s rizikom úmrtia. 

3. Genetika alergií

3.1 Dedičnosť alergií


Alergické ochorenia majú tendenciu sa vo zvýšenej miere vyskytovať v rodinách a tento fakt je všeobecne uznávaný. O rodinnom výskyte atopie vieme už zo starovekého Ríma, kde prejavy atopických ochorení boli popísané v Juliánsko – Klaudiánkej dynastii (cisár Augustus, jeho prasynovec Claudius a Claudiov syn Britannicus). Pravdepodobne prvým v literatúre dochovaným záznamom o výskyte astmy je popis jej familiárneho výskytu v rode manželky známeho a uznávaného lekára Daniela Sennerta z roku 1650. Sennert uvádza, že astma sa vyskytla u jeho svokra, ďalej u dvoch manželkiných bratov, u jej sestry a u dcéry tejto sestry53. O dedičnosti astmy nepochyboval ani Salder v roku 18602, pri štúdiu rodín s výskytom astmy pozoroval rôzne typy dedičného prenosu a konštatoval, že prvostupňoví príbuzní astmatikov boli v 10% taktiež postihnutí týmto ochorením. Zároveň konštatoval, že v rodinách sa môže astma vyskytnúť u niekoľkých súrodencov bez toho, aby touto chorobou trpeli ich rodičia. V nasledujúcej štúdii 217 astmatikov pozoroval pozitívnu rodinnú anamnézu astmy u 39% postihnutých osôb (citované v ref.54). 


O astma sa komplexne zaujímal i tzv. otec astmy, významný americký lekár Robert Anderson Cook. Tento záujem bol u neho do veľkej miery určite ovplyvnený i tým, že i on sám bol astmatikom od 8 rokov. Vo svojich zápiskoch uvádza, že obdobie v priebehu školského roka, keď bol mimo domov, bolo pre neho veľkou úľavou, pretože nemal astmatické problémy. Prázdniny ale predstavovali nočnú moru, nakoľko po návrate domov zo školy sa astma ihneď ohlásila – pekne dokumentovaný vzťah prostredia a senzibilizácie pacienta s predispozíciou k alergickému ochoreniu. Cook bol významným mentorom celej plejády významných alergológov po celom svete a bol autorom viac než 200 rôznych publikácií55. Prirodzene sa zaujímal aj o dedičnosť alergií a astmy, na základe čoho boli publikované 2 štúdie v rokoch  1916 a 192454,56. V týchto výskumných projektoch sledovali výskyt atopie v rodinách u 504 a 462 osôb a 115 neatopických kontrol, pričom rodinná anamnéza v prvej štúdii bola prítomná v 48,4 %(ref.56)  prípadov, v druhej štúdii v 58,4 %(ref.54), no v prípade kontrol sa jednalo len o 7% - tento anamnestický údaj teda predstavoval riziko s OR = 19 (95% CI 9-39). Odhadované rizika rekurencie atopie určené na základe výsledkov obidvoch štúdií boli 69 % v prípade, že obaja rodičia boli postihnutí, ďalej 58 % v prípade výskytu je jedného z rodičov a konečne len 2 % v prípade negatívnej rodinnej anamnézy atopie. Spôsob dedičnosti najlepšie zapadal do obrazu autozomálne dominantného typu s penetranciou 0,6 a zároveň pozoroval včasnejší výskyt choroby v prípade atopie oboch rodičov.

Monogénovo dominantný model dedičného prenosu ochorenia obhajovali i Butcher a Keeler57. Wiener a spol.53 vo svojej práci zameranej na rodinný výskyt alergických chorôb pracovali taktiež s monogénovo založenou teóriou a bimódovou distribúciou ochorenia vzhľadom k veku. V sledovaných rodinách nenašli jednoznačný typ dedičnosti – bol pozorovaný recesívny i dominantný typ. Vysvetlenie bimódového výskytu ochorení potom postavili na dominantnom modeli, v ktorom homozygoti manifestovali ochorenie skôr v porovnaní s heterozygotmi v hypotetickom lokuse s alelami H a h. Atkinson58 oproti tomu popisoval recesívny typ dedičného prenosu. Richards a Balyeat59 zastávali zase kodominantný model.


Schwartz v roku 195260 referoval o výskyte astmy a alergických ochorení na skupine 191 astmatikov, pričom výskyt astmy alebo alergie bol vyšší u prvostupňových príbuzných. Dedičný prenos bol častejšie dominantný s inkompletnou penetranciou, pričom ale niektoré rodiny vykazovali recesívny charakter dedičnosti. Tieto rozdiely vo výskyte u príbuzných pripisoval epistáze a ďalej ako nevhodnú vyhodnotil teóriu Wienera a spol.53 ohľadne skoršieho výskytu choroby u homozygotov. 


Pri skúmaní dedičnej podstaty ochorenia majú dôležitý význam i štúdie dvojčiat. Tieto boli opakovane uskutočnené i v prípade alergických ochorení a potvrdili význam genetickej predispozície v procese rozvoja alergie3,4,61. Postupne však na základe pribúdajúcej evidencie sa začala všeobecne uznávať teória o multifaktorálnej etiopatogenéze alergických chorôb (s výnimkou niektorých veľmi vzácnych monogénových chorôb s alergickou zložkou, ako napr. hyperIgE syndróm v dôsledku mutácií v STAT362,63),  kedy dochádza k interakcii faktorov vonkajšieho prostredia v teréne geneticky predisponovaného jedinca v dôsledku kombinácie zmien v génoch hlavne stredného účinku. 

Heritabilita samotnej astmy je 48 – 78% a heritabilita hladiny celkových IgE je 47,3%64,65. V bežnej klinickej praxi, kedy sa kalkuluje s multifaktoriálnym modelom dedičnosti alergií, sa  pri genetickej konzultácii pre posúdenie rizika opätovného výskytu alergie v rodine využívajú tzv. riziká rekurencie. Je možné využiť nasledovné riziká:

1. Riziko narodenia  dieťaťa s alergickým ochorením na základe pozitívnej rodinnej anamnézy51:

· 30 % v prípade alergickej choroby u jedného súrodenca,

· 40 % v prípade alergie u jedného z rodičov,

· 50 % v prípade alergie oboch rodičov,

· 70 % v prípade, že obaja rodičia trpia rovnakým alergickým ochorením.

2. Pravdepodobnosť výskytu astmy pre dieťa je uvádzaná rôzne:

A
a) len na základe výskytu choroby u rodičov66:

· 6 % pre dieťa, ktorého rodičia netrpia astmou,

· 20 % v prípade, že jeden z rodičov je astmatik,

· 60 % v prípade výskytu astmy u oboch rodičov.

b) alternatívne je možné využiť i riziko (OR) na základe výskytu astmy i u ďalších príbuzných67:

· 2 – 4,3x vyššie v prípade astmy jedného z rodičov

· 3,2-12,1x v prípade ochorenia u oboch rodičov

· 1,9 – 5,7x vyššie v prípade astmy u jedného súrodenca

· 2,5 – 5,8x vyššie, pokiaľ sa astma vyskytuje u rodiča alebo súrodenca

3.2 Prehľad genetických  štúdií zameraných na výskyt astmy a atopie. 

3.2.1 Výskyt astmy a atopie vo vzťahu k HLA systému

Alergické ochorenia sú spôsobené patologickou odpoveďou imunitného systému na vonkajšie podnety. Preto snaha odhaliť gény zodpovedné za vznik atopie alebo astmy bola v prvom rade smerovaná na HLA systém. Už v roku 1977 Saito a spol.68 v štúdii 30 rodín s výskytom astmy aspoň u jedného člena našli silnú väzbu medzi piatimi lokusmi HLA-B a jedným lokusom pre fenotyp B buniek. V štúdii 62 pacientov s peľom indukovanou astmou a polinózou sa signifikantne častejšie nachádzal HLA haplotyp A1 B8  pacientov než u kontrol69. Ďalšia štúdia 57 osôb z rodín s výskytom astmy u jedného rodiča a najmenej u jedného z detí bola s nejednoznačnými výsledkami, nakoľko nebola schopná definitívne potvrdiť, ale ani vyvrátiť väzbu HLA s astmou alebo hypotetickým lokusom pre astmu70. Autori upozorňovali na to, že táto štúdia pracovala s relatívne malým súborom pacientov, čo mohlo skresliť výsledky. Nakai a spol.71 skúmali taktiež malú skupinu 23 japonských astmatikov s vysokou hladinou celkových IgE a silno pozitívnymi kožnými testami proti americkým domácim roztočom (Dermatophagoides farinae). V tejto skupine však nepozorovali signifikantne odlišnú distribúciu HLA-A, -B a -DR antigény oproti zdravým kontrolám. Relatívne veľkú väzbovú analýzu 21 markérov, mimo iné i HLA, v spojitosti s hladinou celkových IgE uskutočnili Meyers a spol.72 na 2 subpopuláciach v USA. Skúmali 316 osôb z 5 mormónskych príbuzných vetví a 204 Amišov. Analýza prenosu HLA neodpovedala žiadnemu zo skúmaných modelov dedičnosti pre hladinu IgE. A navyše nebola ani zistená väzba žiadneho z analyzovaných markérov k hladine celkového IgE. 

Analýza 41 astmatikov so sezónnou precitlivenosťou k ambrózii s neastmatickými  kontrolami párovanými na základe podobných hladín IgE  odhalila signifikantne vyššie zastúpenie HLA-B5 u kontrolnej skupiny nonastmatikov73. V kontrolnej skupine sa ďalej častejšie vyskytovali alely HLA-B8 a A1, avšak tento rozdiel nebol signifikantný. I keď Blumenthal a spol.74 primárne taktiež nezistili asociáciu odpovede imunitného systému na ambróziové alergény s HLA systémom,  v nasledujúcej štúdii 133 osôb s pozitívnou reakciou na antigén Ra3 zistili významnú pozitívnu reakciu u osôb s nízkou hladinou IgE a negatívnu asociáciu u osôb s vysokou hladinou IgE75. Quiralte a spol.76 sa taktiež zaoberali vzťahom peľovej alergie k HLA systému, vybrali si však reaktivitu proti peľu olivovníka u 146 osôb so sezónnou nádchou a / alebo astmou od apríla do júna, pričom ich celkové i špecifické IgE signifikantne korelovali s astmou. V súbore týchto osôb našli významnú väzbu HLA-DR7 a DQ2 s reakciou proti Ole e 2 antigénu a DR2(15) s reakciou proti Ole e 10 antigénu. Ďalšia pozitívna asociácia HLA-DR7 a DQ2 so špecifickými IgE, tento krát proti Ole e 1 bola pozorovaná u 40 sezónnych polinotikov (pri porovnaní s 179 zdravými kontrolami)77. 

Dotazníková štúdia uskutočnená Stephanom a spol.78 sa zamerala na vzťah HLA II molekúl s reguláciou imunitnej odpovede na senzibilizáciu roztočmi. Pri analýze kontrolnej skupiny bez špecifických IgE (n = 20), skupiny senzibilizovanej iným alergénom (n = 22) a skupine so špecifickými IgE proti Der p 1 antigénu nenašli žiaden významný rozdiel v distribúcii HLA alel medzi skupinami s a bez reakcie proti roztočom (antigén Der p 1). Napriek tomuto však našli asociáciou DRB- a DPB-haplotypov s anamnézou astmy, polinózy a atopie (definované ako výskyt astmy a/alebo polinózy a/alebo ekzému). V protiklade s tým zase analýza 102 atopických a 87 neatopických astmatikov so 150 zdravými kontrolami z roku 2000 zlyhala v snahe nájsť asociáciu HLA I alebo II s atopickou / neatopickou astmou79. 

Všetky tieto výsledky poukázali na to, že HLA systém má určitú úlohu pri vzniku alergií a to aj s ohľadom na opakovanú asociáciu relevantnej oblasti na 6p s výskytom alergických chorôb. Táto úloha však nie je úplne jasná a význam HLA by mohol byť skôr v procese vzniku špecifickej senzibilizácie na peľové alergény.

V poslednej dobe dochádza k určitej renesancii záujmu o úlohu HLA pri vzniku alergií. Nedávna väčšia štúdia chorvátskych detských astmatikov sa zaoberala znovu asociáciou HLA s výskytom alergie80. Do výskumu bolo zaradených 143 atopických astmatikov a 163 nepríbuzných zdravých kontrol, pričom sa zohľadňovali celkové i špecifické IgE proti bežným vzdušným alergénom. HLA-B8 antigén bol signifikantne častejšie prítomný u astmatikov, ďalej i v podskupine pacientov s elevovanou hladinou celkových IgE i špecifických IgE proti alergénom Der p, Der p + Dact g a Amb a. Z HLA II triedy vykázal pozitívnu asociáciu s astmou a atopiou haplotyp HLA-DRB1*01, s hladinou totálnych IgE nad 400 kU/l  u pacientov bol asociovaný zase haplotyp HLA-DRB1*03. Naopak haplotyp HLA-DRB1*016 bol s astmou asociovaný negatívne80. Asociácia HLA II haplotypov bola potvrdená i v štúdii 40 astmatických farmárov vo Fínsku senzibilizovaných alergénmi kravských šupín81. Frekvencia aliel DRB1*0101, DRB1*0404, DQB1*0302, a DQB1*0501 bola významne vyššia práve u osôb senzibilizovaných antigénom Bos d 2. Naopak alely HLA-DRB1*0301 a DQB1*0201 sa u alergikov vyskytovali významne menej v porovnaní s kontrolami. Spojenie HLA s výskytom alergií potvrdili i recentné celogenómové asociačné štúdie (GWAS), pričom štatistický významnú väzbu s celkovými IgE  v metaanalýze dosiahli oblasti s HLA-G, HLA-DQA2, HLA-A a HLA-DRB182,83.

3.2.2 Väzbové a celogenómové štúdie hľadajúce lokusy pre astmu a atopiu


Astma i atopia z pohľadu dedičnosti patria medzi komplexné znaky. Štúdium dedičnosti takýchto znakov je komplikované napríklad i tým, že v sledovaných rodinách nevykazujú konzistentný typ mendelovskej dedičnosti a za ich rozvoj odpovedá interakcia viacerých génov spolu s vplyvmi prostredia. Pre štúdium týchto ochorení je preto dôležité vyberať i vhodné prístupy analýzy. Najčastejšie sa využívajú 2 postupy, ktoré sa v dnešnej dobe v dôsledku revolúcie molekulárnych biotechnológií používajú často spoločne (tzv. pozične kandidátsky prístup) a v podstate obe v rôznej miere využívajú väzbovú analýzu (v tomto prípade neparametrickú). Jedná sa o metódu funkčného a pozičného klonovania84.


Metóda funkčného klonovania pracuje s už známym génom, u ktorého už je známy vzťah k chorobe, alebo sa tento vzťah dá predpokladať vzhľadom k jeho funkcii. U takéhoto génu uskutočníme asociačnú / kosegregačnú analýzu jeho polymorfizmov so skúmaným znakom. Druhá metóda (pozičné klonovanie) naproti tomu priamo nadväzuje na výsledky väzbových analýz. Sledujeme v nej rodiny / osoby s opakovaným výskytom skúmaného znaku, u týchto osôb určíme genotypy vybraných markérov (väčšinou sa jedná o STR polymorfizmy) rozprestretých po celom genóme a sledujeme charakter ich distribúcie na chromozómoch u sledovaných osôb. Miesta vykazujúce najvyššiu väzbu k sledovanému znaku sa označujú ako lokusy a v ich blízkosti by sa mal nachádzať potenciálne kauzálny gén / gény. Takéto gény sa snažíme pomocou rôznych prístupov analyzovať a evaluovať ich vplyv na sledovaný  znak / chorobu (analýza výskytu mutácií, asociačné štúdie polymorfizmov a pod.). 


Prvou štúdiou, ktorá úspešne popísala lokus odlišný od HLA systému, bola analýza rodín s IgE odpoveďou proti bežným inhalačným alergénom. Cooksom a spol.17 v nej študovali rodiny vykazujúce dominantný typ prenosu a u 7 rodín našli väzbu s lokusom v oblasti 11q13 (polymorfizmus D11S97). Vzhľadom k zisteniu, že atopia sa omnoho častejšie vyskytovala u detí matiek s atopiou, než u detí atopických otcov, tak sa Cookson a spol.85 následne venovali vplyvu parentálnemu pôvodu lokusu na vznik alergie. Sledovali rodiny s výskytom atopie – súrodenecké páry, u ktorých atopia bola definovaná ako reaktivita pri kožných testoch so zostavou bežných alergénov cez 2mm, zvýšená hladina celkových IgE, alebo pozitívny RAST (z angličtiny radioallergosorbent test) na prítomnosť špecifických IgE. Postihnuté súrodenecké páry zdieľali alelu na 11q13 zdedenú od matky v 62% a v 32% od otca (p=0.001). Analýza len paternálne prenesených aliel nezistila žiadny rozdiel v distribúcii medzi týmito súrodeneckými pármi. Pozorovaný fakt závislosti výskytu choroby na maternálnom pôvode alely si autori vysvetľovali paternálnym genómovým imprintingom alebo maternálnymi vplyvmi na vyvíjajúci sa imunitný systém dieťaťa. V tretej štúdii pokračovala táto autorská skupina v analýze 155 súrodeneckých párov s alelou na 11q13 zdedenou maternálne a v tejto lokalite sa snažili nájsť ďalšie markéry predisponujúce k atopii. Zistili, že  podjednotka FceRI tiež leží v tejto lokalizácii (11q13) a  je v silnej väzba k hypotetickému génu pre atopiu86. V neskoršej štúdii 1004 osôb z 230 dvoj generačných rodín zameranej na dva polymorfizmy v géne pre FceRI našli prítomnosť oboch polymorfizmov (Leu181/Leu183) u 4,5% osôb a všetky deti, ktoré toto zdedili od matky, boli atopické87. Takéto deti v porovnaní s ostatnými v štúdii mali zvýšené riziko výskytu pozitívnych výsledkov kožných testov (roztoče, trávy), špecifických IgE (pozitívny RAST) a pre výskyt BHR (provokácia metacholínom). Deti, ktoré tieto polymorfizmy zdedili od otca boli negatívne pri všetkých testoch. Na základe týchto testov navrhli, že Leu181/Leu183 polymorfizmy v géne pre FceRI- zdedené od matky prestavujú riziko pre rozvoj atopie a BHR. Pozitívnu asociáciu len samotného polymorfizmu Leu181 s hladinou celkových IgE i špecifických (traviny)  bola neskôr zistená i v štúdii ďalších 10 britských rodín a to znovu len v prípade prenosu Leu181 od matky88. Vplyv maternálne preneseného Leu181/Leu183 a ďalších sledovaných polymorfizmov v FceRI bola potvrdená i v talianskej štúdii 77 atopických detí89.  

Asociácia 11q13 s atopiou zároveň odštartovala celý rad následných replikačných štúdií. Prvé však neboli presvedčivé90. Coleman a spol.91 svojou väzbovou analýzou 95 rodín s aktívnym atopickým ekzémom vylúčili 11q13 ako majoritný lokus pre atopiu. Ďalej nepozorovali ani signifikantný rozdiel v distribúcii aliel medzi súrodeneckými pármi vzhľadom k ich parentálnemu pôvodu, maternálny vplyv na dedičnosť atopie ale nemohli vylúčiť. Väzba tejto oblasti k hladine IgE (celkových i špecifických – roztoče a traviny) nebola preukázaná ani v holandskej populácii, jediná slabo pozitívna väzba bola pozorovaná s BHR92. Asociáciu atopie s 11q13 sa pokúsili replikovať i Hizawa a spol.93 v 4 veľkých rodinách s autozomálne dominantným typom prenosu atopie, ich snaha však bola neúspešná. V ďalšej štúdii pracujúcej so 14 atopickými rodinami a 120 nepríbuznými japonskými osobami však našli asociáciu D11S97/PstI 0,96 kb alely so zvýšenou hladinou celkových IgE. S využitím mnoho-počtovej väzbovej analýzy však už lokus 11q13 nebol potvrdený ako hlavný lokus pre kontrolu atopie v japonskej populácii. Určitý vplyv na kontrolu IgE tým autori nevylúčili, poukázali však na evidentnú heterogenitu pri porovnaní s britskou populáciou94. Naproti tomu úspešne dopadla štúdia 270 atopických astmatikov a 4 rozsiahlych rodín, keby v japonskej populácii bola potvrdená asociácia 11q13 (markér D11S97 a gén pre FceRI) s ťažkou atopiou za predpokladu nevyvážených pomerov maternálnych a paternálnych meióz, čím tiež poukázali na úlohu genómového imprintingu v tomto lokuse95. Pozitívna väzba 11q13 bola replikovaná i v juhokórejskej populácii, ale len s pozitívnosťou kožných testov, táto väzba nebola zistená pre BHR96. Replikácia tohto lokusu sa podarila aj v samotnej britskej populácii pri rozšírení skúmanej skupiny na 64 mladých nukleárnych rodín97. Väzbu 11q13 s atopiou u astmatikov potvrdila i štúdia holandských 26 jadrových rodín so súrodeneckými pármi s astmou a atopiou. Rozdiel v distribúcii sledovaných markérov vzhľadom k parentálnemu pôvodu nebol pozorovaný98. Výsledky týchto replikačných štúdií naznačujú, že lokus 11q13 má význam pri vzniku atopie, gény z tejto oblasti však nebudú zo skupiny génov veľkého účinku. 

Oblasť na 5q obsahuje mnohé kandidátne gény, ktoré môžu ovplyvňovať IgE a zápalovú reakciu. Meyers a spol.99 sa preto rozhodli pre analýzu markérov na 5q u súrodeneckých párov a väzbu tohto lokusu k zvýšeným hladinám IgE a to s recesívnym typom dedičnosti. Xu a spol.100 uskutočnili dvoj - lokusovú analýzu u 92 rodín s výskytom astmy a našli väzbu IgE hladiny do oblasti 5q31-q32, pričom väzba bola silnejšia práve pri použití modelu s dvomi lokusmi. Pokus o zmapovanie tohto druhého lokusu si vzala za cieľ nasledujúca štúdia rozšírená o 108 probandov a ich rodiny a to na základe rovnakej metódy výberu. Autori v tejto štúdii za použitia zmiešaného modelu s dvomi hlavnými génmi zistili, že druhý lokus modifikuje efekt toho prvého, pretože väzba k elevovaným hladinám IgE bola pozorovaná len v prípade kombinácie homozygotného rizikového genotypu v prvom lokuse s aspoň jednou rizikovou alelou v druhom. Celogenómovým screeningom všetkých 200 holandských rodín našli väzbu k lokusom na 7q (LOD skóre 3,65, p= 0,00002), 5q  (LOD 2,73, p=0,0002) a 12q (LOD skóre 2,46, p=0,0004). LOD skóre nad 2,0 bolo pozorované ešte pre lokusy na chromozómoch 3 a 13101. Väzbu tohto lokusu však nepozorovali Blumenthal a spol.102 v štyroch veľkých rodinách s výskytom atopie, predpokladali teda existenciu niekoľkých génov veľkého účinku, ktoré spolupracujú s vplyvmi vonkajšieho prostredia pri vzniku výsledného fenotypu astmy alebo alergie. V celogenómovej štúdii skupiny vedenej Danielsom103 však, i navzdory nálezu 6 možných väzieb k fenotypom súvisiacim s astmou, nebola potvrdená väzba IgE alebo BHR s vyšetrenými markérmi na 5q. Väzba oblasti 5q32-q33 s hladinou IgE alebo s BHR nebola  pozorovaná ani v prípade výzkumu 67 rodín zo Škótska104.


Ďalší významný stimul k hľadaniu lokusov a následne i génov zodpovedných za vznik astmy alebo IgE, mimo prístup pomocou štúdia kandidátskych génov, priniesli celogenómové štúdie. Tieto zaznamenali svoj skutočný rozmach s širokou dostupnosťou moderných technológii s obrovskou rozlišovacou schopnosťou (dostupnosť obrovského množstva sledovateľných markérov v rámci jedného vyšetrenia), vo výskume chorôb s komplexnou etiopatogenézou sa začali využívať tzv. celogenómové asociačné štúdie (GWAS – genome wide association study). Na základe tohto prístupu boli určené‚ ďalšie potenciálne lokusy pre astmu alebo atopiu.  Štúdia Danielsa a spol.103 našla celkovo 6 lokusov asociovaných s astmou (atopickou) alebo súvisiacimi fenotypmi, mimo iné i 11q13 (už známy z predchádzajúcich štúdií85) a 7p. Celogenómová analýza z roku 1997, ktorá skúmala 140 rodín s 2 a viacerými súrodencami s astmou z 3 rozličných rás sa zamerala na vyhľadávanie nových lokusov s väzbou k výskytu astmy105. Celkovo sa im podarilo odhaliť väzbu astmy so 6 novými lokusmi: 11p15 (p=0.0089) a 19q13 (p=0.0013) v skupine belošskej populácie, 2q33 (p=0.0005) a 21q21 (p=0.0040) u Hispáncov a lokusy 5p15 (p=0.0008) a 17p11.1-q11.2 (p=0.0015) v rodinách afro - amerického pôvodu. 


Populačne izolované skupiny, s malým množstvom „zakladateľov“, sú veľmi obľúbené pri hľadaní genetických faktorov prispievajúcich k vzniku choroby a to už od 70. rokov 20. storočia106,107. Ober a spol.108 sa rozhodli hľadať nové lokusy asociované s astmou v populácii Huteritov. Jedná sa o náboženský izolovanú skupiny, ktorá má svoj pôvod z Tyrolských Álp, do severnej Ameriky sa odsťahovali v 80. rokoch 18. storočia. Pre celogenómovú analýzu boli vybrané 4 príbuzné kolónie Huteritov, v ktorých sa v zvýšenej miere vyskytuje astma. K analýze použili 292 autozómových markérov a 3 z pseudoautozómovej oblasti, a analýzu uskutočnili v 2 veľkých skupinách – v primárnej (361 osôb) a v skupine k replikácii výsledkov (292 osôb, z ďalších 5 kolónií v Južnej Dakote). V každej skupine boli osoby bez astmy, s astmou, symptomatické osoby s nejednoznačnou BHR a osoby s BHR a nejednoznačnou anamnézou. V primárnej skupine našli 10 oblastí s možnou väzbou k astme. Väzbu s astmatickými fenotypmi v oboch skupinách, primárnej i pre replikáciu, však vykazovali len 4 lokusy: 5q23–31, 12q15–24.1, 19q13 a 21q21. Možná väzba ďalšieho lokusu 3p24.2–22 bola u Huteritov pozorovaná po prvý krát. Tieto výsledky poukázali na to, že i v populácii s relatívne malou genómovou diverzitou (malé množstvo pôvodný, rozdielnych genómov) je za vznik astmy zodpovedných viacero lokusov.


Celogenómová štúdia 58 rodín afro-amerického pôvodu hľadala lokusy asociovateľné s hladinou špecifických IgE a výsledkami kožných testov proti vybraným alergénom. Hizawa a spol.109 v nej našli väzbu lokusu 5q31-q33 so špecifickou odpoveďou proti alergénu psov. Lokus 11q13 bol spojený s hladinou špecifických IgE proti peľu bermudskej trávy (troskut prstnatý, Cynodon dactylon), alergénu mačiek a roztočom (Dermatophagoides farinae). Obidva tieto lokusy boli ďalej spojené s pozitívnym výsledkom kožných testov proti aspoň jednému z 30 bežných alergénov. 


Výskyt lokusov spojených s alergickou astmou bol sledovaný i na myšacom modeli. Zhang a spol.110 v tejto štúdii našli 5 potenciálnych lokusov viazaných na výskyt fenotypov asociovaných s astmou, z nich 4 (s potenciálnou väzbou k BHR) korešpondovali ľudským lokusom 11q23, 12q22-q24,17q12-q22 a 6p21, ktoré už boli predtým asociované so znakom súvisiacim s astmou. 


V 97 nemeckých rodinách s výskytom astmy bolo sledovaných celkovo 156 súrodeneckých párov. Celogenómová štúdia našla potenciálnu väzbu lokusov na chromozómoch 2, 6, 9 a 12 s astmou a aj s hladinou celkových či špecifických IgE111. V rozsiahlej talianskej štúdii detí zo 172 rodín, 189 sporadických prípadov s výskytom hlavných atopických chorôb a 77 nepríbuzných kontrol bol uplatnený prístup analýzy kandidátnych génov i celogenómová analýza112. Táto štúdia zistila väzbu lokusu pre FcRI s BHR a pozitívnym kožným testom u súrodeneckých párov, ďalej i väzbu mutácie NcoI v géne pre lymfotoxín  (LT) s astmou a genotyp 2/2 NcoI v LT bol pozorovaný u všetkých dievčat s elevovanými IgE. Žiadna väzba nebola nájdená pre variantu -308 v TNF  ani pre mutáciu Q576R v géne pre IL4 receptor. Zvýšená hladina IgE, astma a BHR boli spojené s PAR2 lokusom na chromozóme X. S astmou bol spojený lokus na chromozóme 12, BHR s miestom na chromozóme 14 a atopia s chromozómom 19112. Alcaïs a spol.113 skúmali astmatické deti nemeckého pôvodu, uskutočnili GWAS zameranú na lokusy pre astma a vek nástupu pískanie. Mimo lokusy, ktoré už boli predtým spojené s výskytom astmy, našli väzbu lokusu 12q24-q25 práve k veku nástupu piskotov u astmatikov. 


Vplyv prostredia pri vzniku alergických chorôb a hlavne astmy má nezanedbateľnú úlohu. Colilla a spol.114 sa preto vo svojej GWAS zamerali na spojitosť genetickej predispozície a cigaretového dymu. Signifikantná väzba (p < 0,05) sa prejavila v lokusoch 1p (markéry D1S1669-D1S1665), 5q (markéry D5S1505-D5S816) a 9q (markér D9S910). Lokusy 1q a 17p síce nedosiahli nominálnu signifikanciu, ale stále dosiahli významného rozdielu od základnej hladiny LOD skóre pri kalkulácii s cigaretovým dymom v analýze. Táto štúdia poukázala na vplyv expozície faktorom vonkajšieho prostredia pri vzniku astmy.


Pomyselným vrcholom pri hľadaní génov zodpovedných za vznik astmy a atopických ochorení sú meta-analýzy a potom i moderné GWAS štúdie pracujúce s obrovským súborom skúmaných osôb i študovaných polymorfizmov a plne využívajúce metódy NGS (z angl. Next Generation Sequencing). Wise115 v roku 2001 referoval o výsledkoch meta-analýz, ktoré určili silnú väzbu predispozície k astme s lokusom na 6p a ďalej s lokusmi na chromozómoch 2, 9, 10 a 15. Denham a spol.116 v roku 2008 uskutočnili meta-analýzu 11 GWAS, ktoré vyhoveli ich selekčným kritériám – humánne štúdie kaukazských populácií, práca písaná v angličtine, obdobie 1996 – 2006, vylúčenie prehľadových článkov, dostupnosť celogenómových dát a dostupné údaje o LOD skóre. Dôkaz signifikantnej väzby BHR bol zistený s lokusmi 2p12-q22.1, 6p22.3-p21.1 a 11q24.1-qter (989 rodín). S pozitívnosťou kožných testov boli spojené lokusy 3p22.1-q22.1 a 17p12-q24.3 (1093 rodín). Hladina celkových IgE bola v signifikantnej väzbe s lokusmi  5q11.2-q14.3 a 6pter-p22.3 (729 rodín). Astma ako taká (fenotyp = astma, bez ďalšej definície) nebola na celogenómovej úrovní v signifikantnej väzbe k žiadnemu lokusu (hladina celogenómovej významnosti bola určená ako p<0,000417), avšak analýza našla 8 lokusov naznačujúcich väzbu s astmou (p<0,0083). Tento výsledok potvrdzuje prítomnosť genetickej i fenotypovej heterogenity astmy. Súčasne po prvý raz boli lokusy 5q11.2-q14.3 a 11q24.1-qter určené ako predisponujúce k alergickému ochoreniu / fenotypu. 

Meta-analýza z roku 2010 hodnotila 20 nezávislých GWAS uskutočnených v etnicky rozdielnych populáciách (celkovo nad 3024 rodín). V týchto GWAS bola sledovaná väzba k astme, atopickej astme, BHR a 5 atopickým znakom: celkové IgE, pozitívnosť kožných testov (SPT) k najmenej jednému alergénu či k roztočom, kvantitatívne skóre SPT (QSPT) a eozinofília. V európskych rodinách (2 astmatickí súrodenci) bola astma na celogenómovej úrovni spojená s lokusmi 2p21-p14 a 6p21. V týchto rodinách boli súčasne určené i ďalšie lokusy vo väzbe k atopickým fenotypom: 3p25.3-q24 oblasť vo všetkých rodinách s SPT a ďalej 5q23-q33 lokus s SPTQ, lokus 2q32-q34 s eozinofíliou a oblasť 17q12-q24 bola vo väzbe s SPT. V teste heterogenity medzi všetkými štúdiami a európskymi štúdiami boli s astmou spojené lokusy 2p21-p14 a 6p21 a s atopickou astmou zase lokus 1q23–q25117.

Meta-analýza etnicky rozličných populácií severnej Ameriky (euro americká, afro – americká / karibická a latinského pôvodu) našla 5 lokusov pre náchylnosť k astme118. Z týchto lokusov 4 boli potvrdené už predtým (v oblasti 17q21 v blízkosti génov pre IL1RL1, TSLP a IL33), pričom ale podľa autorov po prvý raz boli tieto lokusy potvrdené vo všetkých troch populáciách súčasne. Táto meta-analýza zároveň odhalila nový lokus 1q23 s náchylnosťou k astme a síce PYHIN1, ktorý bol špecifický pre osoby afrického pôvodu (p=3,9 x 10-9).  

Obrovská GWAS štúdia tzv. GABRIEL konzorcia z roku 2010 študovala 582 892 jednonukleotidových polymorfizmov (SNP) 10 365 astmatikov a 16 110 kontrol, čo predstavovalo približne 15,4 miliardy určených genotypov. Celogenómová asociácia bola zistená pre polymofizmy rs3771166 na chromozóme č. 2 (oblasť IL1RL1/IL18R1, p = 3×10−9), rs9273349 na chromozóme č. 6 (oblasť HLA-DQ, p = 7×10−14) a ďalej polymorfizmy rs1342326 na chromozóme č. 9 (lemujúci lokus pre IL33,  p = 9×10−10), rs744910 na chromozóme č. 15 (v lokuse pre SMAD3, p = 4×10−9)  a polymorfizmus rs2284033 na chromozóme č. 22 v géne pre IL2RB (P=1.1×10−8). V tejto analýze bol určený i lokus špecifický pre astma s nástupom v detskom veku  a to konkrétne v mieste s ORMDL3/GSDMB na chromozóme  17q21 (rs2305480, P=6×10−23)(ref.119). Spycher a spol.120 na výsledky tejto štúdie nadviazali a ďalej ju rozšírili o genotypizáciu 8365 detských astmatikov z ALSPAC štúdie. Pre stanovenie hladín významnosti v tejto kohorte ALSPAC detí použili genotypizačné dáta astmatických detí z GABRIEL štúdie, sledované SNP rozdelili na s vysokým a nízkym hodnotením / stupňom. Ich cieľom bolo posúdiť tiež i vplyv SNP s nízkym stupňom, ktoré často môžu byť v množstve sledovaných SNP prehliadnuté (tzv. falošná negatívnosť). Alelické skóre hodnotené z 46 SNP s najvyšším hodnotením bolo asociované s fenotypom včasného nástupu perzistujúceho pískania (p<10-11) a intermediárnej doby nástupu pískania (p<10-3). V skupine SNP hodnotených nízkym stupňom bola zase nájdená asociácia s diagnózou astmy (p<10-4) a atopiou (p<10-5).

Zatiaľ posledná meta-analýza, súčasne kombinovaná s GWAS, študovala taktiež lokusy zodpovedné za vznik astmy. U sledovaných osôb potvrdila asociáciu s už predtým zistenými lokusmi v prípade miernej až stredne závažnej astmy. Najsilnejšie asociáciu vykazoval lokus s ORMDL3/GSDMB na chromozóme 17q12-21 a to s celogenómovou signifikanciou. I keď tesnú, ale celogenómovo významnú asociáciu bolo možné potvrdiť i pre locus s IL1RL1/IL18R1 v oblasti 2q12. Boli nájdené aj ďalšie nové lokusy so suspektnou väzbou, avšak nedosiahli celogenómovú významnosť. V tejto štúdie teda nebol nájdený žiadny nový lokus, ktorý by naplnil podmienky celogenómovej signifikancie121.

3.2.3 Prehľad vybraných lokusov / kandidátskych génov

3.2.3.1 chromozóm 4

V rozličných typoch buniek dýchacích ciest priedušiek je endotelín 1 (ET1, gén EDN1, 6p24.1132), ktorý je zapojený do patogenézy astmy na mnohých miestach, ako napr. proliferácia a kontrakcia bronchiálneho svalstva či spolupráca na aktivácii mitogenézy v dýchacích cestách133. ET1 účinkuje cez 2 receptory – typ A (ET-RA, gén EDNRA, 4q31.22134) a typ B (ET-RB, gén EDNRB135). 

Mao a spol.136 sa rozhodli analyzovať tieto 3 gény v skupinách vybraných z britskej (150 osôb s atopickou astmou, 150 kontrol) a japonskej populácie (100 osôb s atopickou i neatopickou astmou, atopickou nádchou a atopickým ekzémom; 100 kontrol). Analýzou frekvencií genotypov variant v týchto génoch ale nenašli väzbu atopickej astmy s EDN1 ani s EDNRB. Táto väzba však bola hranične určená pre EDNRA (p = 0,022; Pc = 0,066) a ešte výraznejšie s hladinou špecifických IgE proti roztočom a zmesi travín (p = 0,006; Pc = 0,018) v britskej populácii136.

3.2.3.2. chromozóm 5

Oblasť 5q31-q33 bola niekoľkými štúdiami určená ako spoluzodpovedná za reguláciu hladiny IgE99,137 a taktiež bola spojená s predispozíciou k vzniku BHR138.

Tabulka č.1 Výsledky GWAS zameraných na výskyt astmy alebo atopických chorôb do roku 2004.

[image: image11.png][Autor

Populaci

Chromozom / lokus

Blumenthal a spol.'?
Bouzigon a spal. '™

Bradley a spal.**

Colila a spal. '
Colilla spal."™*
Ecderwegh a spol
[Jiang spol. "
Koppelman a spol
Malerba a spol. '™
Ober a spol. %
Stassen, Scharfatter.
[wist a spal. "

[u a spol.'?

L

L

Yokouchi a spal. ™'

zmiesana USA
francuzska

svédska

zmiesans USA

nemecka / CSGA
holandska

Hutteriti

nemecka
zrmiegand USA
eurtpski belosi
afto-ameritania
hispanska
liaponska

6p22.p21.3

12021-923

g 12p

13q14.1-q14.3

g

18421

g

FEVI

kozné testy [ at. ekzér

et ekzém2 [llastma

SlgE

ekzém + SIgE

BHR [llatopia [HllastmatgE+sIgE
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Gén pre 2-adrenoreceptor (ADRB2) sa nachádza práve v tejto oblasti, konkrétne v 5q32139. V ADRB2 bolo popísaných niekoľko polymorfizmov, ale len niektoré majú i skutočný klinický dopad. V prípade Arg-Gly 16 substitúcie dochádzalo in vitro k zvýrazneniu down - regulácie 2 adrenoreceptorov po provokácii agonistami, zatiaľ či v prípade Gln-Glu 27 substitúcie dochádza k oslabeniu down regulácie tohto receptoru140,141. Gly 16 forma receptoru bola spojená s nočným poklesom spirometrických parametrov a zvýšenou BHR142,143. Glu 27 forma bola naproti tomu spojená so zníženou reaktivitou dolných dýchacích ciest u miernych až stredne závažných astmatikov144. Štúdia 60 rodín s astmatikmi našla asociáciu Glu 27 v ADRB2 a zvýšenou hladinou IgE145. Asociácia týchto dvoch variant v pozíciách 16 a 27 však nebola zistená s výskytom astmy a atopie ako takej. I keď tieto 2 polymorfizmy neprispievajú zásadne k rozvoji astmy, tak určite budú mať modifikujúci vplyv na priebeh choroby145. 

V lokuse 5q je lokalizovaný i gén pre IL-9, konkrétne v oblasti 31.1146. V experimente na myšiach bol lokus pre IL-9 spojený s BHR a expresia IL9 bola znížená u myší so zníženou bronchiálnou reaktivitou147. Ba čo viac, i u transgénnych myší s konštitutívnou expresiou IL-9 bol pozorovaný výskyt fenotypov podobných astme – prítomnosť eozinofilného a lymfocytového zápalu, nadprodukcia hlienu a hyperplázia pohárikových buniek. Zároveň bola zistená i prítomnosť Th2 cytokínov (napr. IL-4, IL-5, IL-13), pričom ale najdôležitejšiu úlohu z nich v tomto prípade v dýchacích cestách má IL-13 – u RAG1 deficitných myší s konštitutívnou produkciou IL-9 bola pozorovaná zvýšená produkcia IL-13 v epitelu dýchacích ciest148.

Laitinen a spol.149 sledovali 157 rodín s výskytom astmy z izolovanej fínskej oblasti Kainuu a hľadali v nich väzbu 6 markérov z 5q (mimo iné i IL-9) s výskytom astmy. Túto však nenašli ani pomocou podrobnej permutačnej analýzy, ani pomocou sekvenovania IL-9 a preto dospeli k názoru, že je nepravdepodobné, aby oblasť 5q31 prispievala k dedičnosti sérových IgE alebo k rozvoji astmy vo fínskej populácii149. Význam IL-9 v patogenézy astmy bol potvrdený v experimente s myšami, ktorým bol IL-9 instilovaný intratracheálne po dobu 10 dní. U týchto myší bola následne zistená zvýšená sérová hladina IgE a v bronchoalveolárnej laváži bola zistená pľúcna eozinofília150.

Niimy a spol. objavili v oblasti 5q31-q34 gén pre uteroglobínu príbuzný proteín (UGRP1) a jeho exprimáciu pozorovali v priedušnici a pľúcach, pričom zníženie hladiny UGRP1 mRNA bolo pozorované v pľúcach myší s antigénom indukovanou pneumóniou151. Ďalej zistili, že genotypy -112A/-112A a -112A/-112G v tomto géne boli signifikantne asociované s astmou152. V replikačnej štúdii 47 japonských rodín s astmatickými deťmi však asociáciu týchto genotypov ani jednotlivých aliel s astmou nepotvrdili153. 

3.2.3.3 chromozóm 6

V oblasti 6p21.3 sa nachádza TNF génový komplex, a to medzi skupinami génov pre HLA II/III a HLA I. triedy154. V tomto komplexe sa nachádzajú gén pre lymfotoxín- (LTA, LT, TNFSF1, TNF), za ním nasleduje tumor nekrotický faktor (TNF, TNF) a v protismernej orientácii potom ešte lymfotoxín- (LT)155. TNF bol určený ako silný prozápalový cytokín zvyšujúci BHR u ľudí156,157.

Zvýšené hladiny TNF boli nájdené v dýchacích cestách i v broncho – alveolárnych výplachoch158,159. Jeho zvýšená sekrécia by mohla byť v súvislosti s alelou č. 1 NcoI polymorfizmu (zámena G na A, intrón č.1) v LTA160 a ďalej s alelou č. 2 varianty v pozícii -308 v promótorovej oblasti TNF, pri ktorej bola pozorovaná 6 – 7x vyššia expresia v porovnaní s bežnou variantou161. V štúdii 88 austrálskych nukleárnych rodín s 92 astmatikmi, sa preukázal významne častejší výskyt uvedených polymorfných aliel práve u osôb s astmou. Táto asociácia bola zároveň obmedzená na haplotyp zložený z týchto variant (LT NcoI*1 / TNF-308*2 haplotyp) a preto nebolo možné rozlíšiť samostatný efekt jednotlivých polymorfných aliel162.

Ďalšia austrálska štúdia taktiež potvrdila asociáciu týchto dvoch polymorfizmov s výskytom astmy, avšak v inverznom vzťahu než predchádzajúca štúdia – s astmou boli asociované alely LT NcoI*2 a TNF-308*1.  Autori ďalej pozorovali lineárny trend zvyšujúceho sa rizika výskytu astmy v závislosti od všetkých možných genotypov (homozygoti pre uvedené asociované alely mali riziko najväčšie), a to v prípade oboch polymorfizmov163. 

K podobným záverom došla i štúdia 131 talianskych rodín s deťmi s atopickou astmou164. Táto našla signifikantnú asociáciu LT NcoI*2 s pozitívnosťou kožných testov a atopiou (definovaná ako zvýšené hladiny IgE, pozitívnosť kožných testov, alebo prítomnosť oboch týchto fenotypov). Asociácia síce nebola potvrdená pre polymorfizmus v TNF, ale haplotypová analýza týchto polymorfizmov bola s pozitívnym výsledkom. Autori konštatovali významné rozdiely v alelových frekvenciách v týchto troch populáciách (talianska, 2 austrálske), pričom si to vysvetľovali možným vplyvom HLA lokusu (TNF lokus je v silnom disekvilibriu s HLA DR). Zároveň poukázali na to, že austrálske štúdie pracovali s osobami, ktoré nezdieľali rovnaké ale veľmi odlišné prostredie, čo mohlo viesť k rozdielnej imunologickej polarizácii osôb v nich zaradených a tým aj k ovplyvneniu výsledkov asociačnej analýzy164.

Vplyv HLA bol  pozorovaný i pri náchylnosti k potravinovým alergiám – v 37 rodinách s výskytom alergie na arašidy bol pozorovaný významne vyšší výskyt genotypov DRB1*08, DRB1*08/12 tyr16 a DQB1*04 v porovnaní s kontrolnou skupinou165. Distribúciu HLA-DRB1 v 230 rodinách z Busseltonu sledovala skupina Moffattovej a spol.166, pričom našli väzbu tohto génu k hladine celkových i špecifických (roztoče, mačky) IgE. Väzba HLA-D oblasti (6p21) bola pozorovaná i v štúdii 299 osôb z 45 belošských rodín so zvýšenou hladinou špecifických IgE proti roztočom167. Špecifiké IgE boli vyššie významne častejšie sa u osôb s 196 bp alelou markéru D6S1281 a 104 bp alelou markéru DQCAR. Naopak 200 bp alela markéru D6S1281 a 204 bp alelou markéru D6S291 sa u takýchto osôb vyskytovali oveľa menej často a preto by mohli predstavovať protektívny účinok167.

3.2.3.4 chromozóm 7p

V štúdii fínskej populácie z izolovanej Kainuu oblasti našli Laitinen a spol.168 významnú väzbu lokusu 7p14-p15 s astmou, vysokou hladinou IgE alebo kombináciou oboch týchto fenotypov. Táto väzba bola najvyššia pre hladinu IgE. V pokračujúcej štúdii sa Polvi a spol.169 zamerali na vytvorenie fyzickej mapy tohto lokusu a ďalej uskutočnili asociačnú štúdiu génu pro  reťazec heterodimérického  / receptoru T buniek (TCRG). V dvoch nezávislých zostavách fínskych rodín však nebola nájdená asociácia TCRG ani s celkovými IgE ani s astmou169. 

Laitinen a spol.170 skúmali 133 kb segment určený ako suspektne ovplyvňujúci vznik astmy v oblasti na 7p. V tejto oblasti našli 2 gény – AAA1 a GPRA. Vzhľadom k tomu, že rozličná distribúcia proteínových izoforiem GPRA bola zistené vo vzorkách z biopsií v bronchoch, tak na tento proteín upriamili svoju ďalšiu pozornosť. GPRA (taktiež známy i ako GPR154) je sirotský receptor spriahnutý s G proteínom. Autori štúdie zistili, že v 3 kohortách z Kanady a Fínska sa vyskytovali SNP haplotypy asociované s vysokou hladinou IgE alebo astmou. Ďalej v experimente na myšom modeli stimulovanom ovalbumínom bola pozorovaná zvýšená expresia génu homologického práve k GPRA170.

Asociácia GPR154 bola potvrdená aj v talianskej populácii, kde sledovali výskyt 7 polymorfizmov u pacientov s alergickou astmou. Asociácia s hladinou IgE bola zistená s polymorfizmami SNP 546333 a  rs740 347, P=0.006 a s haplotypom H4. S astmou boli asociované haplotypy H5 a H6171. Asociácia SNP haplotypov v GPR154 bola nasledovne potvrdená aj v ďalších, rozličných európskych populáciách172. 

3.2.3.5 chromozóm 11q

Väzba lokusu 11q s výskytom atopie bola popísaná Cooksonom a spol.17 už v roku 1989 a ďalšie štúdie venovali tejto oblasti značnú pozornosť. V štúdii 123 súrodeneckých párov s astmou a súvisiacimi fenotypmi (atopia, BHR), van Herweden a spol. pozorovali väzbu mikrosatelitného polymorfizmu v piatom intróne génu pre FceRI s diagnózou astmy a BHR. Táto väzba s BHR bola signifikantná i po vylúčení atopických osôb92,173.  Zámena izoleucínu za leucín v pozícii 181 tohto génu, ktorá bola asociovaná s atopiou v britskej štúdii, nebola pozorovaná v skupine japonských pacientov94. Pozorovaná asociácia s astmou a BHR však bude možno spojená s výskytom zmien v regulačných oblastiach tohto génu alebo v dôsledku mutácii v iných priľahlých génoch174. 

CC10 (10 kDa proteín Clarových buniek) je proteín s vysokou expresiou v dýchacích cestách a taktiež môže mať dôležitú úlohu v modulácii zápalu (protizápalový účinok) v stene dýchacích ciest175. Lokalizácia génu pre tento proteín bola určená do oblasti medzi markéry D11S16 a D11S97 (11q12-q13) – oblasť do ktorej bol mapovaný hypotetický lokus pre atopiu a ďalej i gén pre FceRI176.

IL-8 je uznávaný ako dôležitý mediátor zápalovej reakcie v dýchacích cestách. Funguje ako chemotaktický faktor neutrofilov, ktoré láka do miesta zápalu a potom indukuje fagocytózu177. IL-8 zároveň indukuje i angiogenézu178. IL-1b aktivuje NF-kB a následne dochádza k aktivácii expresie IL-8179. Samotný proteín CC10 je konštitutívne exprimovaný bunkami epitelu všetkých slizníc, ktoré sú v styku s vonkajším prostredím, napr. aj v dýchacích cestách180. CC10 je známy pre protizápalové účinky, ovplyvňovaním IL-8. CC10 knock-outované myší vykazovali známky zvýšenej zápalovej aktivity dýchacích ciest v reakcii na alergén181. 

Long a spol. 182 v experimente na bunkách nosnej sliznice a na CC10 knock-outovaných myšiach zistili, že CC10 inhibuje expresiu IL-8 indukovanú IL-1b a že CC10 reprimuje aktiváciu NF-kB indukovanú cestou IL-1b, priama interakcia medzi CC10 a p56 ale nebola pozorovaná. V kultúrach z explantátov nosnej sliznice u ľudí mala hladina CC10 inverzný vzťah k k IL-1b indukovanej expresii IL-8182.

Asociácia CC10 s astmou v skupine 275 osôb britského a 300 osôb japonského pôvodu však nebola potvrdená a to bez ohľadu na atopický stav183. Avšak v indickej populácii bola nájdená signifikantná väzba intragénového repetitívneho polymorfizmu s astmou pričom vo väzbe bol aj haplotyp A_18 zostavený z polymorfizmu A38G (ten samostatne nebol asociovaný) a uvedeného repetitívneho polymorfizmu. Na základe týchto údajov je možné predpokladať, že tento gén nebude patriť medzi gény silného účinku predisponujúceho k vzniku astmy184.

3.2.3.6 chromozóm 12q

Oblasť 12q bola s výskytom astmy prvý raz spojená v roku 1996 v štúdii kaukazskej a afro-karibskej populácii185.  Väzba chromozómu č. 12 s astmou bola následne hlásená i v štúdii 3 rozličných amerických rás105 a väzbu k atopii  popísala i jedna nemecká štúdia186. Ďalšia štúdia zameraná na nemeckú populáciu asociovala  oblasť 12q13 s výskytom astmy i atopie spoločne111. Dôležité postavenie lokusu 12q pri náchylnosti k astme alebo s ňou súvisiacich fenotypov potvrdili i ďalšie, celogenómové štúdie131,187,188. Raby a spol.189 vykonali podrobnejšiu analýzu lokusu 12q13-q24 pomocou 32 mikrosatelitných markérov. V tomto lokuse našli 3 samostatné oblasti – jednu s väzbou k astme, druhú k BHR a tretia súvisela so zmenami pľúcnych funkcií (FEV1, BDPR indexy).

Do oblasti 12q bolo mapovaných niekoľko kandidátskych génov pre atopiu (napr. gén pre interferón  - IFNG, či rastový faktor mastocytov – MGF  apod.). Z tohto dôvodu sa Barnes a spol.185 zamerali na túto oblasť v skupinách astmatikov z Barbadosu (afro - karibská populácia, prostredie s vysokou záťažou alergénmi) a z Pensylvánie (belošská populácia Amišov starého poriadku). Sledovaním polymorfných markérov z 12q našli v oboch skupinách väzbu lokusu 12q15-q24.1 k astme, zvýšeným IgE i kombinácii oboch185. Asociáciu tohto lokusu s IgE potvrdila i nemecká štúdia, v ktorej sledovali deti s perzistujúcimi vysokými hladinami IgE, presne definovali extrémny fenotyp (IgE nad 85% hodnôt atopickej populácie) a našli tak väzbu s markérmi D12S379, D12S1064, D12S351 a PAH186. S astmou bol asociovaný i markér D12S390 (lokus 12q13.13) v talianskej populácii190. 

V oblasti 12q24 sa nachádza i gén pre neuronálny NOS (NOS1), ktorý hrá dôležitú úlohu v pri vzniku astmy – napr. v experimentoch na myšiach vykazoval dôležitú úlohu pri vzniku BHR, pretože myši deficitné pre tento gén boli menej náchylné odpovedať na bronchoprovokačné stimuly, než wt myši. A čo viac, polymorfné markéry v NOS1 boli pozorované vo zvýšenej miere u astmatikov a intrónový (AAT)n polymorfizmus bol spojený so zvýšenou koncentráciou NO v dýchacích cestách(rozoberané v 191).

Shao a spol.192 sa zamerali na polymorfizmy v génoch, ktoré boli aspoň 1x spojených s astmou v detstve, či s ňou súvisiacich fenotypov, nachádzajúcich sa v lokuse 12q13-q24. Repetície  GT v druhom intróne NOS1 a GT repetície v prvom intróne STAT6 boli v asociácii s astmou, no CA opakovanie v intróne č. 1 génu pre IFN a polymorfizmus 465C>T v géne pre AID (AICDA) nevykázali žiadnu väzbu s astmou.

3.2.3.7 chromozóm 13q

V  86 rodinách s výskytom atopickej astmy bola uskutočnená podrobná analýza chromozómu č. 13, ktorou bola nájdená väzba astmy s lokusom 13q14.2 v japonskej populácii193. Väzbu lokusu 13q14 s atopiou zistili i Daniels a spol. 103 vo svojej celogenómovej štúdii. Väzbu tohto lokusu asociovali i Hizawa a spol.194 a to s výskytom detskej astmy s precitlivenosťou k roztočom.  Ober a spol.108 zase v populácii Hutteritov asociovali lokus 13q21.3 s astmou v prvej etape hodnotenia rodín, avšak už nie v druhej.  

Bhattacharyya a spol.195 analýzou 59 polymorfných markérov spresnili lokalizáciu lokusu pre a atopiu do oblasti okolo markéru D13S161, s hranicami medzi markérmi D13S328 a D13S1269. V nasledujúcej štúdii táto skupiny našla v tomto lokuse asociáciu nového mikrosatelitného markéru USAT24G1 s hladinou celkových IgE196. Zhang a spol.197 nakoniec v tejto oblasti asociovali polymorfizmy v PHF11 s hladinou IgE i ťažkou astmou. Mimo PHF11 leží v tejto oblasti i SETDB2 a to hneď pred ním. Štúdia austrálskych rodín s výskytom atopického ekzému skúmala SNPy v týchto 2 génoch a s touto chorobou asociovala polymorfizmy v PHF11, konkrétne  rs2247119 v intróne č.3 ( p = 0,029) a  rs1046295 v 3´UTR (p = 0,007)198. Tieto výsledky priložili ďalší z kamienkov do mozaiky dôkazov poukazujúcich na významu lokus 13q14 v regulácii atopických chorôb.

3.2.3.8 chromozóm 14q

V oblasti 14q11.2 leží TCR / génový komplex, ktorý obsahuje gény pre tvorbu  a  reťazcov TCR199. V štúdii asociácie špecifických IgE (proti antigénom roztočov, srsti mačiek a psov, travín a Alternaria alternata) Mofattová a spol.200 nepozorovali signifikantnú väzbu IgE k lokusu s génmi pro TCR. U postihnutých súrodeneckých párov (populácia z UK a z Austrálie) však našli významnú väzbu sledovaných mikrosatelitných sekvencií z oblasti TCR, prenesených od oboch rodičov. Tento výsledok podľa autorov poukazuje na prítomnosť génu / génov z oblasti TCR, ktoré modifikujú špecifickú IgE odpoveď200.

3.2.3.9 chromozóm 19

Chromozómová oblasť 19q bola spojená s astmou v niekoľkých GWAS108,112. Analýzou 22 markérov z chromozómu č. 19 v 111 rodinách  s výskytom alergickej astmy bola odhalená väzba oblasti 19q13.3 k atopii, pozitívnosti kožných testov a hladine IgE201.

V oblasti 19p13.3 leží gén pre nízko – afinitný IgE receptor202. Laitinen a spol.203 skúmali asociáciu tohto génového lokus vo fínskej populácii s 3 fenotypmi: celkové IgE, astma a špecifické IgE. Haplotypovou analýzou sledovaných SNP našli väzbu k vysokej IgE odpovedi a u časti rodín (s výskytom astmy u 2 a viacerých detí) i k astme. 

Zložka komplementu C5 má silný zápal podporujúci účinok, ktorý uplatňuje cez svoj receptor C5R1, ktorý je členom rodopsínovej rodiny204. C5R1 je exprimovaný na mnohých bunkách imunitného systému, ale taktiež i v mnohých bunkách dýchacích ciest205,206. Gén kódujúci C5R1 sa nachádza na lokuse 19q13.3-q13.4207. Barnes a spol.208 našli polymorfizmus v promótore génu pre C5R1. Uskutočnili asociačnú štúdiu tohto polymorfizmu s astmou alebo fenotypom atopie v troch rozličných štúdiách, avšak nepozorovali žiadnu asociáciu k týmto fenotypom . A čo viac, nebola zistená ani zmena promótorovej aktivity asociovateľná s týmto SNP208. Je preto nutné uskutočniť ďalšie štúdie, ktoré definitívne zhodnotia mieru vplyvu tohto génového lokusu pri vzniku alergických ochorení.

3.2.3.10 chromozóm 20q

Prevratnú celogonómovú štúdiu predstavuje práca van Eerdewegha spol.126, ktorá v skupine 460 súrodeneckých párov (belošská populácia, kombinovaná z US a UK populácie) odhalila 2 peaky v oblasti 20q13 a ďalšou presnejšou analýzou (väzbová analýza, sekvenácia priľahlých génov a na záver asociačná analýza polymorfizmov týchto génov) preukázala asociáciu ADAM33 s astmou a BHR. Táto práca odštartovala množstvo replikačných štúdií a iných štúdií zaoberajúcich sa funkciou ADAM33 v dýchacích cestách a pri vzniku astmy.

Väzba lokusu 20q13 k hladine špecifických IgE (roztoče) i k astme (či k jej rozličným fenotypom) bola neskôr potvrdená i v GWAS pracujúcej s 202 austrálskymi rodinami209.

3.2.3.11 chromozóm Xq

Veľmi dôležitú úlohu v mechanizme spustenia tvorby IgE – pri indukcii samotného izotypového prepnutia – má interakcia medzi CD40 ligandom a jeho receptorom (CD40). Z tohto dôvodu bola študovaná ich úloha pri vzniku alergickej reakcie. Gén pre CD40L sa nachádza na Xq26.3210. Lokus génu pre CD40 je zase v oblasti 20q13.12211.

Úloha interakcie CD40L – CD40 v patogenéze astmy a pri zápale asociovanom s tvorbou IgE bola skúmaná na myšacom modeli stimulovanom antigénom Aspergillus fumigatus. Takéto myší potom vykazovali eleváciu IgE a eozinofilný zápal v pľúcnych tkanivách a v materiáli z broncho-aleveolárnej laváži212. V  kmeňoch s knock-outovaných jedným alebo druhým génom bola významne znížená tvorba IgE, zápal v pľúcnych tkanivách však pozorovaný nebol. K rozvoju BHR  došlo, ale len u myší s vyradeným génom pre CD40L212.

3.3 Charakteristika vybraných kandidátskych génov


Posledné 3 desaťročia boli svedkami obrovského pokroku v molekulárne genetickej podstaty vzniku alergických chorôb. Za toto obdobie došlo k výraznému nárastu počtu lokusov a následne i génov (kandidátskych či určených pomocou pozičného klonovanie) asociovaných s výskytom astmy a atopických chorôb. V 80. rokoch minulého storočia sa začalo so skúmaním vplyvu HLA systému na vznik alergických ochorení, napr. Saito a spol.68 našli silnú väzbu niektorých lokusov HLA-B s rodinným výskytom astmy, usilovný výskum na poli HLA vo vzťahu k alergiám pretrváva dodnes. Úplne nový lokus (11q13) asociovaný s atopiou bol popísaný v roku 198917. Od tohto okamihu došlo v dôsledku väzbových analýz, štúdií kandidátskych génov i celogenómových štúdií k zvýšeniu počtu asociovaných génov a v roku 1998 tak už bolo známych 6 lokusov spojených s výskytom alergií. S nástupom moderných biotechnológií, ukončením sekvenácie a resekvenácie celého ľudského genómu súčasne s extrémnym rozšírením databáz polymorfizmov v ňom, a tým pádom i nástupom celogénomových štúdií na kvalitatívne i kvantitatívne vyššom stupni došlo k ďalšej expanzii asociovaných lokusov, v roku 2008 ich bolo známych už viac než 20018. Medzi gény asociované s astmou v poslednej dobe tak patria napr. PERLD1 asociovaný s astmou hneď niekoľkými GWAS119,213-215, ORMDL3 asociovaný s detskou astmou214,216, či GSDMB taktiež spojený s výskytom detskej astmy119,216, pričom tieto 3 gény sa nachádzajú na 17q21. 

Asociácia génov je potvrdzovaná v replikačných štúdiách – u niektorých génov tieto boli s negatívnym výsledkom, asociácia ďalších génov bola replikovaná v 1-2 štúdii. Replikácia v 6-10 štúdiách bola úspešná pre 15 kandidátskych génov a asociácia s alergickým ochorením vo viac než 10 replikačných štúdiách bola uskutočnená len v prípade 10 génov.  Medzi gény s replikovanou asociáciou v 6 – 10 štúdiách patrí STAT6 a medzi gény s replikáciou vo viac než 10 štúdiách patrí zase ADAM33217. Vzhľadom na tento fakt sa nasledujúca časť bude venovať charakteristike týchto 2 génov a v nadväznosti na to budú v experimentálnej časti popísané výsledky asociačnej štúdie týchto génov s astmou a atopiou u detí vybraných z českej populácie. 

3.3.1 STAT6


Atopiu charakterizuje sklon k zvýšeným hladinám IgE a to v reakcii na bežné, neškodné alergény vonkajšieho prostredia. Za tvorbu IgE sú zodpovedné plazmocyty (bunky v terminálnom štádiu diferenciácie B buniek). K tvorbe IgE však dochádza až po spolupráci dvoch signálov – stimulácia B lymfocytov prostredníctvom IL-4 a zároveň na základe pomoci Th2 lymfocytov prostredníctvom interakcie CD40L (povrch T buniek) s CD40 (B lymfocyty). U ľudí tak dochádza k izotypovému preskoku a tvorbe IgE a IgG4218, pričom prednostná tvorba IgE môže byť pravdepodobne ovplyvnená interakciou CD23/CD21219. Expresia germinálnych transkriptov z génov C a C4 môže v relatívne nízkej miere prebiehať aj bez stimulácie prostredníctvom IL-4 (mechanizmom závislým od interakcie CD40/CD40L). Dostatočná tvorba -GLT a následný efektívny izotypový prešmyk po stimulácii CD40 prostredníctvom CD40L na T bunkách je však úplne závislá od funkčnosti STAT6 – v experimentoch so STAT6-/- myškami bolo zistené extrémne zníženie tvorby zárodkových transkriptov C a C1, kompletné porušenie synergizmu signálov z IL4 receptoru a z CD40 a u takýchto myšiek neboli detekovateľné hladiny IgE220.  A navyše, jeden nedávny experiment popísal zaujímavé pozorovanie, a síce že  nematurované B bunky sa preferenčne prepínajú z IgM priamo na IgE, než cez IgG1 medzistupeň v úplne diferencovaných B bunkách221. 

3.3.1.1 Štruktúra STAT6


STAT6 patrí do rodiny proteínov prenášajúcich signál a aktivujúcich transkripciu v reakcie na väzbu ligandu na príslušný receptor (STAT = z angl. Signal Transducer and Activator of Transcription). Hou a spol.222 v roku 1994 ako prví úspešne identifikovali a klonovali STAT6. Pomocou vyhľadávania v elektronickej databázy ľudských cDNA a hľadania homológie k už známym proteínom z rodiny STAT, popísali STAT6  i Quelle a spol.223 a to nezávisle od skupiny okolo Houa. Gén pre STAT6 je mapovaný do oblasti 12q13.3224,  má veľkosť o niečo väčšie než 19 kb a je zložený z 23 exónov225. Exón č. 1 a proximálna časť druhého exónu tvoria 5´UTR a translácia tak začína od 22. nukleotida v exóne č. 2 a končí za 189. nukleotidom v poslednom exóne, ktorý tak tvorí 3´UTR. (Obr.11). Transkripciou STAT6 môže vznikať niekoľko mRNA izoforiem226-228: 

· STAT6 – mRNA zostavená zo všetkých relevantných exónov,

· STAT6a – izoforma bez časti 3´UTR,

· STAT6b – forma bez exónu č.4,

· STAT6c – časť exónu č. 16 je súčasťou intrónu

Neskôr boli popísané ešte ďalšie 2 izoformy vznikajúce retenciou intrónu: STAT6d obsahuje mimo exónové sekvencie i intrón č. 17 a STAT6e obsahuje i sekvencie intrónov č. 17 a č. 18229.
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Obr. 11 Štruktúra STAT6

Na obrázku je znázornená štruktúra STAT6 – 23 exónov, exón 1 a časť exónu 2 tvoria 5´UTR, časť posledného exónu (sivá farba) predstavuje 3´UTR. Na obrázku sú ďalej znázornené i pozície polymorfizmov v STAT6, ktorých asociácia k hladine IgE a k astme bola posudzovaná najčastejšie.

3.3.1.2 Štruktúra STAT6 proteínu


STAT6 patrí do rodiny proteínov STAT, ktorú tvorí celkovo 7 členov: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT6b a STAT6. Všetky tieto proteíny zdieľajú homológiu v štruktúre domén (Obr. 12) i väčšiu či menšiu sekvenčnú homológiu. STAT proteíny tak obsahujú postupne za sebou uložené N terminálnu doménu, (NTD), doménu viažucu sa na DNA (DBD), doménu podobnú SH3, SH2 podobnú doménu a transaktivačnú doménu na C konci230. Reťazec STAT6 je tvorený celkovo 847 aminokyselinami. 

N terminálna doména má tvar tzv. zapletenej cievky (CCD – z angl. coiled coil domain). Prvých 130 aminokyselín v tejto doméne je silne konzervovaných medzi proteínmi rodiny STAT a táto časť proteínu prestavuje dôležitú funkciu v dimér – dimérových interakciách, pri tetramerizácii medzi dimérmi STAT a následnej spolupráci pri väzbe k DNA231,232.  V tejto oblasti sa taktiež nachádza Arg v pozícii 32, ktorý je zásadný pre metyláciu STAT6. V prípade mutácie postihujúcej práve tento arginín alebo pri inhibícii jeho metylácie dochádza k úplnému zrušeniu fosforylácie, transportu do jadra a väzby STAT6 na DNA233. 

Oblasť DBD je taktiež pomerne vysoko konzervovaný medzi proteínmi STAT rodiny a slúži k naviazaniu na GAS sekvencie231. GAS sú sekvencie DNA aktivované všeobecne v odpovedi na signalizáciu iniciovanú INF.
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Obr. 12. Štruktúra proteínu STAT6

Obrázok zobrazuje štruktúra STAT6 – zloženie vlastných domén je spoločné pre všetky proteíny z rodiny STAT. CCD – doména zapletenej cievky (coiled coil domain), DBD – DNA viažuca doména, SH3 – doména s podobnosťou k SH3, SH3 – doména so sekvenčnou podobnosťou k SH2, TAD – transaktivačná doména. Y641 – tyrozín v pozícii 641, ktorý je v prípade STAT6 dôležitú úlohu, je fosforylovaný a následne umožňuje dimerizáciu. CBP a NCoA-1 – koaktivátory SAT6, pričom čiernou zvislou čiarou v TAD sú znázornené dve časti, ktoré majú rozdielnu, pritom ale dôležitú funkciu pri transaktivácii, viažu CBP a NCoA-1. Čísla predstavujú označenie poradia aminokyselín v STAT6 na rozhraní jednotlivých domén. Podrobnosti viď text. 


Domény SH3 sa vo všeobecnosti nazývajú molekulárne suché zipsy, nakoľko majú schopnosť interagovať s oblasťami  bohatými na prolín234,235. Konzervovaná doména s homológiou k Src typ 2 je schopná asociovať s receptorom pre cytokín a interagovať s proteínmi obsahujúcimi fosfotyrozín a tým pádom môže dochádzať k dimerizácii s ďalším STAT a ovplyvňovať transaktiváciu236,237. Doména TAD má dve rozdielne oblasti, pričom prítomnosť obidvoch je dôležitá pre transaktiváciu. Časť tejto domény bližšia k N koncu bielkoviny spolupracuje s CBP (proteín viažuci CREB) a distálna časť (bližšia k C konci) interaguje s NCoA1(koaktivátor jadrového receptoru 1, člen p160/SRC rodiny koaktivátorov)., ktorý je špecifickým STAT6 koaktivátorom238. Väzba oboch je dôležitá pre úplne funkčnú transaktiváciu.

3.3.1.3 Funkcia STAT6 proteínu


STAT6 má dôležitú úlohu vo funkciách T buniek a zároveň  i pri diferenciácii smerom k Th2 bunkám a pri proliferácii stimulovanej IL-4. Rôzne aspekty vplyvu STAT6 v T bunkách, i postihnutie tvorby samotných IL-4 a IL-13 boli demonštrované v experimentoch s STAT6-/- myškách239-241. STAT6 mimo iné ovplyvňuje i expresiu Gata3, ktorý je zásadným faktorom v diferenciácii smerom k Th2 bunkám242. V B bunkách je STAT6 zodpovedný za tvorbu buniek v spolupráci zo signalizáciou aktivovaného CD40220 a hladiny IgE boli významne redukované v myšom STAT6-/- modeli po alergénnej senzibilizácii239-241. Expresia rôznych molekúl B buniek, ktoré hrajú dôležitú funkciu v procese spracovania antigénu (za situácie, keď B bunka sa súčasne chová ako APC), je taktiež indukovaná IL-4, signál ktorého prenáša práve STAT6 – jedná sa mimo iné o HLA II. triedy, CD80 a CD86239-241. No a v neposlednom rade IL-4 prostredníctvom signalizácie cez STAT6 má dôležitú úlohu v záchrane B buniek od programovanej smrti243. STAT6 sa uplatňuje i mimo B a T bunky. Zúčastňuje sa difereciácie alternatívne aktivovaných makrofágov prostredníctvom IL-4 stimulácie a sprostredkováva v nich expresiu génov indukovanú IL-13244,245. V dentritických bunkách vyvoláva tvorbu IL-12, ktorý je dôležitý pre Th1 imunologické pochody a znižuje produkciu IL-10246. V bunkách prsných žliaz zase v IL-4/IL-13/STAT6 dráhe indukuje vývoj luminálneho epitelu247. V dýchacích cestách je zase zapojený do signálnej dráhy spúšťanej IL-13, ktoré ovplyvňuje vznik BHR248.
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Obr. 13. Štruktúra IL-4 / IL-13 receptorov

Receptor pre IL-4 patrí do skupiny cytokínových receptorov typu 1, pre ktoré je charakteristická prítomnosť extracelulárne uložených  4 konzervovaných cysteínov (Cys) a WSXWX motívu. V intracelulárnej časti sa nachádzajú 2 domény limitovanej homológie medzi cytokínovými receptormi typu I, nazývajú sa box 1 (bližšie k cytoplazmatickej membráne, je zložený z 8 aminokyselín a bohatý na prolín) a box 2. Box 1 súvisí viacej s aktiváciou receptoru, box2 viacej s asociáciou s JAK – tie sa sem viažu prostredníctvom svojej N koncovej časti252. Vysvetlivky: IL-4R - reťazec špecifický pre väzbu IL-4; IL-13R1 – reťazec špecifický pre IL-13; IL-13R2 – reťazec klamlivého receptoru pre IL-13 (typ 2 receptor pre IL-13); JAK1, JAK3, TYK1 – kinázy zo  skupiny JAK; IRS-2 – proteín substrátu pre inzulínový receptor 2, ktorý aktivuje dráhy vedúce k proliferácii a tiež fosforyluje DNA viažuci proteín HMG-I/Y (moduluje transkripciu v lokuse C); SHC – SH2 obsahujúci transformujúci proteín, je tzv. adaptorový proteín, ktorý aktivuje MAPK signálnu dráhu; oba tieto proteíny interagujú s tyrozínom v pozícii 497; SHP-1 (SH2 obsahujúca tyrozín fosfatáza 1) – viaže sa na piaty na obrázku znázornený tyrozín a negatívne reguluje signalizáciu týmto receptorom253.

3.3.1.4 Signálna dráha STAT6 


Ako už bolo naznačené, tak STAT6 je zapojený do signálnej dráhy indukovanej IL-4 alebo IL-13. Receptor pre IL-4 patrí do skupiny cytokínových receptorov typu 1(viď prehľad 249). IL-4 má možnosť signalizovať prostredníctvom 2 receptorov (Obr. 13). 
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Obr. 14  IL-4 - STAT6 signálna dráha.

Na obrázku je znázornená signálna dráha IL-4 – STAT6, farebné značenie zodpovedá obrázku č. 13. Po naviazaní IL-4 na jeho špecifický receptorový reťazec dochádza k dimerizácii receptoru, ten sa aktivuje, dochádza k vzájomnej transfosforylácii kináz JAK a tie vytvoria dokovacie miesto pre STAT6. Dochádza k fosforylácii STAT6, ten sa následne dimérizuje, translokuje do jadra, kde sa viaže na STAT6 špecifické sekvencie (GAS elementy) a v komplexe s nukleárnymi faktormi spúšťa transkripciu.
Typ 1 IL-4 receptoru je zložený z IL4-R a c reťazca (bežný reťazec cytokínových receptorov) a je špecifický práve pre IL-4. Je exprimovaný hlavne v hematopoetických bunkách, na T i B bunkách. Typ 2 receptor (taktiež zvaný i receptor typ pre IL-13) je spoločný pre IL-4 i IL-13, je zložený z IL4-R a IL-13R1. Nachádza na povrchu rôznych buniek, z lymfocytov ho však exprimujú len B bunky. Druhý receptor pre IL-13 je zložený z IL-132 reťazca, ktorému chýba intracelulárna časť a tak neprenáša signál – funguje ako „klamlivý“ (decoy) receptor a reguluje tak IL-13 indukovanú signalizáciu250,251. 


IL-4 špecificky rozpoznáva IL-4R a preto typ 1 IL-4 receptoru viaže len IL-4. Po jeho naviazaní dôjde k dimérizácii receptorových jednotiek (IL-4R s c reťazcom) čím dochádza k tesnému priblíženiu sa kináz triedy JAK. JAK1 je asociovaná s IL-4Ra JAK3 je asociovaná s c reťazcom. V reakcii na toto JAK fosforylujú samé seba alebo seba navzájom. Aktivované JAK následne fosforylujú špecifické tyrozíny IL-4R reťazca, jedná sa konkrétne o Y575, Y603 a Y6033 ľudského IL-4 receptoru. Tieto tyrozíny predstavujú „prístavné / dokové miesto“ pre STAT6, ktorý sa s receptorom asociuje prostredníctvom jeho SH2 domény a dochádza tak k fosforylácii konzervovaného Y641. V ďalšom kroku dochádza k dimérizácii STAT6 monomérov – fosforylovaný Y641 jedného STAT6 interaguje s doménou SH2 druhého monoméru. Diméry STAT6 sú následne prenesené do jadra a viažu sa na GAS elementy (sekvencie aktivované IFN), v prípade STAT6 dochádza k rozpoznaniu TTCN4GAA sekvencie237,prehľad 251,254, prehľad 255. Táto konsenzusová sekvencia pre STAT6 môže uprostred obsahovať 3 alebo 4 nukleotidový medzerník256,257. Ďalším spresnením sa zistilo, že na základe palyndrómového rozšírenia konsenzusovej sekvencie, môže STAT6 rozlišovať tieto sekvencie: TTC CNNG GAA a TTC ANNT GAA pre miesta so sekvenciami obsahujúcimi 4 nukleotidy uprostred, a ďalej CTTC NNN(N) GAAG a TTTC NNN(N) GAAA s 3 alebo 4 nukleotidmi uprostredprehľad 228. Celogenómová analýza skúmajúca gény regulované STAT6 zistila, že v T bunkách až 79% miest pre väzbu STAT6 obsahovalo konsenzusové sekvencie – 50% z nich obsahovalo 4 nukleotidový medzerník a 23% ich obsahovalo 3 nukleotidový medzerník258. STAT6 teda omnoho viacej preferuje sekvenciu s 4 nukleotidovým medzerníkom, pričom žiadny z ďalších testovaných STAT sa na takúto sekvenciu neviazal259. Zároveň bolo zistené, že 66% väzbových miest pre STAT6 sa nachádza vo vnútri génov (hlavne v prvých dvoch intrónoch), zvyšok je pred štartom alebo za koncom transkripčného miesta258.

3.3.1.5 Aktivácia transkripcie závislej na STAT6 


I keď STAT6 je špecifický faktor potrebný k spusteniu tvorby IgE, len jeho samostatné naviazanie sa do oblasti promótora C nestačí, je nutná väzba a spolupráca s ďalšími jadrovými a transkripčnými faktormi. V oblasti o rozsahu 20 – 90 nukleotidov pred I exónom sa nachádzajú postupne IL-4 reponzibilný element (IL-4RE - miesto naviazania pre STAT6 so špecifickou TTCN4GAA sekvenciou), miesto pro PU.1, dve miesta pre naviazanie NF-B (NF-B1 a NF-B2) a miesto pre BSAP. Pred väzbovým miestom pre STAT6 je ešte miesto pre naviazanie sa C/EBP-, v pozícii -105 – -96 pred miestom začiatku transkripcie GLT. Samotná transkripcia je výsledkom funkčné synergie medzi STAT6 a C/EBP-, táto je závislá na interakcii ich TAD i keď priama interakcie STAT6 C/EBP- nebola doložená. Prítomnosť C/EBP- pravdepodobne pomáha stabilizovať väzbu STAT6prehľad230.


C promótor je tiež aktivovaný i signalizáciu z CD40 – pomocou NF-B. Jedná sa o skupiny transkripčných faktorov, ktoré synergicky s STAT6 aktivujú transkripciu, pričom neporušené väzbové miesta v Csú nevyhnutné pre transkripciu. Tieto faktory pravdepodobne zvyšujú afinitu STAT6 k IL-4RE a fyzicky priamo kontaktujú STAT6. Do prvého miesta (NF-B1, proximálne od IL4-RE) sa viaže klasický komplex NF-B zložený z p50/65 heterodimérov a do druhého miesta (NF-B2) sa viaže heterodimér p50/relB28,230. V experimente zameranom na C promótor bolo zistené, že bodová mutácia v mieste pre NF-B2 vedie k výraznému zníženiu odpovede na stimulácii IL-4, obdobná mutácia v NF-B1 naopak aktivitu promótora zvýšila. NF-B2 má teda dôležitý význam, ale pre spustenie transkripcie musí interagovať so STAT6260. Transkripciu podporuje i BSAP, pri jeho over-expresii dochádza k zvýšenému IgE izotypovému preskoku261. Promótor je taktiež regulovaný transkripčným faktorom PU.1, špecifickým pre monocyty, ktorý spolupracuje so STAT6. Miesto pre PU.1 sa nachádza pred NF-B1, pričom ich väzbové miesta sa čiastočne prekrývajú (sekvencia GGGAA). Mutácia miesta pre PU.1 alebo pre NF-B2 nemala žiadny alebo len minimálny vplyv na transkripciu po stimulácii IL-4, mutácia oboch miest zároveň zrušilo vplyv IL-4 na transkripciu262.


Jednou z hlavných úloh transkripčných faktorov je prilákať špecifické transkripčné faktory, ktoré modifikáciou histónov podporujú transkripciu a premosťujú enhancér s transkripčným komplexom – dochádza tak k tvorbe tvz. enhaceozómu. Za bežných okolností je na oblasť IL-4RE naviazaný PARP-14, člen rodiny poly-ADP ribóza polymeráz, ktorý na seba viaže histón deacetylázy HDAC2 a 3. V tomto stave je gén neaktívny. Po naviazaní sa STAT6 na IL-4RE, modifuje PARP-14 seba i HDAC2, HDAC3 (a navyše i prítomný p100), dochádza k ich disociácii, čím umožňujú aktiváciu génu. STAT6 následne priláka koaktivačné proteíny komplexu p300/CBP pričom s CBP asociuje pomocou svojej C terminálnej časti28. V enhaceozóme sa taktiež nachádzajú i koaktivátory patriace do skupiny jadrových koaktivátorov p160 steroidového receptora (NCoA), v prípade STAT6 sa jedná o NCoA1, interagujúci s C terminálnou doménou STAT a táto asociácia je závislá na LXXLL motíve TAD v STAT6263. Na koaktivácii transkripcie riadenej STAT6 sa nepriamo zúčastňuje i NCoA3, ktorý sa neviaže na STA6 ale na p300. V tomto komplexe sa nachádzajú i už  spomenutý p100/SND1 (obsahujúci stafylokokovú nukleázovú a tudorovú doménu 1) a RNA helikáza A (rekrútovaná prostredníctvom SND1), ktorá je naviazaná práve na p100. Proteín p100 pomocou svojej SN-podobnej domény interaguje s TAD STAT6 a taktiež asociuje s veľkou podjednotkou RNA polymerézy II, čím vytvára premostenie medzi komplexom polymerázy a STAT628,264,265.

3.3.1.6 Polymorfizmy v STAT6

V roku 1996 bola prvý krát popísaná  asociácia lokusu 12q s hladinou celkových IgE a s astmou185. Od tej doby bola venovaná veľká pozornosť výskumu vplyvu polymorfizmov a ich haplotypov v STAT6 na hladinu IgE a výskyt astmy, čo potvrdzuje i fakt, že STAT6 patrí do skupiny niekoľko málo génov, u ktorých bola táto asociácia potvrdená v 6 – 10 replikačných štúdiách217. 

Neprekladaná oblasť STAT6 na 5´konci obsahuje niekoľko polymorfizmov, do centra pozornosti sa dostali napríklad GT repetície (rs71802646) popísané Tamurom a spol.266 v Japonskej populácii, kde alela nesúca 13 GT opakovaní (a hlavne potom 13/15GT heterozygotný genotyp) bola asociovaná s výskytom alergických chorôb (astma, atopický ekzém a potravinová anafylaxia). Alela (GT)13 však v Japonskej populácii nebola asociovaná s hladinou IgE. V nemeckej populácii zase (GT)17 alela vykazovala trend zvyšovať hladinu IgE, ďalej mala signifikantný vplyv na eozinofíliu, avšak s astmou alebo BHR nebola táto alela asociovaná267.  V britskej populácii bola alela (GT)13 v asociácii s atopickou astmou no a  alela (GT)16 bola recipročne výrazne častejšou medzi osobami s neatopickou astmou268. Nagarkatti a Ghosh268 popísali ďalší GT repetičný polymorfizmus v STAT6 promótore, označili ho ako R1 a ďalej popísali alelové frekvencie GT polymorfizmu v exóne č. 1 STAT6 (ten si označili ako R3). V následnej štúdii našli Nagarkatti a spol.269 asociáciu 16 GT repetícií v R3 a 15 GT repetícií v R1 s astmou v indickej populácii. 16 repetícií GT v R3 malo negatívnu asociáciu v indickej populácii. Funkčnou analýzou Gao a spol.268 zistili, že (GT)13 alela v exóne č. 1 (lokus R3) vykazovala najvyššiu promótorovú aktivitu v porovnaní s kratšími či dlhšími alelami. Zároveň vyslovili hypotézu, že čím dlhšia alela, tým môže mať relatívne stabilnejšiu väzbu na nukleárne faktory. S prihliadnutím k efektu GT repetícií v iných génoch, Gao a spol.268 vyslovili domnienku, že tieto repetície by mohli ovplyvňovať formáciu sekundárnych štruktúr DNA a teda i viazanie transkripčných faktorov. 

Celogénovým sekvenovaním odhalili Duetschová a spol.267 (mimo iné) i 3 polymorfizmy v intróne č. 2: rs167769, rs324012 and rs324011. I keď ani jeden z nich nebol asociovaný s astmou, tak polymorfizmus rs324011 bol asociovaný s hladinou IgE v nemeckých populáciách267,270,271, avšak nie vo fínskej populácii272. Vplyv tohto polymorfizmu skúmali i Huang a spol.273, asociáciu s hladinou špecifických IgE nenašli. Prekvapivo však popísali asociáciu alely C (normálna „wild type“ alela) s alergiou na penicilín a s urtikou. Schedel a spol.270 vo svojej práci počítačovou analýzou sekvencií STAT6 zistili, že v intróne č. 2 sa nachádzajú 2 pravdepodobné miesta pre väzbu NF-B a polymorfná alela rs324011 SNP je zodpovedná za tvorbu distálnejšieho z nich. V následnej funkčnej štúdii preukázali, že táto alela je zodpovedná za zvýšenú tvorbu IgE229. 

Leung a spol.274 posudzovali asociáciu polymorfizmov piatich génov s výskytom astmy v ich populácii  a vyšetrovali i polymorfizmy T1309C (rs841718)  a C1507T (rs3024974) v STAT6. Polymorfizmus C1507T s významnou mierou v tejto populácii ovplyvňoval pokles FEV1 (spirometrické merania boli uskutočnené s ročným odstupom). Tento SNP však nebol v asociácii s IgE v čínskej populácii v predchádzajúcej štúdii týchto autorov275 a ani v belošských populáciách nemeckého pôvodu270. Avšak ďalšia štúdia na nemeckej populácii popísala slabo signifikantný vplyv T1309C a silný vplyv C1507T na hladinu IgE267.

Polymorfizmy, ktoré by eventuálne mohli ovplyvňovať STAT6 funkciu sa nachádzajú i v 3´UTR. Duetsch a spol.267 skúmali 5 takýchto polymorfizmov, pričom zistili významnú väzbu 3´UTRSNP3 (rs1059513) s BHR a  3´UTRSNP4 (rs4559) s hladinou IgE. V populácii čínskych detí nebola nájdená žiadna asociácia s astmou, bola však zistená významná interakcia medzi tromi SNP - GT repetície v intróne č. 1, C258T (rs4559) a T710C (rs324015) v čínskej populácii276. Vo framingtonskej GWAS štúdii bol nájdený signifikantný vplyv rs1059513 na dysreguláciu IgE277. 


V tejto oblasti sa nachádza ešte jeden, extenzívne skúmaný polymorfizmus - 2964 G>A SNP (rs324015). Gao a spol.278 ho asociovali s hladinou IgE alebo miernou atopickou astmou v japonskej populácii, avšak bez asociácie zostal tento polymorfizmus  v prípade významnej astmy (detí i dospelých) a to v japonskej i britskej populácii. V japonskej populácii bol však tento polymorfizmus asociovaný s eozinofíliou, detským atopickým ekzémom a potravinovou alergiou279. V populácii britských detí taktiež nebola potvrdená asociácia s hladinou IgE, bola zato ale nájdená významná spojitosť s potravinovou alergiou proti orieškom280. Naproti tomu, žiadna asociácia nebola nájdená s astmou či atopiou v nemeckej, čínskej alebo fínskej populácii267,272,281. Vzhľadom na tieto výsledky možno predpokladať najviac tak nepriamy vplyv polymorfizmov v 3´UTR na STAT6276.

3.3.2 ADAM33


ADAM33 je prvým génom asociovaným s výskytom astmy, ktorý bol identifikovaný pomocou pozičného klonovania, na základe výsledkov predchádzajúcej celogenómovej asociačnej štúdie126. Úloha ADAM33 v patogenéze astmy bola následne extenzívne študovaná, samotný ADAM33 patrí medzi niekoľko málo génov, ktorých asociácia s astmou bola úspešne replikované vo viac než 10 replikačných štúdiách217. Jeho dôležitú úlohu pri vzniku astmy alebo BHR zvýrazňuje aj jeho expresia v dýchacích cestách a ďalej i význam pri embryonálnom vývoji dýchacej sústavy – je preferenčne exprimovaný v pľúcach v priebehu tzv. „vetviacej“ sa morfogenézy (branching morphogenesis) a sugestívne tak má dôležitú úlohu v EMTU.

3.3.2.1 Štruktúra ADAM33

ADAM33 patrí do rodiny približné 40  proteínov s dizintegrínovou a metaloproteinázovou aktivitou (z angl. A Disintegrin And Metalloproteinase), ktoré sa zúčastňujú rôznych biologických procesov. Samotný gén pre ADAM33 sa nachádza v oblasti 20p13 a je tvorený 22 exónmi, ktoré sú prerušené 21 intrónmi a dlhý viac než 14 kb. Celá kódujúca sekvencia dohromady má dĺžku 2541bp, z čoho 87bp tvorí 5´UTR a 2442 bp kóduje vlastnú sekvenciu ADAM33 o dĺžke 813 aminokyselín282. 

I keď sa exóny (a analogicky potom i intróny) podľa systematického prístupu označujú číslom vzostupne v smere 5´→ 3´, tak ADAM33 z tohto pohľadu predstavuje výnimku. V dobe objavu ADAM33 a popisu jeho štruktúry si autori označili exóny v uvedenom smerovaní pomocou písmeniek abecedy126. Podľa klasického (systematického) postupu  majú i intróny svoje označenie – dohodou sa intróny označujú skratkou IVS, za ktorou sa pripojí číslo exónu, po ktorom daný intrón bezprostredne nasleduje. V prípade ADAM33 sa intróny označujú kombináciou písmeniek označujúcich exóny, medzi ktorými daný intrón leží. S využitím tohto postupu potom napr. medzi exónmi „S“ a „T“ leží intrón „ST“ (Obr.15). Toto označenie, i keď z pohľadu súčasne platnej nomenklatúry v molekulárnej genetiky „netradičné“, sa vžilo a stále sa používa. Toto je vidieť hlavne v prípade označovania polymorfizmov, ktoré je doposiaľ silne vžité a používané, kedy meno polymorfizmu je tvorené písmenom označujúcim exón/intrón, v ktorom sa nachádza, s pripojením čísla podľa polohy, v ktorej sú tieto polymorfizmy postupne v rade za sebou uložené v sekvencii génu (Obr. 15). 

3.3.2.2 Štruktúra ADAM33 proteínu


ADAM33 patrí do rodiny ADAM proteínov, ktorá tvorí podskupinu super rodiny metaloproteináz závislých od Zn283. Svoj názov majú odvodený od 2 funkčných domén (dizintegrínová a metaloproteázová domény), ktoré zdieľajú so svojimi najbližšími príbuznými – PIII trieda metaloproteináz hadieho jedu (SVMP). Všetky proteíny skupiny ADAM majú rovnakú organizáciu, obsahujú signálnu sekvenciu, prodoménu a domény: katalytickú (metaloproteázovú), dizintegrínovú, na cysteín bohatú, EGF (epidermálny rastový faktor) podobnú, transmembránovú a cytoplazmatickú (obr. 16). Tak ako i niektoré ďalšie ADAM proteíny, tak i ADAM33 obsahuje konsenzusový sekvenčný motív HEXGHXXGXXHD pre väzbu zinku v ich metaloproteinázovej doméne, ktorý je potrebný pre ich katalytickú aktivitu284.
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Obr. 15. Organizácia ADAM33 a jeho polymorfizmy.

Na obrázku je znázornená štruktúra exónov a intrónov ADAM33. Ďalej je označená pozícia polymorfizmov, ktoré boli často sledované v replikačných štúdiách a ktorých asociácia sa zároveň posudzovala v českej populácii.


Signálna sekvencia je umiestnená na N – konci proteínu a je dôležitá pre nasmerovanie ADAM proteínov do sekrétorických dráh. Prodoména nasleduje hneď za signálnou sekvenciou a je dôležitá pre maturáciu ADAM bielkovín. Primárnou funkciou prodomény je udržovať metaloproteázovú doménu v inaktívnom stave. Činí tak prostredníctvom cysteínového preskoku, kedy konzervovaný cysteín prodomény interaguje s aktívnym miestom proteínu pre zinok. Sekundárnou úlohou prodomény je funkcia šaperónu a je tak zodpovedná za poskladanie ADAM proteínu do správnej konformácie, čo sa týka hlavne metaloproteázovej domény. Metaloproteázová doména (MP) ADAM33 je aktívna, má proteolytickú aktivitu. Jej aktívne miesto obsahuje atómy zinku a vody potrebné pre hydrolytické procesy a tieto molekuly sú vo vzájomnej koordinácii s 3 konzervovanými histidínmi a distálnejšie uloženým metionínom. Katalytické miesto MP je do veľkej miery konzervované, i keď je u každého aktívneho ADAM trochu iná – tento rozdiel v štruktúre by mohol súvisieť so substrátovou špecifickosťou285. Medzi substráty ADAM33 patrí mimo iné i napr. beta amyloidný prekurzor APP286.


Dizintegrínová doména (DD) má svoj názov odvodený od toho, že je taktiež prítomná v štruktúre SVMP, kde sú zapojené do väzby integrínových receptorov krvných doštičiek. Blokovaním týchto receptorov  nedochádza k väzbe ich prirodzených ligandov ako je napríklad fibronektín, čo vedie k inhibícii tvorby agregácie doštičiek v mieste poranenia. Za interakciu s fibronektínom je zodpovedná konsenzusová RGD sekvencia 13 aminokyselín v tzv. dizintegrínovej slučke a mnoho ADAM proteínov zdieľa RX6DEVF sekvenciu. Väčšina ADAM proteínov sa môže vďaka tejto sekvencii viazať na 91 integríny. Interakcia s týmito integrínmi má význam vo fúzii buniek, ako bolo zistené napríklad v prípade ADAM12 a 91 v procese diferenciácie myogénnych prekurzorov. Význam EGF podobnej domény a domény bohatej na cysteín (CRD) nie je úplne jasný. Je však pravdepodobné, že CRD doplňuje funkčne DD a zároveň by mohla dodávať špecifickosť interakciám riadeným pomocou DD. Pri posudzovaní vlastností CRD má však pravdepodobne najväčší význam jej schopnosť fungovať ako špecifický ligand pre syndekany (adhézne molekuly). Predpokladá sa, že i EGF podobná doména by mohla mať význam v bunkovej adhézii. Cytoplazmatický koniec ADAM proteínov je silne variabilný v sekvencii i dĺžke a predpokladá sa, že má úlohu v regulácii metaloproteázovej aktivity a bunkovej signalizácie riadenej z vnútra buniek smerom von alebo v kontrole maturácie a subcelulárnej lokalizácie týchto proteínov285. Zároveň môže predstavovať väzbové miesto pre proteíny asociované s cytoskeletom46. 
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Obrázok 16. Štruktúra proteínu ADAM33

Obrázok znázorňuje štruktúru ADAM33 vo vzťahu k odpovedajúcim exónom ADAM33, ktoré kódujú jednotlivé domény. Čísla označujú poradia aminokyselín na rozhraní domén, je znázornená i 3´UTR. Červená hviezda označuje miesto väzby zinku a miesto konsenzusovej sekvencie je podčiarknuté. MD – metaloproteázová doména, DD – dizintegrínová doména, CRD – doména bohatá na cysteín, EF – doména s podobnosťou k EGF, TD – transmembránová doména.
3.3.2.3 Isoformy ADAM33 a možné funkcie proteínu ADAM33

ADAM33 má niekoľko izoforiem. Medzi hlavné patrí -izoforma, ktorá je vytvorená podľa celej cDNA. Naproti tomu -forma je vytvorená na základe alternatívnoho zostrihu s vynechaním exónu č. 17 (exón Q), v dôsledku čoho v tejto forme chýba 26 aminokyselín na rozhraní CRD a EGF podobnej domény284. Ďalšou (predpokladanou) izoformou je pravdepodobne sekrétovaná varianta, sADAM33, ktorá vzniká deléciou 37 bp v exóne R, čím dochádza k posunu čítacieho rámca a vzniká proteín bez transmembránovej jednotky. 


Expresia ADAM33 bola pozorovaná v rozličných ľudských tkanivách (mimo tkanivo pečene), no relatívne najvyššia expresia pri vyšetrení adultných tkanív bola zistená v pľúcach, slezine, cievach a placente284.  V dýchacích cestách je expresia ADAM33 obmedzená na mezenchýmové bunky a už Eerdewegh a spol.126 pozorovali prítomnosť ADAM33 len v pľúcnych fibroblastoch a hladkom svalstve bronchov, avšak nie v epiteliálnych bunkách. Nortern blotovou analýzou objavili prítomnosť dvoch transkriptov o veľkosti 5 a 3,5 kb. 5kb transkript nebol prítomný v cytoplazme a preto pravdepodobne predstavuje formu s nevystrihnutými intrónmi, nakoľko 3,5 kb produkt obsahuje všetky exóny ADAM33.
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Obr. 17. Varianty ADAM33

Vysvetlivky: SS – signálna sekvencia; PD – prodoména; CRD na cysteín bohatá doména; DD – dizintegrínová doména; EPD – doména  s podobnosťou k EGF; TD – transmembránová doména; CD – cytoplazmatická doména (upravené podľa Holgate ST a spol.288).

S výskytom astmy boli spojené i intrónové polymorfizmy v ADAM33, čo logicky viedlo k predpokladu, že by mohli ovplyvňovať zostrih génu a tak ovplyvňovať jeho expresiu, či poprípade viesť k vzniku rôznych izoforiem ADAM33. Táto hypotéza viedla k činorodému výskumu zameranému na miesto expresie i prítomnosť izoforiem ADAM33. Mimo prvé dve hlavné izoformy  a 284, bola v expresnej analýze vzoriek z bronchiálnej biopsii zistená prítomnosť i ďalších izoforiem ADAM33. Powell a spol282 v nej pozorovali prítomnosť 2 foriem ADAM33 obsahujúcich dlhý D exón – ten bol predĺžený prítomnosťou 39 bp, čím sekvencia prodomény bola obohatená o 13 aminokyselín. Obom variantom ADAM33 však chýbala funkčná MD. Ďalšia analýza zameraná na prítomnosť jednotlivých  exónov / domén odhalila zaujímavú skutočnosť a síce, že izoformy s takmer kompletným reťazcom obsahujúce i MD sú exprimované len v malej miere. A navyše, napr. mRNA pre predpokladanú sADAM33 formu tvorila len približne 2% zo všetkých izoforiem detegovaných v pľúcnych fibroblastoch. Všetky novo identifikované izoformy ADAM33 nekódovali funkčnú MD (Obrázok 17). Proximálna časť MD (exóny G a H) bola prítomné len v izoformách s dlhým exónom D a funkčná MD bola prítomná len u menej než 5% všetkých detegovaných izoforiem282. Analýza mRNA transkriptov ADAM33 v cytoplazme a jadre priniesla ďalší zaujímavý poznatok, pretože až 90% všetkých transkriptov sa nachádzalo v jadre. V cytoplazme sa vo väčšom množstve nachádzala mRNA pre izoformy kódujúce proteíny s MD a ďalej bol detegovaný i amplikón zodpovedajúci sADAM33. V cytoplazme nebola detegovaná forma s dlhým exónom D – táto bola len v jadre a vykazovala pomerne dlhý životný polčas a bude tak najskôr predstavovať jadrovú zostrihovú predformu. Ďalšie detegované izoformy mali relatívne rovnaké zastúpenie v oboch sledovaných kompartmentoch. Western blotová analýza bola využitá k zisteniu, či detegované mRNA sú i translatované. Pomocou tejto analýzy bola zistená prítomnosť 120 kD bielkoviny (nematurovaný produkt) a ďalej bielkovín o veľkosti 100 kD (odpovedajúcej maturovanému proteínu), 37 kD - najčastejšia z foriem bez MD (zodpovedá klonu 1 z obr. 17) a nakoniec skupina bielkovín o veľkosti 50 – 60 kD, ktoré zodpovedali klonom 3 – 6 (obr. 17) s chýbajúcou funkčnou MD. -forma ADAM33 tvorila až 30% všetkých transkriptov a mala rovnomerné zastúpenie v cytoplazme i jadre282. Je známa svojou možnosťou inhibície maturácie ADAM33 a teda by mohla mať dominantne negatívny efekt na proteázovú aktivitu289. Analogicky k situácii s ADAM19, by izoforma bez signálnej sekvencie mohla mať vlastnosť cytoplazmatickej lokalizácie290. Zostrihové varianty, ktorým chýbajú prodoména a MD, sú štruktúrne podobné syntetickému ADAM12-S, ktorý je in vivo schopný vyvolávať myogenézu291. 

Tento autorský kolektív následne študoval význam ADAM33 pri vzniku astmy, sledovali jeho expresiu v zdravých, astmatických a fetálnych pľúcach287. I táto štúdia odhalila prítomnosť viacerých izoforiem ADAM33, jednalo sa o formy s hmotnosťou 22, 37, 50 a 65 kD, pravdepodobná sADAM33 izoforma však v cytoplazme nebola nájdená. Analýza materiálu z fetálnych pľúc našla navyše ešte 25 kD formu287. V hladkej svalovine dýchacích ciest boli detegované i formy  a , pričom  forma bola prítomná v menšej miere v porovnaní s predchádzajúcom experimente, ktorý ale študoval primárne fibroblasty282. Imunohistochemické vyšetrenie materiálu z bronchiálnych biopsií lokalizovalo u dospelých osôb ADAM33 do hladkého svalstva a izolovaných buniek submukózy, spoločne s -aktínom hladkých buniek287. V prípade analýzy fetálnych pľúc (materiál z I. trimestrálnych potratov, 8. – 10. g.h.) bol ADAM33 prítomný okolo bronchiálnych tubulov, bol však prítomný v širšom okolí -  v nediferencovanom mezenchýme než -aktín hladkých buniek287. Lokalizácia v zväzkoch hladkých svalov a v okolí fetálnych bronchov teda naznačuje dôležitú úlohu pri vývoji pľúc (bronchiálne, neurálne i vaskulárne štruktúry) a teda i potenciálny vplyv na „modeláciu“ dýchacích ciest s ich nasmerovaním k astmatickému fenotypu. V tejto štúdii nebola zistená lokalizácia ADAM33 v epitely dýchacích ciest a ďalej nebol ani zistený významný rozdiel mRNA foriem ADAM33 či izoforiem ADAM33 medzi astmatikmi a kontrolami287.

Významným poznatkom postupne rozširujúcim určite rozsiahlu a komplexnú mozaiku funkcií a interakcií ADAM33 v dýchacích cestách, pri ich vývoji a pri vzniku astmy, je i zistenie toho, že tento proteín sa neobjavuje v epitely dýchacích ciest a to i napriek niekoľkým prácam popisujúcim jeho výskyt v tejto lokalite292,293. Yang a spol.294 sa zamerali práve na expresiu ADAM33 celkovo, sledovali distribúciu tejto expresie a s využitím i bioinformatických prístupov analyzovali predpokladaný promótor ADAM33. Jeho umiestnenie sa predpokladá v oblasti -550 – +80 vzhľadom k miestu transkripcie. Zistili, že promótor v tejto oblasti bol skutočne transkripčne aktívny a  predpokladaný  CpG ostrovček (určený na základe bioinformatickej analýzy) ležiaci v oblasti -362 – +80 bol hypermetylovaný v bunkách epitelu a naopak hypometylovaný vo fibroblastoch exprimujúcich ADAM33. K demetylácii promótora v ADAM33 nedošlo ani po expozícií epiteliálnych buniek efektu 5-aza-2´-dezoxycytozínu (demetylačné činidlo). Vplyvom TGF-1 na epitel docielili jeho epitelovo-mezenchymálny prechod (z angl. EMT – epithelial-mesenchymal transition), bunky vykazovali redukovanú expresiu epitelových a zvýšenú expresiu mezenchýmových markérov (napr. metaloproteináz), no expresia ADAM33 nebola pozorovaná a ani ADAM33 promótor nebol hypometylovaný. Súčasne porovnali expresiu (bez skúmania izoforiem) ADAM33 vo vzorkách od 15 osôb s ťažkou astmou a s 8 kontrolami a nenašli žiadny signifikantný rozdiel medzi porovnávanými skupinami. Autori na základe týchto výsledkom usúdili, že je nepravdepodobné, aby porušená regulácia expresie ADAM33 v epitelových bunkách prispievala k patogenéze astmy294. Predchádzajúce nálezy ADAM33 v epitely si vysvetľovali napr. i skríženou reaktivitou protilátok, ktorú pozorovali i oni sami (napr. s cytokeratínmi).

Ďalším kúskom do mozaiky úlohy ADAM33 pri astme bol nález 55 kD solubilnej formy ADAM33 (sADAM33) vo vzorkách z broncho-alveolárnej laváže (BAL) v prípade osôb s astmou avšak nie u zdravých kontrol, pričom množstvo sADAM33 inverzne korelovalo so stupňom astmy i s hodnotou FEV1% pri spirometrickom vyšetrení292. sADAM33 má MD a preto by mohol využíval metaloprotézovú aktivitu i na substráty, ktoré sú membránovým formám odopreté. Nakoľko prítomnosť sADAM33 v dôsledku alternatívneho zostrihu nebola pozorovaná vôbec287 alebo len minimálne282, tak sa Puxeddu a spol.295 zamerali na možnosť výskytu ektodoménového zhadzovania (z angl. ectodomain shedding) u ADAM33, tak ako to bolo preukázané napr. v prípade adam13 žiab rodu Xenopus296. Vo svojom experimente na rekombinantných bunkách zistili prítomnosť 55 kDa ADAM33 (sADAM33), bez prítomnosti prodomény (teda katalyticky aktívna forma) a teda tento proteín vzniká spracovaním ektodomény s následnou posttranslačnou glykozyláciou295. A ešte mimo spontánne odhadzovanie ektodomény, nárast indukovaného odhadzovania ektodomény ADAM33 bol pozorovaný po expozícií TGF-2, pričom tento efekt bol závislý časovo i od koncentrácie TGF-2. S využitím vysoko purifikovaného proteínu zistili, že MD v ADAM33 má schopnosť veľmi rýchlo vyvolať diferenciáciu endoteliálnych buniek in vitro a zároveň stimulovala tvorbu nových ciev v ex vivo i in vivo preparátoch295. Angiogenéza je zvýšená u detských i dospelých astmatikov, koreluje so zníženou funkciou pľúc a samotný sADAM33 by tak mimo iné mohol zaisťovať potrebnú výživu pre rozvíjajúce sa hladké svalstvo.

V poslednej dobe sa uvažuje, že počiatky astmy je nutné hľadať už prenatálne a i samotný ADAM33 je exprimovaný vo fetálnych pľúcach. Haitchi a spol.297 zistili, že k výraznému zvýšeniu expresie ADAM33 dochádza 2x v priebehu vývoja pľúc (v dobe skorého pseudoglandulárneho štádia a tesne po pôrode) a IL-13 výrazne suprimuje mRNA z ADAM33. Na myšom modely potom zistili, že alergický stav vyvolaný u matky viedol taktiež k supresii Adam33 mRNA, avšak došlo k zvýšeniu množstva spracovaného ADAM33. Súčasne bola pozorovaná i prítomnosť niekoľkých malých izoforiem s podobnosťou k sADAM33297.


Fyziologické funkcie ADAM33 ani jeho presné zapojenie do patogenézy astmy nie sú úplne jasné. Funkcie ADAM33 možno odvodzovať na základe jeho similarity k ďalším ADAM proteínom, hlavne členom podskupiny, do ktorej patrí – túto tvoria ADAM12, ADAM13 a ADAM19. Funkcie proteínu je také možno posudzovať na základe jeho domén, porovnaním s ich homológmi v ADAM  proteínoch so známou funkciou. Ďalším vodítkom k pochopeniu úlohy ADAM33 v procese vzniku astmy je i prítomnosť rôznych izoforiem ADAM33 a zároveň i prítomnosť solubilnej formy ADAM33. Prítomnosť sADAM33 vo forme pravdepodobne čiastočne degradovaného proteínu o veľkosti 25 kDa bola pozorovaná i u pacientov s pľúcnou sarkoidózou, čo naznačuje úlohu sADAM33 v procese rozvoja zápalu a remodelácii dýchacích ciest vo všeobecnosti a nie len pri astme298.

3.3.2.4 Polymorfizmy v ADAM33 

ADAM33 je prvým génom asociovaným s astmou, ktorý bol identifikovaný pozičným klonovaním. Eederwegh a spol.126 pri celogenómovom screeningu našli asociáciu astmy s oblasťou 20q13 a pri následnej analýze polymorfných markérov našli dva signály vo vnútri ADAM33. Sekvenovaním tohto génu identifikovali celkom 55 jednonukleotidových polymorfizmov (SNP), pričom 14 z nich bolo asociovaných s výskytom astmy v kaukazskej populácii (skupina z UK, skupina z US a spojená skupina),  no distribúcia  asociovaných SNP v jednotlivých skupinách a v kombinovaných dátach bola rôzna. Pretože predpokladali kumulatívny vplyv identifikovaných polymorfizmov na funkciu ADAM33 a tým aj na vznik astmy, uskutočnili ešte haplotypovú analýzu (kombináciu vždy 2 SNP do haplotypu) z polymorfizmov, ktoré boli samostatne asociované s astmou. Tieto zaujímavé výsledky vzbudili veľký záujem o štúdium úlohy ADAM33 pri vzniku astmy, množstvo prác sa pokúsilo asociovať SNP v ADAM33 s astmou v rôznych populáciách. Prvou štúdiou, ktorá úspešne replikovala asociáciu SNP v ADAM33 bola štúdia na vzorku nemeckej populácie299. V prípade familiárneho výskytu boli s astmou asociované F+1, ST+4 a ST+5 polymorfizmy. Niektoré z týchto SNP boli ešte súčasne spojené aj s eleváciou hladiny celkových IgE (F+1, ST+5), s BHR (F+1, S2) alebo s fenotypom astma + BHR (F+1, S2). Pri posudzovaní skupiny prípadov/kontrol bol s astmou asociovaný polymorfizmus ST+7 a s BHR polymorfizmus ST+5. Haplotypová analýza (dvoj- a trojlokusová kombinácia) v skupine s familiárnym výskytom ochorenia asociovala 1 haplotyp s astmou a ďalších 5 haplotypov s BHR299.

Spojitosť medzi SNP ADAM33 a výskytom astmy sa pokúšali nájsť aj Lee a spol.300 v súbore kórejských astmatikov. Uskutočnili genotypizáciu piatich polymorfizmov zo 14 pôvodne asociovaných polymorfizmov126 – S1, T1, V_1 V1 a V4. V skupine 326 astmatikov a 151 kontrol sa im však nepodarilo nájsť signifikantný rozdiel v distribúcii SNP ani haplotypov medzi skúmanými skupinami a ani väzbu na hladinu IgE. Jedinou výnimkou bola väzba T1 polymorfizmu a haplotypu h4 na hladinu BHR vyjadrenej pomocou PC20 (pokles FEV1 o 20% pri provokácii metacholínom)(ref.300). Hirota a spol.301 skúmali vplyv SNP ADAM33 na výskyt astmy dospelých osôb v súbore 504 astmatikov a 651 kontrol z japonskej populácie. Pomocou sekvenácie identifikovali celkovo 48 SNP, z ktorých 29 už predtým popísal Eederwegh a spol.126 Do asociačnej analýzy zaradili 14 polymorfizmov, pričom signifikantnú asociáciu s astmou v dospelosti vykazoval polymorfizmus T1 a po korekcii vzhľadom k počtu analyzovaných SNP bola nájdená i hraničná asociácia pre  S2 a V_3 polymorfizmy301. Ďalej zostavili haplotypy zo štyroch SNP – S2, T1, T2 (SNP, ktorý nebol signifikantný po korekcii na mnohopočetný výber) a V_3 a zistili štatisticky významnú väzbu haplotypu CCTG na výskyt astmy v dospelosti. V protiklade k týmto výsledkom, nebol ani jeden zo študovaných polymorfizmov asociovaný s astmou v islandskej populácii302. Autori však ešte uskutočnili meta-analýzu s využitím dostupných literárnych údajov, a našli signifikantnú asociáciu polymorfizmov ST+7, F+1, Q_1, S2 a T1 s astmou. Prvé dva z týchto polymorfizmov boli vo veľmi tesnej väzbe (linkage disequilibrium = 0.965). 

Howard a spol.303 hľadali asociáciu medzi astmou (+ event. súvisiacim fenotypom) a 8 polymorfizmami v 4 rôznych populáciách – holandskej, belošskej z US, afroamerickej a hispánskej. I keď našli asociáciu piatich polymorfizmov s astmou, tak ani jeden polymorfizmus nebol asociovaným s daným fenotypom vo všetkých populáciách. Drobnou výnimkou bol len S2 SNP, ktorý nebol asociovaný len v holandskej populácii. Haplotypovou analýzou odhalili vždy 2 haplotypy so signifikantnou asociáciou v holandskej a afroamerickej populácii. V ostatných populáciách signifikantná väzba sledovaných haplotypov k výskytu astmy nebola zistená303. Veľká austrálska štúdia neobjavila asociáciu medzi žiadnym z 10 skúmaných polymorfizmov, odhalila však niekoľko haplotypov, ktoré boli významne spojené s astmou – za tento trend boli najviac zodpovedné polymorfizmy V-1 a ST+7304. Lind a spol.305 sa pokúsili replikovať asociáciu šiestich SNP (S1, T1, V-1, V1, V4 a T2) s astmou, jej závažnosťou, odpoveďou na bronchodilatačné látky a hladinou celkových IgE v populáciách z Mexika a Portorika. Asociáciu sa im však nepodarilo nájsť ani pre jeden polymorfizmus či haplotypy (kombinácie 2 – 6 SNP). Jongepier a spol.306 sa zamerali na vzťah SNP v ADAM33 k progresii astmy. V skupine 200 astmatikov sledovaných viac než 20 rokov zistili, že vzácna alela polymorfizmu S2 bola asociovaná s výrazným ročným poklesom parametra FEV1. Táto práca poukázala teda na možný vplyv SNP v ADAM33 nielen na rozvoj astmy, ale aj na priebeh choroby.

Asociáciu detskej astmy s polymorfizmami v ADAM33 skúmali Simpson a spol.307 v britskej populácii detí vo veku 3 a 5 rokov. Vzácna alela F+1 SNP bola v tejto populácii vo väzbe na  zníženú funkciu pľúc u trojročných detí. S využitím recesívneho modelu dedičnosti bola pozorovaná asociácia F+1, S1, ST+5 a V4 s meraním špecifickej rezistencie v dýchacích cestách u päť ročných detí. S rizikom výskytu nízkeho FEV1 boli zase asociované polymorfizmy F+1, M+1, T1 a T2 a riziko výskytu prechodného skorého pískania predstavovala alela A polymorfizma F+1 v heterozygotnom stave307. Raby a spol.308 sledovali 652 nukleárnych rodín s výskytom astmy a posudzovali asociáciu 17 SNP v ADAM33 s výskytom detskej astmy. I keď v belošskej a afro-americkej populácii z USA nebol a astmou asociovaný ani jeden zo sledovaných SNP, tak polymofizmy T1 a T+1 vykazovali hraničnú asociáciu (p = 0,04) v podskupine hispánskej populácie. Haplotypovou analýzou odhalili v  belošskej populácii z USA asociáciu haplotypu č. 16 (p=0,006). Tieto štúdie poukazujú na to, že vplyvy SNP v ADAM33 začínajú už prinajmenšom v ranom detstve.

Medzi posledné asociačné štúdie patrí i výzkum vzťahu astmy a fajčenia s polymorfizmami v ADAM33 v skupine mladých japonských žien. Pri uvažovaní kodominantného modelu bola nájdená asociácia AA genotypu polymorfizmu Q-1 (rs612709) s astmou pri porovnaní s genotypom GG. Signifikantnú väzbu s výskytom astmy vykazoval haplotyp CCGGAAGA (obsahuje mimo iné i alelu A polymorfizmu Q-1 a G alelu polymorfizmu S2). Hranicu signifikancie  pre vzájomnú interakciu s fajčením pri vzniku choroby takmer dosiahli polymorfizmy  V-3 a S2309. Signifikantne zvýšené riziko pre astmu u detí prestavovali v populácii zo Saudskej Arábie polymorfizmy T1 a T2 (pri využití dominantného modelu). Polymorfizmy S1 a ST+4 neboli a astmou v tejto populácii asociované310. Navyše v meta-analýze z dát populácií v UK a z Islandu, ktorá analyzovala celkovo 1299 pacientov a 1665 kontrol, bola nájdená asociácia F+1 a ST+7 polymorfizmov s výskytom astmy311. Skutočná a najsilnejšia asociácia spomedzi polymorfizmov sledovaných v jednej z posledných GWAS štúdií bola zistená pre S2 polymorfizmus v ADAM33312.

4. Ciele dizertačnej práce

Medzi gény najčastejšie spojené s atopiou a hladinou IgE patrí STAT6 a medzi gény najčastejšie asociované s astmou a/alebo BHR patrí zase ADAM33. Pretože SNP v týchto génoch môžu ovplyvňovať ich funkciu a viesť tým pádom k rozvoju astmy a alergie, tak táto dizertačná práca mala nasledujúce ciele:
1. určiť genotypy vybraných polymorfizmov (SNP) v STAT6 a ADAM33 v sledovaných rodinách s výskytom astmy a v skupine kontrol, následne štatisticky zhodnotiť ich asociáciu s astmou, hladinou celkových IgE a BHR,

2. zo získaných genotypov SNP v STAT6 a v ADAM33 vytvoriť haplotypy STAT6 a ADAM33 a štatisticky zhodnotiť ich asociáciu s astmou, hladinou celkových IgE a  BHR,

3. posúdiť možný rozdielny vplyv zostavených haplotypov v závislosti od ich rodičovského pôvodu (maternálny vs. paternálny prenos).

5. Materiál a metódy

5.1 Charakteristika sledovaných skupín 

Do výskumu bolo zaradených 109 detí s diagnózou asthma bronchiale. Súčasne boli vyšetrení aj ich príbuzní (rodičia a súrodenci), celkove 375 osôb z 108 rodín. Kontrolnú skupinu tvorilo 45 náhodne vybraných osôb z bežnej populácie. Projekt bol schválený etickou komisiou pri fakultnej nemocnici v Olomouci. Rodičia všetkých detí zaradených do výskumu podpísali informovaný súhlas. Diagnóza atopickej astmy bola určená podľa doporučení GINA z roku 2002 u všetkých 109 pacientov vyšetrených na Detskej klinike v rokoch 2003 – 2005. Podľa rovnakých doporučení bol u pacientov vyhodnotený stupeň závažnosti ochorenia a na základe klinického obrazu a výsledkov laboratórnych vyšetrení (absolútny počet eozinofilov, celková hladina IgE v sére, percentuálne množstvo eozinofilov s CD44 na povrchu). Do súboru pacientov bolo zaradených celkove 75 chlapcov a 34 dievčat s vekom 0,4 – 20,2 rokov (medián 11 rokov). Deti s vrodenou chybou dýchacích ciest alebo so závažnou chorobou respiračného traktu neboli do výskumu riešeného touto dizertačnou prácou zaradené.
5.1.1 Posúdenie atopie v sledovaných skupinách

Atopický status bol posúdený u všetkých pacientov pomocou kožného prick testu s využitím extraktov bežných alergénov (pele travín a stromov, roztoče, plesne, extrakty srsti psov a mačiek). Hladiny celkových IgE protilátok boli určené nefelometrom BN II, Dade Behring s kitom N Latex IgE mono, firmy Siemens. Podstatou tejto metódy je to, že polystyrénové častice obalené špecifickými protilátkami proti ľudským IgE  sú agregované po pridaní vzorku obsahujúceho ľudské IgE. Tieto zrazeniny rozptyľujú lúč svetla prechádzajúci vyšetrovanou vzorkou.  Koncentrácia vyšetrovaného analytu je úmerná intezite rozptýleného svetla, meranie musí byť vždy porovnané so vzorkou o známej koncentrácii. Meraním hladiny celkových IgE v skupine pacientov i kontrol a medzi týmito skupinami bol signifikantný rozdiel (p<0,01. Obr. 18). 

5.1.2 Posúdenie pľúcnych funkcií a BHR pomocou spirometrie

Spirometria bola u sledovaných osôb uskutočnená pred nasadením protizápalovej terapie. Všetky sledované deti boli bez známok infekcie respiračného traktu a to po dobu 4 týždňov pred uskutočnením spirometrického vyšetrenia. U všetkých vyšetrovaných subjektov sa požadovalo vysadiť liečbu kortikosteroidmi, antihistaminikami i antileukotriénami 72 hodín pred samotným vyšetrením. Podanie krátkodobo účinkujúcich -mimetík v prípade potreby bolo povolené. Ráno v deň testovania nebolo povolené podávanie salbutamolu. Osoby, u ktorých bola základná hodnota FEV1 pod 80% predpokladanej hodnoty, boli zo štúdie vylúčené. Spirometrické vyšetrenie sa uskutočnilo pomocou prístroja Jaeger MasterScreen Spirometry system (Jaeger Co., Německo). Pľúcne funkcie boli vyšetrené v polohe po sediačky. Všetky vyšetrované osoby museli mať základnú hodnotu FEV1 nad 80% s menej než 5% variabilitou medzi tromi nasledujúcimi meraniami. Hodnoty pľúcnych funkcií boli vyjadrené ako absolútne hodnoty a percentá z predpokladaných hodnôt. Predpokladané hodnoty pre každý testovaný subjekt boli určené pomocou štandardizovanej metódy s prihliadnutím k pohlaviu vyšetrovaných osôb, ich veku, hmotnosti a výšky. 

Samotná bronchoprovokácia bola vykonaná pomocou histamínu a metacholínu, vždy s využitím dvoch rozličných metód podávania:

· metóda bolusového podania dozimetrickým MedAid nebulizátorom (Jaeger Co, Nemecko) – elektronicky riadený ventil dávkuje kalibrované množstvo aerosólu pri nádychu alebo v priebehu časti nádychu, kedy je prietok v dýchacích cestách najefektívnejší
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Obr. č. 18 Hodnoty IgE v skúmaných súboroch celkovo a podľa pohlavia v skupine pacientov.

· metóda pokojného dýchania – aerosól je vytváraný dozimetrickým DeVilbiss 646 nebulizátorom (DeVillbis, Bornemouth, Veľká Británia) a konštantné množstvo 1 ml každej koncentrácie je inhalované 2 minúty pokojným vdychovaním.

Po uplynutí 60 sekúnd od ukončenia inhalácie testovanej koncentrácie látky sa uskutočnilo vyšetrenie FEV1. Pokles FEV1 o 20% z pôvodnej hodnoty a viac bol považovaný za pozitívny a vyšetrenie bolo ukončené. Pacientom boli následne podané 2 vstreky Salbutamolu a záverečné vyšetrenie spirometrie prebehlo opakovane po 2, 5 a 15 minútach od inhalácie salbutamolom. Tabuľka č. 2 sumarizuje podávané množstvá bronchoprovokačných látok. Bronchoprovokačné testy s oboma látkami a súčasne podané oboma spôsobmi sa podarilo vyšetriť u 96 detí.

Tab. č.2 Prehľad podávaných dávok látok pri bronchostimuláciách. 
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V tabuľke je uvedené i primárne rozdelenie závažnosti BHR podľa množstva inhalovanej látky nutnej k prejavom BHR.
5.2 Genotypizácia


DNA bola izolovaná zo vzorky periférnej krvi štandardnou vysoľovacou metódou (Millerova metóda). Na základe literárnych zdrojov bolo pre asociačnú analýzu primárne vybraných viacero  SNP v STAT6 a v ADAM33, ich prehľad prináša tabuľka č.3. Vo všeobecnosti, genotypy pacientov, ich príbuzných i kontrol boli určené pomocou real-time PCR s využitím sekvenčne špecifických sond typu TaqMan. Správnosť genotypizácie bola overená pomocou priamej sekvenácie oblastí obsahujúcich sledované polymorfizmy u 15 pacientov a ich príbuzných, celkovo u 50 osôb. 

5.2.1 Izolácia DNA z leukocytov periférnej krvi Millerovou metódou

Vzorka odobranej krvi sa preleje do 50 ml Falcon skúmavky, doplní sa LB pufrom do objemo 50ml, premieša sa a inkubuje sa 10 min. pri izbovej teplote alebo 45 min. na ľade. Následne sa realizuje centrifugácia pri 2000 rpm po dobu 30 minút. Po opatrnom odliatí supernatantu tak, aby na dne zostal pelet leukocytov, sa pridá 5 ml LB pufra, premieša sa a opäť scentrifuguje 10 min. pri 2000 rpm. Supernatant sa odleje, pelet sa znovu zľahka opláchne LB pufrom, skúmavka sa otočí a nadbytočný pufor sa nechá vykvapkať na servítku. Potom sa pridajú 3 ml NBL pufra, 50μl proteinázy K, 150μl 20% SDS, zmes sa dôkladne pretrepe (cca 15s) a cez noc sa pri 37°C inkubuje v termostate.


Po inkubácii sa pridá 1 ml 6M NaCl, dôkladne pretrepe (cca 15s) a centrifuguje 15 min při 5000 rpm. Supernatant sa po centrifugácii prenesie do čistej 10 ml skúmavky a v nej sa opäť centrifuguje po dobu 10 min. pri 4500 rpm. Vzniknutý supernatant sa prenesie do čistej 15 ml skúmavky a doplní sa 96% ethanolom do objemu 15 ml a opatrne premieša (otáčaním skúmavky v rukách). Do skúmavky typu Eppendorf sa napipetuje cca 1 ml 70% ethanola a precipitovaná DNA sa pomocou sterilného skleneného háčika do nej prenesie. Túto skúmavku potom centrifugujeme 5 min pri 14 000 rpm., ethanol následne opatrne odlejeme a DNA necháme vyschnúť pri pokojovej teplote po dobu cca 1 hod. Po vyschnutí DNA sa do skúmavky pridá TE pufor (100 – 500 μl podľa veľkosti precipitátu DNA) a nechá sa rozpustiť cez noc pri pokojové teplote nebo 1 hod pri 65°C. S takto pripravenou DNA je potom možné ďalej manipulovať.

5.2.2 Sekvenácia

Sekvenácia bola zahájená štandardnou amplifikáciou úsekov v skúmaných génoch, obsahujúcich príslušné sledované polymorfizmy. Reakcia prebiehala v objeme 30 l. Zoznam použitých primerov k amplifikácii (a taktiež následne i k vlastnej sekvenácii) uvádzajú tabuľky č. 4 a 5.

Zloženie reakčnej zmesi je nasledovné:

15 µl Combi PPP Master Mix (Top-Bio)

13,1 µl PCR vody (Top-Bio)

0,3 µl primera F (10 pmol/µl)

0,3 µl primera R (10 pmol/µl)

1,3 µl DNA (100 pmol/µl)

Termálny profil amplifikácie: 

- 5 min. 95 ºC – úvodná denaturácia,

- 10 cyklov: 30 s 94 ºC,

      30 s 60 ºC, 

      90 s 72 ºC,

- 25 cyklov: 30 s 90 ºC, 

      30 s 60 ºC, 

      90 s 72 ºC,

- 10 min. 72 ºC a na záver 10 ºC.

Tab. 3 Prehľad sledovaných SNP v STAT6 a ADAM33. 
	Označenie STAT6 SNP
	Pozícia v géne
	Typ zámeny

	Duetsch a spol.267
	podľa GenBank
	
	

	in2SNP1
	rs167769
	intrón 2
	A/G

	in2SNP2
	rs324012
	intrón 2
	A/G

	in2SNP3
	rs324011
	intrón 3
	A/G

	in16SNP1
	rs3024972
	intrón 16
	A/C

	in17SNP1
	rs841718
	intrón 17
	C/T

	in18SNP1
	rs3024974
	intrón 18
	C/T

	3´UTR SNP1
	rs324015
	3´UTR
	A/G

	3´UTR SNP2
	rs703817
	3´UTR
	A/G

	3´UTR SNP3
	rs1059513
	3´UTR
	A/G

	3´UTR SNP4
	rs4559
	3´UTR
	A/G

	3´UTR SNP5
	rs13983
	3´UTR
	A/G

	
	
	
	

	Označenie ADAM33 SNP
	Pozícia v géne
	Typ zámeny

	Eerdewegh a spol.126
	podľa GenBank
	
	

	F+1
	rs511898
	intrón 6
	G/A

	L-1
	rs2280092
	intrón 11
	G/A

	S1
	rs3918396
	exón 19
	G/A

	S2
	rs528557
	exón 19
	G/C

	S+1
	rs2853209
	intrón 19
	T/A

	ST+4
	rs44707
	intrón 19
	T/C

	ST+5
	rs597980
	intrón 19
	A/C

	12136
	rs17548872
	intrón 19
	G/C

	T1
	rs2280091
	exón 20
	T/C

	T2
	rs2280090
	exón 20
	C/T

	T+1
	rs2280089
	intrón 20
	C/T

	V-3
	rs628977
	intrón 21
	G/A

	V-2
	rs628965
	intrón 21
	C/T

	V-1
	rs543749
	intrón 21
	C/A

	V4
	rs2787094
	3 UTR
	C/G

	V5
	rs3746631
	3 UTR
	A/G


V tabuľke sú uvedené všetky SNP, ktoré boli primárne vybrané ku genotypizácii pomocou sond typu TaqMan.


Správny priebeh reakcie a tým pádom prítomnosť produktov je možné overiť elektroforézou v 1,5% agare, pričom vizualizácie PCR produktov je dosiahnuté interkaláciou 5% Ethidium bromidu (EtBr) obsiahnutého v géle v priebehu elektroforézy. Nakoľko je EtBr fluorescenčný farbivom, tak po jeho ožiarení UV svetlom červenooranžovo fluoreskuje. Takto získané produkty je pred ďalšou manipuláciou nutné prečistiť, k tomuto účelu bol využitý Quick-Start protokol s kitom QIAquick® PCR purification (Qiagene).

Postup prečistenia produktov PCR (QIAquick® PCR purification kit, Qiagene):

· k 10 µl PCR produktu pridať 50 µl PB pufra a dôkladne pretrepať,

· vzorku s PB pufrom preniesť do QIAquick kolónky umiestnenej v 2 ml skúmavke,

· centrifugovať 60 s pri 12 000 rpm,

· vyliať obsah 2 ml skúmavky a QIAquick kolónku do nej opäť vložiť,

· do QIAquick kolónky pridať 750 µl PE pufra,

· centrifugovať 60 s pri 12 000 rpm,

· obsah 2 ml skúmavky vyliať a QIAquick kolónku do nej späť umiestniť,

· centrifugovať 60 s pri 12 000 rpm,

· QIAquick kolónku umiestniť do 1,5 ml skúmavky, na stred membrány QIAquick kolónky pridať 50 µl EB pufra.

· centrifugovať 60 s pri 12 000 rpm.
Tab. č.4 Prehľad sekvencií primerov pre STAT6.
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Tab. č.5 Prehľad sekvencií primerov pre ADAM33.
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Prečistené PCR produkty boli použité k vlastnej sekvenačnej reakcii (ako templát) v ktorej bol použitý sekvenačný kit ABI PRISM® Big Dye® Terminator v 3.1 s fluorescenčne označenými dideoxy-nukleotidmi (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP). Sekvenačný kit bol nariedený v pomere 1 : 3 sekvenačným pufrom (ABI PRISM® Big Dye® Terminator v 3. 1, 5x sequencing buffer). Reakcia prebiehala v objeme 10(l.

Zloženie reakčnej zmesi pre vlastnú sekvenačnú PCR:

· 4 (l nariedeného sekvenačného kitu
· 2 (l deionizovanej vody

· 2 (l primeru, (10 pmol/(l, F a R primery sú použité pre samostatné reakcie, nie spolu)

· 2 (l DNA templáta (prečistený PCR produkt).

Termálny profil PCR pro sekvenáciu:

- 2 min. 94 °C 

- 34 cyklov: 

· 10 s 96 °C,

· (1 °C/s – 50 °C) a 5 s 50 °C, 

· 4 min. 60 °C.

Po ukončení sekvenačnej reakcie sa za účelom odstránenia prebytočných zložiek reakcie vykonala ďalšia purifikácia, podľa nasledujúceho postupu:

· 10 (l PCR produktu zmiešať s  40 (l roztoku octanu sodného s ethanolom, pretrepať. 

· Precipitácia pri izbovej teplote viac než 15 min (avšak nie dlhšie než 24 hod) a po tme, event. 40 - 60 min. v tme v chladničke,

· centrifugácia 20 min. pri 15 000 rpm.

· po opatrnom odsatí supernatantu  pridať 125 (l 70% ethanola, dôkladne pretrepať.

· centrifugácia 5 min. pri 15 000 rpm.

· opatrne odsatí supernatantu, sušiť v otvorenej mikroskúmavke v trúbe 10 min. pri 60°C. 

· pripipetovat 15 (l formamidu a dôkladne pretrepať aby došlo k uvoľnení PCR produktu.
Týmto spôsobom pripravené produkty sekvenačnej reakcie, boli potom separované v kapilárnej elektroforéze, kde došlo k rozdeleniu fragmentov podľa dĺžky. Získané dáta boli analyzované programom Sequencing Analysis, zistená sekvencia z vyšetrenej vzorky bola porovnaná so štandardnou sekvenciou uvedenou na internete pomocou aplikácie a databázy BLAST. Obrázok č. 19 ilustruje jednu takúto sekvenciu. 
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Obr. č. 19 Elektroforetogram – sekvenácia polymorfizmu 3´UTR SNP1 (rs324015) v STAT6. 

Na obrázku je znázornený grafický výstup z vyhodnocovania výsledkov po kapilárnej elektroforéze vzoriek sekvenačnej reakcie, v tomto prípade sa jedná o polymorfizmus 3´UTR SNP1. Modrá šípka označuje miesto tohto polymorfizmu vo vyšetrovanom vzorku. Zobrazená sekvencia je sekvenciou zodpovedajúcou protiľahlému (R) reťazcu DNA. V tomto vzorku sa polymorfizmus 3´UTR SNP1 nachádza v homozygotnom stave (genotyp C/C).
5.2.3 Genotypizácia s TaqMan sondami

Vzorky pre real-time PCR reakciu boli nanášané do 96-ti jamkovej doštičky, v ktorej potom prebiehala reakcia i samotné meranie fluorescencie. Pri zostavovaní reakčnej zmesi sa postupovalo podľa doporučení od dodávateľa kitov obsahujúcich TaqMan sondy, ktorý bol modifikovaný na potreby nášho laboratória. Jednotlivé použité sondy pre genotypizáciu sledovaných SNP v súboroch pacientov, ich rodinných príslušníkov a kontrol sú uvedené v tabuľkách č. 6 a č. 7. 

Zloženie reakčnej zmesi pre real-time PCR: 

H2O





6,28 l

Rox farbička




0,02 l

SNP genotyping assay (AppliedBiosystem)

0,20 l

DyNAmo Probe qPCR Kit F450L (Finzyme)
4,00 l

DNA 100 ng/l




0,50 l

Reakčné podmienky (teplotný profil):

95 °C,  15 min – úvodná denaturácia

55 cyklov: 95°C, 15s denaturácia,

    60-62°C, 1 min. pre annealing/elongačný krok. 

K uskutočneniu PCR reakcie bol využitý termocyklér Stratagene Mx3005P. Priebeh reakcie, meranie fluorescencie a hodnotenie nameraných dát bolo uskutočnené pomocou softwaru MxPro - Mx3005P v3.00 Build 311. Určovanie genotypov v sledovaných polymorfizmoch bolo založené na posúdení veľkosti a tvaru kriviek fluorescencie (dRn dáta), ďalej priebehu kriviek a hodnote CT (hodnota pre konkrétnu fluorescenčnú farbičku i rozdiel CT medzi použitými fluorofórmi). Všetky tieto dáta boli závislé na množstve vstupnej DNA a súčasne i na základe miery špecifickosti väzby sondy ku konkrétnej alele SNP. Každý genotyp má špecifický tvar i priebeh kriviek. Príklady vzhľadu fluorescenčných dát a priebehu kriviek sú na obr. 20 a 21.

Tabuľka č. 6  Polymorfizmy s bežne dostupnými kitmi (predesigned assay).

	SNP
	Assay ID
	Kontextová sekvencia

	IN2 SNP3
	C____620399_10
	TCCCATAGATAGCCCTCCTAGGGAC[C/T]GTCCCCACCACCACTCATGGCCAGA

	IN17
	C___7480858_10
	ATAGGGAGTGACATCAGGATGACAC[A/G]CGGGCAGGGAGAGGAGGGCAGCGGG

	IN18
	C__26439023_10
	AGGGTTGATGCCACCCCTCCTTCCT[A/G]CAGATAAGCACTAAGCCCCTGACCT

	3´UTR 3
	C___7480847_10
	GCTATACACGAAGAATCTCAGCCCT[C/T]GTACTTTTGCATAGTCTCATACACG

	3´UTR 4
	C____620397_10
	TCATGCAACTAAGGTGCCAGCTATA[C/T]ATTTAACATATCCTAGGTACATACA

	T1
	C__15969370_10
	TCCAGTGGCTGTGGGGCCCAACTCC[A/G]TGGGGTGAACGCCGCCCAGGGGGTG

	T+1
	C__15969381_10
	TGACTGGGTGCTGCCCATCTGGAAG[A/G]AGGCAGGAGGCATGAGCCCTTCCCT

	S1
	C___1276547_20
	GCCCCTGGGAGCAGAGGCAGCAGGA[C/T]GCTGAGGAGCATGGCCAGCAGGAAG

	V4
	C__11201381_1_
	TTTGTTTGCAGAGGCCAGCCAGGCT[C/G]CAGGGGAGTGTGGACTCAGTCGAAC

	ST+4
	C____601720_20
	TGTGCAGAGGAAGTGGCAAAGGGCC[A/C]AAAACTGGTGAGACAGAGGCTGGAC

	S2
	C____601719_20
	GGTAGCAACACCAGGCCAGGCCGGC[C/G]CCTGGGAGCAGAGGCAGCAGGACGC

	T2
	C__15969380_10
	GTGCCTCACTCACCCAGGGGCCAGG[A/G]CTGTCCAGTGGCTGTGGGGCCCAAC


Prvých 5 SNP patrí STAT6¸ zvyšné SNP sa nachádzajú v ADAM33. Ďalej je i znázornená kontextová sekvencia, na ktorú boli navrhnuté sondy, miesto daného polymorfizmu označujú hranaté zátvorky – prvý z polymorfných nukleotidov je označený farbičkou VIC, druhý v poradí je označený farbičkou FAM. Tučným písmom je zvýraznená sekvencia, pre ktorú bola sekvencia sondy pripravená podľa reverzného (protiľahlého) reťazca.

Tabuľka č. 7 Polymorfizmy, pre ktoré bol kit vytvorený na základe požiadavku (custom assay). 

	SNP
	Assay ID
	Sekvence primeru (5'→3')
	Sekvence sondy

	L-1
	ADAM33_24f-24f
	GCGTCTGGCGGCTGTA
	CAGTCCCCCAACCC

	
	
	GAGGGCATTGGGCATGGA
	ACAGTCCTCCAACCC

	V_3
	ADAM33_31f-31f1
	CTGTGGCTTTTCCTGGATCACT
	ACTGAGTGAGGGTGGG

	
	
	CCCCAGGCTGCAAGCT
	CTGAGTGAGGATGGG

	S+1
	ADAM33_28f-28f1
	GTAGCTTTGAACAGGAGGTTCCA
	CACCCCCACGCTTG

	
	
	GCGGTGCTGGTGGTG
	CACCCCCTCGCTTG

	V_1
	ADAM33_31f-31f3
	CCACACAGCTTGCAGCCT
	CCCCAGTCCTTAGGG

	
	
	GCTGAGAATGAGGAGGATATGTTGT
	CCCAGTCATTAGGG

	F+1
	ADAM33_20f-20f
	GGAGTGGGAATGCTGTATCTATAGC
	AGAGACGGGAATTC

	
	
	TGGGACTCGAGGCCTGT
	AAGAGACAGGAATTC

	V5
	ADAM33_32f-32f2
	GGTTCGACTGAGTCCACACT
	CTCTGCAAACAAACAT

	
	
	CAGGAAGGAAGGTCCCCAAAATT
	CTGCAAGCAAACAT

	In2-2
	STAT6IN222-IN22
	CATCATCTAGCCTTGTGGTTTTCATTTTTAT
	TTTTGAGGCAGAGTCT

	
	
	GCCTGGGCGACAGAGA
	TTTATTTTGAGACAGAGTCT


Posledný SNP v tabuľke patrí je v STAT6¸ostatné v ADAM33. Primery zvýraznené tučným písmom predstavujú kit, kde sonda bola navrhnutá na reverzný reťazec. Miesto SNP v sonde je zvýraznené tučným písmenom, prvá sonda (pre každý SNP) je značená farbičkou VIC, druhá sonda je značená farbičkou FAM. 

5.3 Haplotypizácia

Haplotypy z určených genotypov SNP sledovaných génov boli určené dvomi rozličnými spôsobmi. V prvom prípade boli haplotypy určené na základe znalosti genotypov sledovaných polymorfizmov u rodičov a súrodencov, pričom tento prístup hneď určil i parentálny pôvod daného haplotypu. V určitých rodinách boli ale niektoré polymorfizmy neinformatívne a teda nebolo možné spoľahlivo určiť, ktorú alelu dieťa zdedilo od ktorého rodiča (všetci/ skoro všetci vyšetrení rodinní príslušníci boli buďto homozygotní alebo heterozygotní v sledovanom polymorfizme) a nebolo tak ani možné presne určiť haplotypy. 

V druhom prípade sa k určeniu haplotypov využili štatistické metódy odhadu pomocou expektačného algoritmu modifikovaného prístupom „partition ligation“313 a také pomocou Bayesovského teorému314. Tento druhý prístup potvrdil správnosť určených haplotypov na základe prvého a zároveň bol schopný dourčiť ďalšie haplotypy v skupinách pacientov i kontrol. Výhodou druhého štatistického prístupu je to, že nie je nutné vyšetrovať rodinných príslušníkov – v tomto prípade ale zase táto metóda nie je schopná potom posúdiť parentálny pôvod haplotypov.

5.4 Štatistika


Pre potreby štatistického vyhodnotenia distribúcie polymorfizmov a potom i haplotypov boli vytvorené tri  skupiny – č.1 detskí astmatici, č.2 detskí astmatici spolu s ich rodinnými príslušníkmi a č.3 kontrolná skupina. Zo získaných dát boli v prvom rade určené frekvencie jednotlivých genotypov a aliel pre každý polymorfizmus. Vzájomne sa porovnávali skupina č.1 s č.3 a č.2 s č.3.  


[image: image24]
Obr. č. 20 Fluorescenčné krivky z real-time PCR z 96 vzoriek, SNP F+1 v ADAM33. 

Na obrázku je vidieť 3 oddelené zväzky kriviek, ktoré zodpovedajú homozygotom (horný a dolný zväzok) s heterozygotmi medzi nimi.
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Obr. č. 21 Vzťah tvaru a veľkosti fluorescenčných kriviek 3UTR SNP4 v STAT6.

Šípky ukazujú na krivky pre jednotlivé genotypy. A/A homozygoti (vzorky 9 a 11)  majú  krivku zo sondy FAM vysokú a strmú, ktorá dosahuje fázu plata najrýchlejšie, súčasne má i najnižšie CT FAM. Krivka z VIC je súčasne najmenšia zo všetkých. A/G heterozygoti (vzorky 6 a 7) majú krivku zo sondy FAM menšiu a menej strmú, než A/A homozygoti, mierne vyššie CT FAM a vyššiu, strmšiu krivku zo sondy VIC. Homozygoti G/G (vzorky 8 a 10) majú krivku z VIC najvyššiu, je i najvyššie CT VIC, a súčasne CT VIC je už menšie než CT FAM. Zároveň je pozorovateľný i nešpecifický FAM signál. 

Skupina pacientov bola ďalej delená s ohľadom na klinické údaje / fenotypy choroby a to principiálne do dvoch základných skupín. Prvá skupiny zohľadňovala samotný atopický status. V tejto skupine štatistická analýza využila 2  možné prístupy – hodnotenie hladiny IgE ako spojitého spektra a naopak rozdelenie pacientov do podskupín s atopickou a non-atopickou astmou a to na základe hladiny IgE protilátok. Všetky deti, ktoré mali hladinu IgE vyššiu než 150 IU/ml boli zaradené do podskupiny atopickej astmy. Obidva prístupy sa následne využili pri štatistickej analýze asociácie SNP / haplotypov s hladinou IgE.

Do druhej skupiny boli pacienti zaraďovaní na základe výsledku bronchoprovokačných testov – každý, kto reagoval na provokáciu nešpecifickým agens (Histamín a metacholín), bol zaradený do podskupiny „reagoval“, ostatní do skupiny „nereagoval“. Samozrejme toto je základné principiálne delenie. Bronchoprovokačné testy sa vykonávali s 2 látkami, ktoré boli podávané 2 rozličnými spôsobmi. Preto pacienti boli vyberaní 2x podľa toho, či boli provokovaní Histamínom alebo Metacholínom – následne boli prerozdelení na základe toho, či reagovali alebo nie a to 2x podľa spôsobu podania provokujúcej látky (bolusové podanie vs. metóda pokojného dýchania). Podľa koncentrácie podanej látky (tab. č. 2), pri ktorej došlo k prejavom BHR („zareagoval“), sa určoval i stupeň BHR (mierny – stredný – ťažký), pre samotné štatistické vyhodnotenie miery BHR so sledovanými genetickými markérmi boli podskupina stredného a ťažkého stupňa zlúčené do jednej skupiny ťažkého stupňa. 

Hardyho – Weinbergova rovnováha v zastúpení frekvencií genotypov skúmaných polymorfizmov bola overená pomocou 2-testu u pacientov i kontrol samostatne. K popisu primárnych dát bola využitá štandardná neparametrická štatistika, napr. absolútna a relatívna frekvencia, medián a rozsah hodnôt vyjadrené 10. –  90. percentilom.

K porovnaniu rozdielov medzi variantmi v kategorických premenných boli aplikované ML-2 test a Fisherov test. IgE ako jediná kvantitatívna premenná v štúdii vykazovala asymetrickú distribúciu log-normálneho typu. Z tohto dôvodu boli dáta logaritmicky transformované, Xtr = ln (X+1) a porovnania skupín (jednocestný ANOVA test, t-test) boli uskutočnené na transformovaných dátach Transformácia sa ukázala ako efektívna v normalizácii IgE distribúcie (Shapiro – Wilkov test). Hodnoty transformovaných IgE vykazovali homogénne odchýlky v skupinách pacientov a kontrol (Leveneov test). Pri hodnotení rozdielu hladiny IgE medzi viacerými skupinami bol použitý Kruskal – Wallisov test. V prípade štatisticky významného výsledku bolo ďalej aplikované párové mnohopočetné porovnanie s Bonferroniho korekciou. Konečné posúdenie vzťahu medzi hladinami IgE a haplotypmi bolo vykonané pomocou neparametrického Mann-Whitneyho testu s využitím primárnych dát hladín IgE. Pre štatistické vyhodnotenie bol použitý program IBM® SPSS ® Statistics 19. Štatistická analýza získaných dát prebehla v spolupráci i Inštitútom bioštatistiky a analýz Masarykovej univerzity v Brne.

6. Výsledky

6.1 Polymorfizmy STAT6  a ADAM33 a ich vzťah k hladine celkových IgE a k výskytu astmy.

6.1.1 Charakteristika primárnych dát

Genotypizácia sa uskutočnila u všetkých osôb zaradených do štúdie, teda u 109 astmatikov, ich rodičov a súrodencov (celkovo 375 osôb) a v skupine 45 kontrol. Genotypizácia primárne použila celkovo 6 genotypizačných kitov pre SNP v STAT6 a 13 kitov pre SNP v ADAM33. Získané dáta z genotypizácie polymorfizmov T2 a V-1 v ADAM33 na základe hodnotenia charakteru fluorescenčných kriviek a hodnôt CT však nesúhlasili s genotypmi získanými pomocou priamej sekvenácie a preto boli tieto polymorfizmy vyradené z ďalšej analýzy. V asociačnej štúdii sa teda pracovalo s celkovo 6 SNP v STAT6 a s 11 SNP v ADAM33. Genotypizácia týchto 18 SNP bola úspešná u všetkých vyšetrených osôb. Pozorované frekvencie genotypov boli v Hardyho – Weinbergovej rovnováhe v skupine pacientov i kontrol (hodnotené pomocou 2-testu, p>0,05).

6.1.2 Asociácia polymorfizmov s hladinou IgE a astmatickým fenotypom

Grafy č. 1 – 6 postupne dokumentujú distribúciu genotypov sledovaných SNP v STAT6 a ADAM33 v skupinách rodín (pacienti + príbuzní), pacientov samotných a kontrol, grafy č. 7 a 8 a tabuľky č. 8 a 9 porovnávajú distribúciu majoritných aliel medzi pacientmi a kontrolami. Medzi týmito skupinami boli určité rozdiely vo frekvenciách genotypov a aliel, avšak signifikantný rozdiel v ich distribúcii zistený nebol a preto ich asociácia so sledovanými fenotypmi (astma, BHR, hladina celkových IgE) nebola analyzovaná.

Graf č. 1: Distribúcia genotypov SNP v STAT6 v skupine rodín s deťmi s astmou (pacienti + príbuzní). 
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Homozygot 1 je homozygot pre majoritnú alelu, homozygot 2 je homozygotný pre minoritnú alelu.

Graf č. 2: Distribúcia genotypov SNP v STAT6 v skupine pacientov. 
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Homozygot 1 je homozygot pre majoritnú alelu, homozygot 2 je homozygotný pre minoritnú alelu.

Graf č. 3: Distribúcia genotypov SNP v STAT6 v skupine kontrol. 
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Homozygot 1 je homozygot pre majoritnú alelu, homozygot 2 je homozygotný pre minoritnú alelu.

Graf č. 4: Distribúcia genotypov SNP v ADAM33 v skupine rodín s deťmi s astmou (pacienti + príbuzní). 
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Graf č. 5: Distribúcia genotypov SNP v ADAM33 v skupine pacientov. 
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Homozygot 1 je homozygot pre majoritnú alelu, homozygot 2 je homozygotný pre minoritnú alelu.

Graf č. 6: Distribúcia genotypov SNP v ADAM33 v skupine kontrol. 
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Homozygot 1 je homozygot pre majoritnú alelu, homozygot 2 je homozygotný pre minoritnú alelu.
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Graf č. 7: Porovnanie distribúcie majoritných aliel SNP v STAT6 medzi pacientami a kontrolami.
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Graf č. 8: Porovnanie distribúcie majoritných aliel SNP v ADAM33 medzi pacientmi a kontrolami.

Tabuľka č. 8 Frekvencie genotypov a aliel polymorfizmov v ADAM33
	Pacienti (N = 109)
	
	
	
	
	
	
	
	

	SNP /

Genotypy
	F+1 
	L-1
	S1
	S2 
	S+1
	ST+4
	T1
	T+1
	V_3
	V4 
	V5

	Hom. 1
	0,29
	0,63
	0,86
	0,45
	0,37
	0,39
	0,61
	0,62
	0,73
	0,60
	0,87

	Heter.
	0,53
	0,34
	0,14
	0,42
	0,45
	0,47
	0,35
	0,36
	0,25
	0,38
	0,12

	Hom. 2
	0,17
	0,03
	0,00
	0,13
	0,18
	0,15
	0,05
	0,03
	0,03
	0,03
	0,01

	Alely
	G – A
	G – A
	G – A
	C – G
	A – T
	T – C
	T – C
	C – T
	G – A
	C – G
	A - G

	Majoritná
	0,56
	0,80
	0,93
	0,66
	0,59
	0,62
	0,78
	0,79
	0,85
	0,78
	0,93

	Minoritná
	0,44
	0,20
	0,07
	0,34
	0,41
	0,38
	0,22
	0,21
	0,15
	0,22
	0,07

	Kontrolná skupina (N = 45)
	
	
	
	
	
	
	

	SNP/ Genotypes
	F+1 
	L-1
	S1
	S2 
	S+1
	ST+4
	T1
	T+1
	V_3
	V4 
	V5

	Hom. 1
	0,33
	0,69
	0,80
	0,47
	0,31
	0,42
	0,69
	0,60
	0,76
	0,60
	0,91

	Heter.
	0,49
	0,27
	0,18
	0,40
	0,49
	0,42
	0,27
	0,36
	0,20
	0,38
	0,09

	Hom. 2
	0,18
	0,04
	0,02
	0,13
	0,20
	0,16
	0,04
	0,04
	0,04
	0,02
	0,00

	Alely
	G – A
	G – A
	G – A
	C – G
	A – T
	T – C
	T – C
	C – T
	G – A
	C – G
	A - G

	Majoritná
	0,58
	0,82
	0,89
	0,67
	0,56
	0,63
	0,82
	0,78
	0,86
	0,79
	0,96

	Minoritná
	0,42
	0,18
	0,11
	0,33
	0,44
	0,37
	0,18
	0,22
	0,14
	0,21
	0,04


Vysvetlivky: Hom. 1- homozygot pre majoritnú alelu, Heter. – heterozygot, Hom. 2 – homozytog pre minoritnú alelu.

Tabuľka č. 9 Frekvencie genotypov a aliel polymorfizmov v STAT6
	Pacienti (N = 109)
	
	
	
	

	SNP / Genotypy
	IN2-SNP2 
	IN2-SNP3 
	IN17 SNP1
	IN18 SNP1
	3UTR-SNP3 
	3UTR-SNP4

	Hom. 1
	0,28
	0,37
	0,30
	0,81
	0,88
	0,34

	Heter.
	0,48
	0,42
	0,53
	0,18
	0,11
	0,54

	Hom. 2
	0,25
	0,21
	0,17
	0,01
	0,01
	0,12

	Alely
	G – A
	C – T
	T – C
	C – T
	A – G
	A – G

	Majoritná
	0,51
	0,58
	0,57
	0,90
	0,94
	0,61

	Minoritná
	0,49
	0,42
	0,43
	0,10
	0,06
	0,39

	Kontrolná skupina (N = 45)
	
	
	
	

	SNP/ Genotypy
	IN2-SNP2 
	IN2-SNP3 
	IN17 SNP1
	IN18 SNP1
	3UTR-SNP3 
	3UTR-SNP4 

	Hom. 1
	0,31
	0,31
	0,42
	0,89
	0,89
	0,44

	Heter.
	0,53
	0,56
	0,47
	0,11
	0,11
	0,51

	Hom. 2
	0,16
	0,13
	0,11
	0,00
	0,00
	0,04

	Alely
	G – A
	C – T
	T – C
	C – T
	A – G
	A – G

	Majoritná
	0,58
	0,59
	0,66
	0,94
	0,94
	0,70

	Minoritná
	0,42
	0,41
	0,34
	0,06
	0,06
	0,30


Vysvetlivky: Hom. 1- homozygot pre majoritnú alelu, Heter. – heterozygot, Hom. 2 – homozytog pre minoritnú alelu.

6.2 Asociácia haplotypov s hladinou IgE

6.2.1 Distribúcia haplotypov v skúmaných skupinách

Z určených genotypov sledovaných SNP v STAT6 a ADAM33 boli zostavené haplotypy u pacientov, príbuzných a kontrol. Haplotypy zostavené na základe znalosti genotypov SNP príbuzných, boli doplnené o haplotypy dourčené pomocou štatistických metód (EM algoritmus a Bayesovský teorém). V skupine astmatikov tak úspešnosť haplotypizácie bola 65,1% (N = 71) pre SNP v ADAM33 a 77,1% (N = 84) v prípade polymorfizmov STAT6. Úspešnosť určenia haplotypov v skupine kontrol bola v prípade ADAM33 22,2% a 24,4% v prípade STAT6. 

Každý z týchto dvoch génov mal 3 najčastejšie haplotypy, ktoré boli označené ako a1-a3 pre ADAM33 a s1-s3 pre STAT6 a to zostupne podľa ich frekvencie zastúpenia v skupine pacientov. Frekvencia týchto najčastejších haplotypov v skupine pacientov však nebola významne odlišná od ich frekvencií v kontrolnej skupine (tabuľka 10). Samostatná analýza ďalších minoritných haplotypov nebola možná, avšak ich celkový spoločný mierny vplyv na výskyt astmy nemohol byť vylúčený. 

Ďalšia analýza sa zamerala na asociáciu jednotlivých najčastejších haplotypov s hladinou IgE, pričom štatistická analýza pracovala primárne so spojitým súborom hladín IgE.

6.2.2 Haplotypy STAT6  a hladina celkových IgE 


Všetky tri najčastejšie haplotypy (s1-s3) vykazovali vplyv na hladiny celkových IgE. Jednoznačnú a súčasne signifikantnú väzbu k zvýšeným hladinám celkových IgE v súbore pacientov prejavoval haplotyp s1(Obr. 22). Medián celkovej hladiny IgE haplotypu s1 v skupine pacientov bol 455 IU/ml, p < 0,001 (tabuľka č. 11). Štatisticky významná asociácia bola zistená taktiež i pri analýze jednotlivých pacientov, ktorí mali aspoň jeden haplotyp s1 (p = 0,012). Zaujímavým bol vzťah haplotypu s3 k hladine IgE, ktorý prejavoval väzbu k fyziologickým hladinám (p = 0,008). 
Tabuľka č. 10. Frekvencie určených haplotypov v STAT6 a ADAM33 v skupinách pacientov a kontrol.

	
	
	
	
	
	
	
	
	ADAM33
	STAT6

	
	
	Haplotyp
	Pacienti [%]
	Kontroly [%]
	p
	
	1 - G, 2 - A
	1-G, 2-A

	ADAM33
	140 haplotypov u pacientov
	11112111111
	a1
	27,1
	30
	0,792
	
	1 - G, 2 - A
	1-C, 2-T

	
	
	11111211111
	a2
	22,9
	25
	0,783
	
	1 - G, 2 - A
	1-C, 2-T

	
	
	22121122111
	a3
	16,4
	10
	0,742
	
	1 - C, 2 - G
	1-C, 2-T

	
	20 haplotypov u kontrol
	11111211121
	 
	8,6
	15
	0,405
	
	1 - A, 2 - T
	1-G, 2-A

	
	
	21111211111
	 
	6,4
	10
	0,63
	
	1 - A, 2 - C
	1-G, 2-A

	STAT6
	168 haplotypov pacientov 
	221111
	s1
	39,9
	50
	0,368
	
	1 - T, 2 - C
	

	
	
	112112
	s2
	27,4
	9,1
	0,071
	
	1 - C, 2 - T
	

	
	22 haplotypov  u kontrol
	111111
	s3
	11,9
	4,5
	0,477
	
	1 - G, 2 - A
	

	
	
	212212
	 
	4,8
	0
	0,6
	
	1 - C, 2 - G
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	1 - A, 2 - G
	


Haplotypy sú vytvorené z polymorfizmov  v poradí F+1, L_1, S1, S2, S+1, ST+4, T1, T+1, V_3, V4 a V5 v prípade ADAM33 a IN2-2, IN2-3, IN17, IN18, 3’UTR-3, 3’UTR-4 v prípade STAT6. Na boku vpravo umiestnená legenda podáva vysvetlenie numerického kódu pre haplotypy, 1 vždy označuje majoritnú alelu, 2 tak potom minoritnú.
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Obr. č. 22 Vzťah haplotypov STAT6 k hladinám celkových IgE. Haplotyp s1 v STAT6 má signifantnú väzbu k zvýšeným hladinám celkových IgE, v porovnaní k ostatným haplotypom u astmatikov i v porovnaní s kontrolnou skupinou. Skupiny označené rovnakým písmenkom nie sú vzájomne štatisticky odlišné. Spojnicový graf znázorňuje medián a 10.-90. percentil hladín celkového IgE. Skupiny označené rovnakým písmenom nie sú vzájomne významne rozdielne.

Tabuľka č.11 Hladiny celkových IgE u pacientov v závislosti od haplotypov a ich parentálneho pôvodu.

	               IgE [IU/ml]
	Haplotypovy celkovo (N=190 haplotypov)
	HG
	Paternálne haplotypy

 (N=95 osôb)
	HG
	Maternálne haplotypy (N=95 osôb)
	HG

	s1
	35,3%; 455 (46; 1970)
	a
	35,8%; 618 (93; 1970)
	a
	34,7%; 336 (45; 1970)
	a

	s2
	24,2%; 116 (19; 860)
	b
	27,4%; 116 (19; 860)
	b
	21,1%; 133 (19; 871)
	a

	s3
	10,5%; 54 (18; 779)
	b
	10,5%; 54 (18; 733)
	b
	10,5%; 71 (18; 789)
	a

	Ostatné
	18,4%; 177 (38; 1220)
	a, b
	14,7%; 127 (38; 1220)
	a, b
	22,1%; 298 (72; 1220)
	a

	Kontroly
	11,6%; 107 (73; 205)
	b
	11,6%; 107 (73; 205)
	b
	11,6%; 107 (73; 205)
	a

	Hodnota p
	<0,001
	
	<0,001
	
	0,047
	


	Hladina IgE [IU/ml]
	Aspoň jeden s1 (N=95)
	HG
	Aspoň jeden s3 (N=95)
	HG

	s1
	52,6%; 349 (42; 1580)
	a
	–
	–

	s3
	–
	–
	18,9%; 72 (18; 1130)
	a

	Ostatné
	35,8%; 116 (19; 1130)
	b
	69,5%; 284 (26; 1490)
	b

	Kontroly
	11,6%; 107 (73; 205)
	a, b
	11,6%; 107 (73; 205)
	a, b

	Hodnota p
	0,012
	 
	0,008
	 


Tabuľka sumarizuje hladiny celkových IgE u 95 osôb (spoločne pacienti a kontroly s úspešne určenými haplotypmi). Pre každý haplotyp je uvedené percentuálne zastúpenie z počtu 95 osôb. Hladina IgE je vyjadrená pomocou mediánu, v zátvorke sú hodnoty 10. – 90. percentilu. Skupiny (HG) označené rovnakým písmenom nie sú významne rozdielne (podrobnosti sú v texte). Nakoľko nebol rozdiel v distribúcii haplotypov v porovnaní s astmatikmi, tak kontroly boli analyzované ako celok, bez zohľadnenia konkrétneho haplotypu.

6.2.2.1 Parentálny pôvod haplotypu a hladina celkových IgE 

Pri výskyte atopie bol pozorovaný rozdielny vplyv pohlavia rodičov, pričom s atopiou boli spojené alely zdedené od matky17, 85-87. V súbore vyšetrovaných pacientov bol preto analyzovaný i potenciálne rozličný vplyv konkrétneho haplotypu v závislosti od jeho parentálneho pôvodu (zdedený maternálne vs. paternálne). 

Pri zohľadnení rodičovského pôvodu, boli nájdené určité rozdiely v hladinách IgE (súbor spojitých hladín IgE) pre haplotypy s1-s3. Štatisticky významný rozdiel bol zistený pre haplotyp s1 zdedený paternálne (Obr. 23), medián celkových IgE bol 618 IU/ml v skupine pacientov vs. 107 IU/ml v skupine kontrol, p<0,001 (Tabuľka 11).
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Obr. 23 Vplyv rodičovského pôvodu haplotypov STAT6 na hladinu IgE. Obrázek dokumentuje významný vplyv haplotypu s1 zdedeného od otca (paternálny pôvod) na zvýšenie hladiny celkových IgE. 

6.2.2.2 Pohlavie a hladina celkových IgE 

Alergické ochorenia sa častejšie vyskytujú u chlapcov, hlavne v prípade astmy, pričom v puberte dochádza k zmene vo výskyte, tieto ochorenia sú potom častejšie pozorované u žien. V sledovanom súbore preto bola uskutočnená analýza väzby haplotypu s1 k hladine IgE v závislosti na pohlaví pacientov. Väzba tohto haplotypu k hladine IgE bola významná u oboch pohlaví, avšak oveľa výraznejšia je v prípade mužského pohlavia, p = 0,009 (Tabuľka 12). 

Ďalej bol analyzovaný znovu i rodičovský pôvod s1 haplotypu medzi chlapcami a dievčatami. V tomto prípade bola znovu zistená výrazne signifikantná väzba paternálneho haplotypu s1 k hladine celkových IgE u chlapcov (p = 0,002). U dievčat bola zistená len hraničná asociácia (Tabuľka 12). Maternálny s1 haplotyp však nevykazoval signifikantne častejší výskyt u osôb so zvýšenou hladinou celkových IgE celkovo, ani pri rozdelení do skupín podľa pohlavia. V prípade tejto analýzy pri rozdelení i podľa pohlavia sa jednalo o skupiny s malým množstvom pacientom, a tak nie je možné vylúčiť chybu malých čísiel. 

6.2.2.3 Haplotypy STAT6  a ich väzba na kategorizovanou hladinu IgE 


Hladina celkových IgE je za normálnych okolností nízka, stúpa u atopických osôb. Väzba haplotypov STAT6 bola analyzovaná i ku kategorizovanej hladine IgE – hranica cut off bola zvolená na 200 IU/ml. I analýzou pacientov s hladinou IgE nad 200 IU/ml  bola nájdená väzba s1 haplotypu k hladine IgE. Súčasne sa tiež potvrdil vplyv parentálneho pôvodu  - 73,5% pacientov s IgE nad 200 IU/ml mali paternálny s1 haplotyp (p < 0,01) a 57,6% pacientov mali tento haplotyp zdedený od matky (hraničná väzba p = 0,08).

Tabuľka 12 Vzťah parentálneho pôvodu s1 haplotypu na hladinu celkových IgE. 

	
	Hladina IgE [IU/ml]
	Haplotypová analýza (N=120 haplotypy)
	HG
	Paternálne haplotypy (N=30 osôb)
	HG
	Maternálne haplotypy (N=30 osôb)
	HG

	Chlapci

(N=60)
	s1
	41,7%; 381 (42; 1970)
	a
	41,7%; 484 (81; 1970)
	a
	41,7%; 123 (26; 1970)
	a

	
	s2
	25,8%; 116 (34; 829)
	a, b
	30,0%; 116 (26; 913)
	a, b
	21,7%; 116 (38; 829)
	a

	
	s3
	10,8%; 39 (19; 428)
	b
	10,0%; 46 (19; 336)
	b
	11,7%; 39 (18; 1150)
	a

	
	Ostatné
	21,7%; 157 (45; 1220)
	a, b
	18,3%; 67 (38; 477)
	b
	25,0%;  319 (94; 1220)
	a

	
	Hodnota p
	0,009
	
	0,002
	
	0,139
	

	
	
	(N=48 haplotypy)
	
	(N=24 osôb)
	
	(N=24 osôb)
	

	Dievčatá

(N=24)
	s1
	35,4%; 812 (102; 2800)
	a
	37,5%; 812 (102; 2800)
	a
	33,3%; 695 (54; 2800)
	a

	
	s2
	31,3%; 177 (18; 860)
	b
	33,3%; 121 (18; 860)
	a
	29,2%; 177 (18; 1130)
	a

	
	s3
	14,6%; 89 (18; 1130)
	a, b
	16,7%; 72 (18; 1130)
	a
	12,5%; 102 (18; 360)
	a

	
	Ostatné
	18,8%; 298 (19; 2060)
	a, b
	12,5%; 530 (177; 2060)
	a
	25,0%; 260 (19; 2060)
	a

	
	Hodnota p
	0,011
	
	0,044
	
	0,279
	


Väzba s1 haplotypu k hladine celkových IgE je analyzovaná zvlášť u dievčat i chlapcov a zároveň je zohľadnený i rodičovský pôvod tohto haplotypu. Signifikantná asociácia je zvýraznená tučným písmom. Heterogénne skupiny (HG) označené rovnakým písmenkom nevykazujú medzi sebou štatisticky významný rozdiel.

Tabuľka 13. Vzťah haplotypov v ADAM33 k hladine celkových IgE.

	Hladina gE [IU/ml]
	Haplotypová analýza (N=160 haplotypy)
	Paternálne haplotypy (N=80 osôb)
	Maternálne haplotypy (N=80 osôb)

	a1
	23,8%; 136 (19; 966)
	21,3%; 149 (19; 966)
	26,3%; 123 (19; 966)

	a2
	20,0%; 231 (34; 1150)
	17,5%; 430 (46; 2450)
	22,5%; 167 (18; 1130)

	a3
	14,4%; 157 (45; 860)
	18,8%; 172 (45; 860)
	10,0%; 137 (18; 1150)

	Ostatné
	29,4%; 290 (21; 1970)
	30,0%; 183 (18; 1210)
	28,8%; 319 (38; 2060)

	Kontroly
	12,5%; 101 (69; 273)
	12,5%; 101 (69; 273)
	12,5%; 101 (69; 273)

	Hodnota p
	0,114
	0,209
	0,232


Tabuľka sumarizuje rozloženie hladín IgE (spojitý súbor, analýza pacientov a kontrol dohromady) vyšetrovaných osôb s plne určeným haplotypom. Je tu uvedené percentuálne zastúpenie osôb s daným haplotypom celej skupiny 80 osôb / 160 haplotypov, jedná sa o pacientov a kontroly dohromady (osoby s určeným haplotypom). Ďalší údaj predstavuje medián hladín IgE a v zátvorkách sú hladiny IgE reprezentujúce 10. a 90. percentil hodnôt IgE. Hodnota štatistickej významnosti p bola určená pomocou Kruskal – Wallisovho testu. 

6.2.3 Haplotypy ADAM33  a hladina celkových IgE 


Vzťah haplotypov ADAM33 k hladine IgE bol taktiež analyzovaný a tieto haplotypy vykazovali určitý trend k väzbe na hladinu IgE. Výraznejší vplyv bol pozorovaný pre haplotyp a2, avšak nedosiahol štatistickej významnosti (Tabuľka 13).

6.3 Asociácia haplotypov s úrovňou BHR


Bronchoprovokačné testy s histamínom boli vykonané u všetkých 109 detí zaradených do štúdie. Kompletné vyšetrenie týmito testami s histamínom a súčasne i metacholínom podstúpilo len 99 týchto detí. Pozitívnou odpoveďou na provokáciu bol pokles FEV1 pod 20% z vstupnej hodnoty – tzv. parameter PC 20 a pacienti boli rozdelení do skupiny s ľahkou a ťažkou BHR.

6.3.1 Haplotypy ADAM33  a bronchoprovokácie s histamínom 


Analýza odpovedí pri bronchoprovokácii metódou bolusového podania odhalila významnú väzbu haplotypu a3 k BHR (p = 0,013), ale len v prípade haplotypu paternálneho pôvodu. Pre haplotyp maternálneho pôvodu nebola zistená signifikantná väzba. Distribúcia s3 haplotypu medzi pacientami a kontrolami však nebola so signifikantným rozdielom (Tab. 14). Haplotyp a2, ktorý vykazoval určitú tendenciu k väzbe (i keď nesignifikantnú) na IgE, však nebol v žiadnej väbze k BHR, nebol pozorovaný ani rozdiel v jeho distribúcii v závislosti od jeho parentálneho pôvodu.


Bronchoprovokácie s metódou pokojného dýchania dopadli podobne, bola zistená významná väzba s3 k BHR (p < 0,01) a znovu táto väzba bola významná len v prípade haplotypu preneseného paternálne (Obr. 24).

6.3.2 Haplotypy ADAM33  a bronchoprovokácie s metacholínom


Hodnotené boli výsledky získané pomocou obidvoch metód provokácie (metóda pokojného dýchania vs. bolusové podanie), avšak haplotypy ADAM33 nevykazovali žiadnu väzbu na výsledky bronchoprovokácie metacholínom (tab. 15, obr. 25).

Tabuľka 14. Haplotypy ADAM33 vo vzťahu k BHR vyšetrenej metódou bolusového podania histamínu

	Paternálne haplotypy
	Maternálne haplotypy
	Porovnanie frekvencií maternálnych a paternálnych haplotypov pri ťažkej BHR:

	Haplotypy
	Ťažká BHR
	Haplotypy
	Ťažká BHR
	

	a1 (n = 18)
	66,7 % (12) a
	a1 (n = 21)
	61,9 % (13)
	p = 0,757

	a2 (n = 14)
	64,3 % (9) a
	a2 (n = 18)
	66,7 % (12)
	p = 0,888

	a3 (n = 15) 
	86,7 % (13) b
	a3 (n = 8) 
	75,0 % (6)
	p = 0,482

	ostatné (n = 24)
	91,7 % (22) b
	ostatné (n = 24)
	83,3 % (20)
	p = 0,383

	Rozdiely vo frekvenciách haplotypov: p = 0,013
	Rozdiely frekvenciách týchto haplotypov: p = 0,412
	


Porovnanie výskytu haplotypov ADAM33 vo vzťahu k ťažkej BHR je znázornené zvlášť pre paternálny a zvlášť pre maternálny haplotyp. V poslednom stĺpci je analyzovaný i rozdiel medzi maternálnym a paternálnym haplotypom. Skupiny označené rovnakým písmenkom (horný index „a“ a „b“) nevykazovali medzi sebou štatisticky významný rozdiel v distribúcii. Hodnota p bola kalkulovaná pomocou ML-2 testu.
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Obr. 24 Vzťah haplotypov ADAM33 k BHR po podaní histamínu. Histamín bol aplikovaný metódou pokojného dýchania. Rozdiely medzi haplotypmi boli analyzované pomocou 2 testu s maximálnou vierohodnosťou.

Tabuľka 15. Haplotypy ADAM33 vo vzťahu k BHR vyšetrenej metódou bolusového podania metacholínu

	Paternálne haplotypy
	Maternálne haplotypy
	Porovnanie frekvencií maternálnych a paternálnych haplotypov pri ťažkej BHR:

	Haplotypes
	Ťažká BHR
	Haplotypes
	Ťažká BHR
	

	a1 (n = 18)
	55,6 % (10) 
	a1 (n = 21)
	57,1 % (12)
	p = 0,921

	a2 (n = 14)
	57,1 % (8) 
	a2 (n = 18)
	55,6 % (10)
	p = 0,928

	a3 (n = 15) 
	73,3 % (11) 
	a3 (n = 8) 
	37,5 % (3)
	p = 0,046

	ostatné (n = 24)
	54,2 % (13) 
	ostatné (n = 24)
	66,7 % (16)
	p = 0,376

	Rozdiely vo frekvenciách paternálnych haplotypov: p = 0.658
	Rozdiely vo frekvenciách maternal haplotypov: p = 0,539
	


Porovnanie výskytu haplotypov ADAM33 vo vzťahu k ťažkej BHR je znázornené zvlášť pre paternálny a zvlášť pre maternálny haplotyp. V poslednom stĺpci je analyzovaný i rozdiel medzi maternálnym a paternálnym haplotypom. Hodnota p bola kalkulovaná pomocou ML-2 testu
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Obr. 25 Vzťah haplotypov ADAM33 k BHR po podaní metacholínu metódou pokojného dýchania. Rozdiely medzi haplotypmi boli analyzované pomocou 2 testu s maximálnou vierohodnosťou.

6.3.3 Vzťah haplotypov STAT6 k BHR


Analýza vzťahu haplotypov STAT6 použila rovnaký prístup, tak ako v prípade ADAM33 – analyzovali sa výsledky provokácií histamínom i metacholínom, pričom zakaždým sa použili oba spôsoby podávania týchto látok. Haplotypy STAT6 však nemali žiaden vzťah k úrovní BHR, bez ohľadu na podanú látku či spôsob jej podania a ani pri delení podľa parentálneho pôvodu haplotypov (viď Obr. 26 a 27, v prípade bolusového podávania).
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Obr. 26 Vzťah haplotypov STAT6 k BHR po bolusovom podaní histamínu. Rozdiely medzi haplotypmi boli analyzované pomocou 2 testu s maximálnou vierohodnosťou.
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Obr. 27 Vzťah haplotypov STAT6 k BHR po bolusovom podaní metacholínu. Rozdiely medzi haplotypmi boli analyzované pomocou 2 testu s maximálnou vierohodnosťou. 

7. Diskusia

Od čias prvej asociácie chromozómovej oblasti 12q s výskytom astmy alebo nadprodukciou IgE185,186,315 bola tejto oblasti venovaná značná pozornosť a prebehlo viacero štúdií zameraných na asociáciu polymorfizmov kandidátnych génov v danej oblasti záujmu, a to i v rôznych populáciách316, pričom najvýznamnejším z týchto génov sa javí STAT6. Tento gén patrí do skupiny génov, ktorých asociácia s hladinou IgE či astmou bola replikovaná v 6 – 10 štúdiách217. Doposiaľ prebehlo niekoľko asociačných štúdií, ktoré poukázali na spojitosť niektorých polymorfizmov a haplotypov STAT6 s astmou alebo zo zvýšenou hladinou celkového IgE. Nagarkatti a spol. identifikovali CA repetičný polymorfizmus v promótorovej oblasti STAT6 – označený ako R1269. Tento polymorfizmus je cca 1,2 kb vzdialený od ďalšieho CA repetičného polymorfizmu - tzv. R3, ktorý je umiestnený v prvom exóne STAT6. Tieto 2 polymorfizmy a aj ich haplotypy 16_15 a 17_15 (v poradí R1_R3) asociovali s atopickou astmou a hladinou celkových IgE. Leung a spol.274 skúmali komplexný vplyv šiestich kandidátnych génov na výskyt astmy, medzi inými i STAT6. Posudzovali vplyv polymorfizmov T1309C (rs841718) a C1570T (rs3024974) v 17. a 18. exóne na funkčné parametre pľúc, pričom zistili, že polymorfizmus C1570T významne ovplyvňuje pokles FEV1 (spirometrické merania prebehli v ročných odstupoch). V predchádzajúcej štúdii týchto autorov však tento polymorfizmus, umiestnený približne v polovici 18. intrónu, nebol asociovaný s hladinou celkového IgE v čínskej populácii275. V kaukazskej populácii bol však naopak popísaný významný vplyv tohto polymorfizmu na hladinu IgE267.  

Jedným z cieľov tejto dizertačnej práce bolo posúdiť asociáciu šiestich polymorfizmov (SNP) v STAT6 s hladinou celkových IgE a astmou, pričom všetky tieto SNP boli lokalizované v intrónoch alebo v UTR oblastiach tohto génu. Pri porovnaní frekvencií výskytu jednotlivých polymorfizmov s výskytom astmy alebo hladiny celkového IgE (hodnota cut off 200 mg/ml), sa niektoré SNP u detských astmatikov vyskytovali relatívne častejšie (napr.In2-SNP3), avšak rozdiel nedosiahol štatisticky významnú hladinu. Tento výsledok nebol až tak úplne prekvapivý a neočakávaný, nakoľko niekoľko z týchto SNP (napr. In2-SNP3, In17, In18, 3UTR-SNP4) bolo v niektorých štúdiách asociované s elevovanou hladinou IgE 267,270,317 a v iných zase nie 270,272. Tento rozdiel by sa dal vysvetľovať rozdielnym počtom osôb (pacientov) zahrnutých do štúdie avšak medzinárodné štúdie pracujúce so súbormi osôb – astmatikov majúcich rozsah stoviek až tisícok osôb (štúdie zamerané na kaukazskú populáciu), často nenašli štatisticky významné rozdiely272,317. Toto naznačuje skôr na individuálne rozdiely v distribúcii genotypov SNP vo vnútri jednotlivých skúmaných populácií. Do štúdie bolo zapojených 109 detí s diagnózou asthma bronchiale a 45 kontrol. Tieto počty by sa mohli zdať malé, ale aj napriek tomu boli dostačujúce pre štatistické zhodnotenie, tak ako to bolo aj v prípade niektorých iných európskych výskumných projektoch zaoberajúcich sa asociáciou polymorfizmov v STAT6 s výskytom astmy alebo hladiny IgE267,271.  Ba čo viac frekvencie genotypizovaných SNP spoločných pre našu štúdiu i pre niekoľko nemeckých štúdií (In2-SNP3, In18 a 3UTR SNP4) boli porovnateľné, rozdiely v alelických frekvenciách boli maximálne do 5%(ref. 267,271), a alelické frekvencie boli porovnateľné i so štúdiami na skupinách veľkosti cca 1500 osôb270. 

Každý polymorfizmus môže prispievať malým efektom, preto bola v nasledujúcom kroku uskutočnená haplotypová analýza. Frekvencie jednotlivých haplotypov u pacientov i kontrol sumarizuje tabuľka č. 11. Haplotyp označený ako s1 je signifikantne viazaný na elevovanú hladinu IgE – pri kombinovanej analýze vždy dvoch haplotypov (u vyšetrovaných probandov) bolo zistené, že už len pri prítomnosti jedného haplotypu s1 má sledovaný pacient významne vyššie hladiny celkového IgE. Pre možnosť porovnania s výsledkami už publikovaných prác bola potom pozornosť zameraná len na polymorfizmy, ktoré boli vyšetrované súčasne v našej štúdii i v zahraničných - nemeckých štúdiách (In2-SNP3, In18, 3UTR SNP4). Z polymorfizmov spoločných pre porovnávané štúdie boli znovu zostavené („očistené“) haplotypy, podľa ich frekvencie v sledovanom súbore pacientov boli najčastejšie z nich označené znovu s1 – s3 (na základe sekvencie v skúmaných SNP, v podstate odpovedali pôvodné haplotypy novým) a porovnané so znovu zostavenými (rovnakou metódou) literárnymi haplotypmi. Týmto porovnaním bolo zistené,  že nie len frekvencie jednotlivých SNP, ale dokonca aj frekvencie odpovedajúcich najčastejších haplotypov boli veľmi podobné (Tabuľka 16). Toto pozorovanie je zaujímavé aj z toho hľadiska, že sa jedná o dve rozdielne populácie (česká vs. nemecká). Naše haplotypy s1, s2 a s3 teda odpovedali (pri uvažovaní len troch vyššie spomenutých SNP v haplotypoch) frekvenciám haplotypov 1, 5 a 4 v správe od Weidingera a spol.271 a haplotypom 1, 3 a 2 z reportu Duetschové a spol.267  Pri porovnaní výsledkov výskumu v českej populácii s výsledkami Duetschové a spol.267 došlo k jednej výnimke a síce, že ich najčastejší haplotyp (č.1) mal na poslednom miesto (polymorfizmus 3UTR SNP4) uvedenú alelu G, zatiaľ čo najčastejší haplotyp uvádzaný v tejto dizertačnej práci (i haplotyp v práci Weidingera a spol.271) má alelu A. Pretože v týchto dvoch citovaných prác sa v podstate jedná o rovnakú populáciu a i uvádzané alelové frekvencie v týchto štúdiách sú veľmi podobné, jedná sa pravdepodobne len o „preklep“ v zápise alely polymorfizmu 3UTR SNP4. 

Pri zahrnutí len týchto troch SNP do haplotypov vyšli podobné výsledky v dvoch nemeckých prácach v porovnaní k výsledkom z českej populácie, je preto pravdepodobné, že na vznik astmy, resp. atopie budú mať najväčší vplyv práve tieto polymorfizmy – In2-SNP3, In18 a 3UTR SNP4 (rs324011, rs3024974, rs4559). Z týchto polymorfizmov má podľa literárnych údajov preukázateľne najväčší vplyv práve prvý z nich, In2-SNP3. Už Schedelová a spol.270 v roku 2004 popísali jeho asociáciu s hladinou IgE. Zároveň ich zaujímala jeho možná úloha v regulácii STAT6, preto uskutočnili počítačovú analýzu sekvencie intrónu č.2, pričom objavili 2 možné miesta pre naviazanie transkripčného faktoru (TFB) – nukleárneho faktoru B (NF-B). 
Tabuľka 16. Frekvencie haplotypov v českej a 2 nemeckých populáciách.

	Haplotyp
	Česká populácia
	Weidinger271
	Duetsch267

	TCA (s1)
	43.68
	37.51
	42.82

	CCG (s2)
	26.84
	26.00
	15.87

	CCA (s3)
	20.52
	25.04
	23.30


Česká populácia prestavuje astmatikov vyšetrovaných v rámci tejto dizertačnej práce.

Úloha NF-B v IL-4 indukovaných odpovediach je známa už dlhšiu dobu, viaže sa na sekvencie v promótorových oblastiach cieľových génov a to v blízkosti špecifických sekvencií pre STAT6. Pre vyvolanie tvorby IgE je potrebné, aby sa viazal na obidve cieľové sekvencie, pričom bolo poukázané na to, že sa tak veľmi pravdepodobne deje v proteínovom komplexe spolu s ďalšími transkripčnými faktormi ako napr. PU.1262. Tieto dve TFB v 2 intróne STAT6 sú v tesnej blízkosti vedľa seba, pričom distálnejšie TFB v sebe nesúce SNP rs324011 je vytvorené práve v prítomnosti alely T a miesto tohto SNP je silne konzervované medzi primátmi270. Keďže NF-B synergicky spolupracuje s STAT6 v IL-4 mediovanej ceste tvorby IgE, Schedelová a spol.270 vyslovili predpoklad, že zmenou sekvencie v tomto druhom TFB mieste by rs324011 polymorfizmus mohol prispievať k zvýšenej tvorbe IgE. Pre potvrdenie tejto hypotézy sa Schedelová a spol.229 rozhodli uskutočniť in vitro a ex vivo experimet, v ktorom skúmali vplyv intrónu 2 a polymorfizmu rs324011 na funkciu STAT6. Zistili pri tom, že samotný intrón 2 má tlmivý účinok na aktivitu promótora STAT6 (a tým aj na mieru jeho expresie), pričom je jedno, či bol v použitých konštruktoch umiestnený po smere alebo protismere. Toto naznačuje na to, že v samotnej oblasti promótoru STAT6 (cca 1,1 – 5,6 kb pred začiatkom translácie) sú taktiež tlmivé (silencingové) elementy, nakoľko konštrukty obsahujúce len promótor (bez intrónu 2) boli výraznejšie aktívnejšie v závislosti od dĺžky sekvencie pred miestom translačného počiatku. Pri zabudovaní intrónu č.2 do použitých konštruktov, došlo teda v prítomnosti wt alely rs324011 k výraznému zníženiu aktivity promótora, v prítomnosti alely T rs324011 však došlo znovu k výraznému nárastu aktivity promótora STAT6 – ale len v prípade konštruktu obsahujúceho najdlhšiu sekvenciu STAT6 promótora (5643 bp). Toto poukazuje na možnosť fyzickej interakcie intrónu 2 s promótorovou oblasťou. Za zvýšenie aktivity promótera je zodpovedné alelo–špecifické viazanie NF-B, čo bolo preukázané pri EMSA (electrophoretic mobility shift assay) experimentoch – k naviazanie NF-B do špecifických DNA/proteínových komplexov dochádzalo len v prítomnosti T alely rs324011229.  

Tieto in silico pozorovania chceli overiť ex vivo, preto merali aktivitu STAT6 mRNA od detí s astmou. Prekvapivo popísali prítomnosť 2 nových izoforiem STAT6, ktoré obsahovali In17 a In17+In18 (STAT6d a STAT6e), ich prítomnosť si vysvetľovali intrónovou retenciou alebo alternatívnym miestom začiatku translácie. V prítomnosti TT genotypu v rs324011 dochádzalo u pacientov s astmou k miernemu, nesignifikantnému nárastu hladiny bežnej formy STAT6 avšak k významnému  nárastu hladín STAT6d a STAT6e mRNA. Úloha týchto dvoch isoforiem STAT6 na tvorbu IgE je však zatiaľ nejasná. V súhrne teda potvrdili, že alela T v rs324011 zvyšuje aktivitu STAT6  promótora a to tým že sa vytvára nové miesto pre špecifické naviazanie NF-B. Na základe svojich výsledkov predpokladajú fyzickú interakciu intrónu 2 s promótorovou oblasťou (prostredníctvom formácie sľučky) a ďalej zmenu 3D štruktúry STAT6 alebo jeho epigenetickej signatúry v dôsledku väzby NF-B226. Zmeny v interakcii intrónu 2 (v prítomnosti T alely rs324011) s promótorovou oblasťou umožňujúce uplatnenie epigenetických vplyvov by mohli byť vysvetlením rozdielov pozorovaných v distribúcii haplotypov STAT6 v skupine pacientov (popisovaných v tejto dizertačnej práci) vyšetrených na základe parentálneho pôvodu vo vzťahu k hladine IgE. Analýza preukázala, že v prítomnosti len jedného haplotypu s1 sa signifikantne zvyšuje pravdepodobnosť výskytu elevovaných hladín IgE. Zvažovaním vplyvu
 parentálneho pôvodu haplotypu bolo odhalené, že s1 haplotyp predisponoval k zvýšeným hladinám IgE bez ohľadu na to, či bol od otca alebo matky.  Signifikantne častejšie však bol s1 haplotyp zdedený od otca (p < 0,01 a p = 0,08 pre haplotypy otcovského a materského pôvodu). Toto pozorovanie poukazuje na to, že s1 haplotypu paternálneho pôvodu môže predisponovať k rozvoju atopie oveľa viac, než haplotyp maternálneho pôvodu (k vzniku atopie je však pravdepodobne zároveň nutná interakcia s ďalšími faktormi, nakoľko rodičia boli v prevažnej väčšine prípadov asymptomatickí).

Ďalším cieľom dizertačnej práce bolo posúdenie asociácie SNP a haplotypov STAT6 s výskytom BHR u pacientov s astmou. Posudzoval sa jednak vplyv látky použitej k bronchoprovokácii, jednak i spôsob jej inhalácie (dýchanie danej koncentrácie v definovanej časovej jednotke vs. bolusová aplikácia). Štatistická analýza však neodhalila väzbu ani jedného zo sledovaných polymorfizmov alebo z nich zostavených haplotypov STAT6 na úroveň bronchiálnej reaktivity, čo len potvrdzuje dôležité postavenie STAT6 v regulácii tvorby IgE.

ADAM33 patrí medzi prvé kandidátske gény spojené s astmou identifikovaný metódou pozičného klonovania. Eederwegh a spol.126 pri celogenómovom screeningu spojili astma s oblasťou 20q13 a pri následnej analýze polymorfných markérov našli dva signály vo vnútri ADAM33. Sekvenovaním tohto génu identifikovali celkovo 55 SNP, 14 z nich bolo asociovaných s výskytom astmy v kaukazskej populácii (skupina z UK, skupina z US a spojená skupina),  no distribúcia  jednotlivých asociovaných polymorfizmov v sledovaných skupinách pacientov a v kombinovanej skupine pacientov bola rôzna. Eederwegh a spol.126 predpokladali kumulatívny vplyv identifikovaných polymorfizmov na funkciu ADAM33 a tým aj na vznik astmy a z tohto dôvodu uskutočnili ešte haplotypovú analýzu (kombináciu vždy 2 SNP do haplotypu) z SNP, ktoré boli samostatne asociované s astmou. Tieto zaujímavé výsledky vzbudili veľký záujem o štúdium úlohy ADAM33 pri vzniku astmy a množstvo skupín sa pokúsilo asociovať SNP v ADAM33 s astmou v rôznych populáciách. 

Prvou štúdiou, ktorá úspešne replikovala asociáciu SNP v ADAM33 bola štúdia na vzorku nemeckej populácie. V prípade familiárneho výskytu boli s astmou asociované F+1, ST+4 a ST+5 polymorfizmy. Niektoré z týchto SNP boli ešte zároveň spojené s eleváciou celkových IgE (F+1, ST+5), s BHR (F+1, S2) alebo s fenotypom astma+BHR (F+1, S2). Pri posudzovaní skupiny prípadov/kontrol bol s astmou asociovaný ST+7 a s BHR ST+5 polymorfizmus. Haplotypová analýza (dvoj- a troj- polymorfizmové kombinácie) familiárnych prípadov následne asociovala jeden haplotyp s astmou a ďalších 5 haplotypov s BHR299.  

Spojitosť medzi SNP v ADAM33 a výskytom astmy sa pokúšali nájsť aj Lee a spol.300 v súbore kórejských astmatikov. Uskutočnili genotypizáciu piatich polymorfizmov z 14 pôvodne asociovaných polymorfizmov126, jednalo sa konkrétne o polymorfizmy  S1, T1, V_1 V1 a V4. V skupine 326 astmatikov a 151 kontrol sa im však nepodarilo nájsť signifikantný rozdiel v distribúcii SNP ani haplotypov medzi skúmanými skupinami, ani väzbu na hladinu IgE. Jedinou výnimkou bola väzba T1 polymorfizmu a haplotypu h4 na hladinu BHR vyjadrenej pomocou PC20 (pokles FEV1 o 20% pri provokácii metacholínom)(ref.300 ). Hirota a kol.301 skúmali vplyv SNP ADAM33 na výskyt astmy v dospelosti na súbore 504 astmatikov a 651 kontrol v japonskej populácii. Sekvenačne identifikovali celkovo 48 SNPs, z nich 29 už predtým popísal Eederwegh a spol.126. Do asociačnej analýzy zaradili 14 polymorfizmov, pričom signifikantnú asociáciu s astmou v dospelosti, po korekcii vzhľadom k počtu analyzovaných SNPs, vykazoval polymorfizmus T1 a hranične i S2 a V_3301. Ďalej zostavili haplotypy zo štyroch SNPs – S2,T1, T2 (SNP, ktorý nebol signifikantný po ich korekcii na mnohopočetný výber) a V_3 a zistili štatisticky významnú väzbu haplotypu CCTG s výskytom astmy v dospelosti. V protiklade k týmto výsledkom však v islandskej populácii nebol ani jeden zo študovaných polymorfizmov asociovaný s astmou302. Autori však následne ešte uskutočnili meta-analýzu na podklade literárnych údajov, kde pozorovali signifikantnú asociáciu ST+7, F+1, Q_1, S2 a T1 SNPs s astmou, pričom prvé dva SNP boli vo veľmi tesnej väzbe (linkage disequilibrium = 0.965). Howard a spol.302 hľadali asociáciu medzi astmou (+ event. súvisiacim fenotypom) a 8 polymorfizmami v 4 rôznych populáciách – holandskej, belošskej z US, afroamerickej a hispánskej. Títo autori pozorovali asociáciu 5tich polymorfizmov s astmou, avšak ani jeden z nich nebol asociovaný s daným fenotypom vo všetkých populáciách. Drobnou výnimkou bol len polymorfizmus S2, ktorého asociácia nebola zistená len v holandskej populácii. Haplotypová analýza našla zakaždým 2 signifikantne asociované haplotypy v holandskej a afro-americkej populácii, v ostatných populáciách nebola nájdená signifikantná väzba haplotypov s výskytom astmy. Veľká austrálska štúdia nepotvrdila asociáciu medzi žiadnym z 10 skúmaných polymorfizmov, našla však niekoľko haplotypov, ktoré boli významne spojené s astmou a za tento trend boli najviac zodpovedné polymorfizmy V-1 a ST+7304. 

Jedným z cieľov tejto dizertačnej práce bolo i posúdenie asociácie celkovo 11 polymorfizmov v ADAM33 s astmou alebo BHR. Vo výskyte jednotlivých SNPs medzi skupinou pacientov a kontrolami síce boli rozdiely, ale ani jeden nedosiahol štatistického významu. Medzi frekvenciami aliel v našej českej populácii pri porovnaní s ostatnými štúdiami kaukazských populácii304,318 boli síce malé rozdiely, tieto však neboli signifikantné. Jednotlivé polymorfné alely môžu mať kumulatívny efekt na funkciu génu a preto i v súlade s publikovanými zahraničnými prácami, bola uskutočnená haplotypová analýza polymofizmov v ADAM33. Haplotypy boli zostavené zo všetkých 11 skúmaných SNPs. Haplotypová analýza nenašla asociáciu s diagnózou astmy, ani s hladinou celkového IgE, a i keď 3 hlavné haplotypy mali tendenciu viazať sa na vyššiu hladinu IgE, tak tieto väzby neboli štatisticky významné. Tento nález môže odrážať fakt, že ADAM33 má úlohu v medzibunkovej adhézii – jeho disintegrínová doména podporuje adhéziu leukocytov závislú na 91 – integríne319 a i samotné mezenchýmové bunky (ako napr. fibroblasty a bunky hladkého svalstva) tento integrín exprimujú320. Polymorfizmy v jednotlivých haplotypoch by teda mohli ovplyvňovať túto funkciu disintegrínovej domény a tak vplývať na množstvo leukocytov (a tým aj priebeh samotnej zápalovej reakcie) v dýchacích cestách. 

Z predchádzajúceho prehľadu jednotlivých štúdií vyplýva zatiaľ akási neurčitosť v úlohe ADAM33 polymorfizmov pri vzniku astmy. Podľa imunohistochemických a expresných analýz je jasné, že samotný ADAM33 je dôležitý pre vývoj dýchacej sústavy (rozdielne zastúpenie ADAM33 a jeho foriem v pľúcach embryonálne a postnatálne) a má tak význam pre vznik astmy287. Niekoľko štúdií, vrátane pôvodnej práce Eedervega a spol.126, popisuje asociáciu niektorých SNP s astmou – najčastejšie F+1 a ST+7. Tieto výsledky sa v ďalších štúdiách replikovali buď len pri meta-analýzach s ďalšími dodatočnými údajmi z rasovo odpovedajúcich populácií302,304, pri haplotypovej analýze, alebo vôbec305. 

Haplotypová analýza ADAM33 polymorfizmov v skupine detských astmatikov vyšetrovaných v súvislosti s touto dizertačnou prácou odhalila asociáciu haplotypu a3 s BHR. Tento haplotyp a3 bol v skupine detských astmatikov asociovaný s bronchiálnou hyperreaktivitou po provokácii s histamínom, pričom bolo jedno, akým spôsobom bol histamín podaný. Rozloženie najčastejších haplotypov ADAM33 v sledovaných skupinách sumarizujú grafy 5 a 6. Pozorované frekvencie haplotypov v českej populácii boli porovnané s frekvenciami asociovaných alebo aspoň najčastejšie sa vyskytujúcimi haplotypmi v štúdiách kaukazských populácií. Porovnávať však haplotypy v štúdiách je problematické z niekoľkých dôvodov: 

1. každá štúdia pracuje s rozdielnym spektrom polymorfizmov, 

2. haplotypy sa niekedy zostavujú z dvoj- alebo trojkombinácií SNPs, 

3. alebo sú uvádzané len názvy polymorfizmov bez odpovedajúcich nukleotidov tvoriacich daný haplotyp. 

Porovnanie výsledkov z českej populácie sa však podarilo aspoň k nám relatívne najbližšou nemeckou populáciou a potom ďalej so štúdiou vychádzajúcou z austrálskej kaukazskej populácie. Nemecká štúdia prípadov a kontrol a longitudinálnej kohorty astmatikov neodhalila asociáciu ani jedného SNP s diagnózou astmy, avšak našli asociáciu A alely v S1 a G alely vo V4 s rizikom rozvoja neatopickej astmy a ďalej asociáciu niekoľkých SNP s pľúcnymi funkčnými parametrami318. Haplotypová analýza 8 SNP z 10 (F+1, S1, S2, ST+4, ST+5, ST+7, T1 a V4) následne našla pre haplotyp H4 (GGGCCGTG) slabú (nesignifikantnú, p=0.063) väzbu s astmou v skupine prípadov a kontrol. Pri kombinácii dát s longitudinálnou skupinou už väzba bola signifikantná, p=0.033. Po zostavení haplotypov z vybraných SNP, spoločných pre porovnávané populácie, bolo možné vidieť (Tab. 17), že i keď rozdiely vo frekvenciách polymorfizmov medzi týmito populáciami nie sú veľké, dochádza k rozdielnej distribúcii haplotypov. Frekvenčne si navzájom odpovedajú len haplotypy a2 a a3, vo frekvenciách ďalších haplotypov sú už väčšie rozdiely. Haplotyp H4 z nemeckej štúdie sa v populácii našich astmatikov vyskytuje 2x menej a nie je asociovaný ani s astmou ani s BHR. Naproti s BHR je v našej populácii asociovaný haplotyp č.3 (tzv. a3), ktorý má podobnú frekvenciu ako v nemeckej populácii. V oboch štúdiách boli skúmané F+1 a ST+4 SNPs, ktoré by mali k rozvoji astmy prispievať najviac. 

Tabuľka 17: Frekvencie haplotypov v populácii českých a nemeckých astmatikov. 
	
	
	ČR
	Nemecko

	a1
	GGCATC
	20,27
	30,35

	a2
	GGCCTC
	16,22
	17,02

	a3
	AGGACC
	13,51
	12,98

	 
	GGCCTG
	5,86
	12,96

	 
	AGCCTC
	4,05
	6,70

	 
	AAGATG
	2,70
	8,35


Haplotypy sú vytvorené z SNP, ktoré boli spoločné pre populáciu českých detských astmatikov (asociačná štúdia tejto dizertačnej práce) a belošskú nemeckú populáciu (Schedel a spol.318). Prvé 3 polymorfizmy sú najčastejšie a zodpovedajú polymorfizmom zostavených pôvodne zo všetkých 11 SNP v ADAM33, ktoré boli skúmané v rámci tejto dizertačnej práce.  

V prípade austrálskej štúdie nebola nájdená asociácia medzi ani jedným z 10 SNPs a astmou alebo závažnosťou onemocnenia304. Boli však opäť pozorované niektoré haplotypy spojené s výskytom astmy. Pri porovnaní haplotypov vytvorených zo SNP spoločných pre štúdiu českej populácie a austrálskej populácie (F+1, S1, ST+4, V4 a V5, tab. č.18) je vidieť výrazný rozdiel vo frekvencii hlavne prvého a čiastočne i štvrtého haplotypu, pričom frekvencie týchto dvoch haplotypov sú približne rovnaké medzi nemeckou a austrálskou kaukazskou populáciou. Polymorfizmus V5 má v týchto haplotypoch iba alelu A (ktorá je majoritná), po jej vypustení z konštrukcie haplotypov nedošlo k významnej zmene frekvencie haplotypov. Toto môže naznačovať, že najväčšou mierou k rozvoju astmy prispievajú len tieto štyri SNP a celkový prehľad zastúpenia haplotypov v troch porovnávaných populáciách (česká, nemecká a austrálska) je zobrazený na grafe č. 7.
Tabuľka 18: Frekvencie haplotypov v populácii českých a austrálskych astmatikov.

	
	
	ČR
	Austrália

	a1
	GGACA
	21,17
	34,00

	a2
	GGCCA
	16,22
	17,00

	a3
	AGACA
	15,32
	13,00

	 
	GGCGA
	6,76
	10,00

	 
	AGCCA
	4,50
	4,00

	 
	AAAGA
	3,60
	8,00


Haplotypy sú vytvorená z SNP, ktoré boli spoločné pre populáciu českých detských astmatikov (asociačná štúdia tejto dizertačnej práce) a belošskú austrálsku populáciu (Kedda a spol.304). Prvé 3 polymorfizmy sú najčastejšie a zodpovedajú polymorfizmom zostavených pôvodne zo všetkých 11 SNP v ADAM33, ktoré boli skúmané v rámci tejto dizertačnej práce.  

Rozdiel vo frekvenciách haplotypov môže byť spôsobený nie len ich rozdielnou distribúciou v populáciách ale aj zrejme nedostatočným rozsahom skúmaných súborov, ako už bolo niekoľkokrát konštatované v niektorých prácach.  Tak ako doposiaľ nie je žiadny SNP v ADAM33 asociovaný s astmou konzistentne vo všetkých populáciách (aspoň teda v populáciách ktoré si odpovedajú rasovo), neexistuje ani takýto haplotyp. V každej štúdii boli s astmou asociované vždy iné haplotypy a ani v prípade viacerých etnicky rozdielnych populácií v rámci jednej štúdie neboli nájdené haplotypy asociované s astmou, ktoré by boli asociovaní súčasne vo všetkých skúmaných populáciách. Možnou príčinou týchto rozdielnych výsledkov je aj rozdiel v definícii samotného fenotypu – je posudzovaná astma ako diagnóza, alebo len atopická astma, alebo BHR. Pritom s ohľadom na funkciu a lokalizáciu expresie ADAM33 by sa jeho SNPs mali dávať do súvislosti s neatopickou astmou.
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Graf 7. Porovnanie výskytu haplotypov z SNP v ADAM33 v 3 populáciách. Haplotypy sú zostavené z polymorfizmov F+1, S1, ST+4 a V4. Prvé 3 haplotypy zodpovedajú pôvodným haplotypom a1, a2 a a3 (zostavené zo všetkých 11 SNP použitých v tejto dizertačnej práci). Uvedené polymorfizmy sú spoločné pre porovnávané populácie astmatikov v českej populácii (predmet asociačnej štúdie tejto dizertačnej práce), nemeckej belošskej populácii (Schedel a spol.318) a austrálskej belošskej populácii (Kedda a spol.304).

 Niekoľko štúdií308,311 poukázalo na to, že prvotná práca Eederwegha a kol.126 do určitej miery nadhodnotila vplyv polymorfizmov ADAM33 na rozvoj astmy a výsledky ku ktorým dospeli mohli byť ovplyvnené v dôsledku špecifickej zostavy vyšetrovaných skupín. Okrem toho už samotný Eederwerg a kol.126 popisovali, že okrem ADAM33 pri celochromozómovej analýze chromozómu 20, sa v oblasti 20q13 našli ešte ďalšie 2 gény (resp. asociácia ich polymorfizmov), ktoré boli signifikantne spojené s familiárnym výskytom astmy – GFRA4 a SN. 1 Na základe vyššie uvedených skutočností je teda možné zhrnúť, že ADAM33 podľa doterajších prác a nakoniec i výsledkov prezentovaných v tejto dizertačnej práce má dôležitú úlohu v rozvoji astmy, hlavne teda neatopickej. Presné posúdenie úlohy polymorfizmov ADAM33 však bude vyžadovať ešte ďalšie štúdie na rozsiahlych súboroch pacientov pri presne definovanom fenotype astmy – atopické v.s. neatopická, presne definované zmeny v pľúcnych funkciách (spirometrické, poprípade oscilometrické vyšetrenie BHR). 

Zaujímavým výsledkom analýzy haplotypov v STAT6 i ADAM33 je ich rozdielna distribúcia pri zohľadnení ich parentálneho pôvodu. V prípade STAT6 bol s1 haplotyp asociovaný s hladinou IgE bez ohľadu na jeho pôvod, avšak významne častejšie bol prenášaný z paternálnej línie. V prípade haplotypu a3 v ADAM33 bola taktiež zistená významná väzba na BHR po stimulácii histamínom, ale len v tom prípade, že a3 hapotyp bol otcovského pôvodu. Pretože rozdiel v distribúcii haplotypv medzi astmatikmi a kontrolami nebol významný, tak tieto pozorovania naznačujú možnú interakciu epigenetických faktorov s týmito génmi. 


V prípade STAT6 by zmeny v intróne č. 2 mohli ovplyvňovať interakciu s promótorovou oblasťou a táto interakcia by mohla byť ovplyvnená i epigenetickými faktormi. Samotné vplyvy prostredia i epigenetické faktory majú tiež dôležitý efekt na atopiu či výsledný fenotyp astmy321. Hlavnými epigenetickými mechanizmami sú acetylácia histónov a metylácia DNA321,322.  Význam DNA metylácie bol zistený i pri diferenciácii smerom k Th2 bunkách. V nediferencovaných TH bunkách (tzv. naivné bunky) bol totižto 3 CpG ostrovček v rad50 hypersenzitívom mieste 7 (RHS7) pre Th2 LCR (lokus kontrolujúca oblasť) temer úplne metylovaný (96%) a kompletná demetylácia RHS7 nastávala v závislosti od STAT6323. 


Vplyv rodičov na výskyt atopie alebo astmy bol v literatúre už dlho a často diskutovaný. Znížené riziko astmy a BHR bolo pozorované u detí, ktoré zdedili polymorfizmus Val105 v GSTP1 od svojej matky324. Vplyv maternálne preneseného lokusu 11q na výskyt atopie bol pozorovaný hneď viackrát85,325. S maternálnou atopiou boli spojené i zvýšené hladiny IgE v pupočníkovej krvi. Z týchto dôvodov je považovaný vplyv matky na vznik astmy alebo alergie u dieťa za omnoho významnejší, než vplyv otca, uvažuje sa jednak o vlastných epigenetických zmenách prenesených na dieťa i o vplyve samotnej matky na vyvíjajúci sa imunitný systém plodu. 

V súbore astmatikov popisovaných v tejto dizertačnej práci bola taktiež zistená rozdielna distribúcia haplotypov v závislosti od ich rodičovského pôvodu. Zvýšená hladina IgE bola však pozorovaná v prítomnosti hlavne s1 haplotypu v STAT6 s otcovským pôvodom. A navyše, otcovský s1 haplotyp ukazoval trend k výraznejšiemu zvyšovaniu IgE než haplotyp materského pôvodu. Tento rozdielny vplyv rodičovského pôvodu haplotypov by mohol odrážať rozdielny charakter imprintingu alely otcovskej a alely materskej. Niektoré gény sú totižto schopné úplne alebo aspoň čiastočne uniknúť epigenetickému preprogramovaniu v priebehu prenatálneho vývoja321,326 a môžu si tak ponechávať svoj jedinečný charakter DNA metylácie. Niektoré špecifické epigenetické vzorce tak môžu byť prenášané na potomkov bez ich zmeny326,327. Tieto procesy by tak mohli aspoň čiastočne vysvetliť pozorovaný charakter distribúcie IgE – je možné predložiť hypotézu, že haplotyp s1 otcovského pôvodu poskytuje väčšie riziko pre výskyt zvýšených hladín IgE a tento jeho efekt je ešte následne modulovaný in utero matkou v závislosti napr. od jej stravovacích návykov326. Rozdiel v hladinách IgE pri prítomnom s1 haplotype bol taktiež pozorovaný i v závislosti na pohlaví pacienta. Pri tomto členení však už nebolo možné vylúčiť chybu malých čísiel, preto by toto pozorovanie malo byť skúmané na rozsiahlejšom súbore pacientov. Mimo to, závery niektorých štúdií poukazujú na to, že rozdiely v hladine IgE medzi pohlaviami budú závisieť i od vplyvu iných lokusov, než je STAT6324,328-330. I v prípade ADAM33 bol pozorovaný rozdiel v distribúcii haplotypov pri zohľadnení ich rodičovského pôvodu. Výsledky analýzy v tomto prípade boli ešte zaujímavejšie, pretože pozorovaná asociácia a3 haplotypu s BHR bola na vrub len paternálne preneseného haplotypu – v prípade a3 haplotypu maternálneho pôvodu nebol pozorovaný signifikantný rozdiel v porovnaní s ostatnými haplotypmi. I v prípade ADAM33 je tak možné zvažovať prítomnosť epigenetických faktorov, ktoré by ovplyvňovali funkciu ADAM33. V prípade ADAM33 je však nutné uvažovať skôr o ovplyvnení zostrihu a spektra izoforiem ADAM33, nakoľko zvýšená exprimácia kompletnej formy ADAM33 nebola v dýchacích cestách astmatikov pozorovaná.

Tieto zaujímavé výsledky s veľkou pravdepodobnosťou prvý krát naznačujú, že vplyv na alergické ochorenie dieťaťa môže mať i otec a nie len matka. Tieto poznatky je však nutné overiť v ďalších štúdiách. 
8. Súhrn

Alergická reakcia, resp. alergia, je charakterizovaná neadekvátnou odpoveďou na neškodné vonkajšie antigény. Pri opakovanej expozícii organizmu týmito antigénmi (alergénmi) dochádza k rozvoju zápalových zmien v tkanivách a orgánoch vedúcich nasledovne k poruchám ich funkcie a integrity. Najčastejšou reakciou uplatňujúcou sa u  alergikov je precitlivenosť 1. typu, charakterizovaná tvorbou IgE protilátok, preto o alergii v užšom slova zmysle hovoríme práve v takýchto prípadoch. Atopiou potom označujeme geneticky podmienenú predispozíciu reagovať na bežné alergény vonkajšieho prostredia zvýšenou tvorbou špecifických protilátok triedy IgE. Prejavom alergickej reakcie na klinickej úrovni sú alergické choroby, (napr. astma, atopický ekzém a polinóza), ktorých výskyt v posledných dekádach výrazne stúpol.
Alergické ochorenia majú tendenciu sa vo zvýšenej miere vyskytovať v rodinách, čo preukázalo množstvo štúdií zameraných na rodiny s výskytom alergických chorôb ako hlavne astmy či atopie. Rôzne väzbové a celogenómové asociačné štúdie odhalili množstvo kandidátskych génov spojených s výskytom astmy či atopie. Medzi gény s opakovane zistenou asociáciou patria STAT6 a ADAM33. STAT6 má dôležitú úlohu pri izotypovom preskoku a tvorbe IgE. ADAM33 bude mať dôležitú úlohu pri embryonálnom vývoji dýchacích ciest a v procesoch vedúcich k remodelácii dýchacích ciest. V oboch génoch sa vyskytujú polymorfismy, ktoré boli spojené s výskytom atopie, astmy alebo s ňou súvisiacimi fenotypmi. 
V experimentálnej časti tejto dizertačnej práci bola nájdená asociácia haplotypu ATTCAA (haplotyp s1) v STAT6 s hladinou celkových IgE. Súčasne bol zistený i významný rozdiel v distribúcii tohto haplotypu v závislosti od jeho rodičovského pôvodu – významne častejšie bol otcovského pôvodu. Väzba polymorfizmov STAT6 k astme či bronchiálnej hyperreaktivite (BHR) nebola pozorovaná. Väzbu na úroveň BHR vykazoval haplotyp AAGGATCTGCA (a3 haplotyp) v ADAM33, ktorý sa nachádzal významne častejšie u pacientov s ťažkou BHR. Tento štatisticky významný rozdiel bol pozorovaný len pre a3 haplotyp otcovského pôvodu. V distribúcii STAT6 a ADAM33 polymorfizmov ani haplotypov z nich zostavených nebol pozorovaný významný rozdiel medzi skupinami detských astmatikov a kontrolami. Významné väzby uvedených haplotypov k hladine IgE a BHR boli v skupine pacientov preukázané a preto sa pri ich vzniku budú uplatňovať i ďalšie, pravdepodobne epigenetické faktory, nasadajúce na terén predispozície vytvorenej haplotypmi a3 v ADAM33 a s1 v STAT6. Veľmi zaujímavým je i pozorovaný rozdiel v distribúcii haplotypov v závislosti od ich rodičovského pôvodu, nakoľko doposiaľ bola s alergickými chorobami spájaná alergická choroba matky. Tento poznatok je ale nutné potvrdiť v ďalších štúdiách.
9. Summary

Allergic reaction is characterized by inadequate response of body to harmless environmental antigens. If the organism is repeatedly exposed to the antigens (allergens), inflammatory changes in tissues and organs of the body gradually lead to their dysfunction and loss of integrity. The most frequent allergy reaction is type I hypersensitivity and the production of IgE is hallmark of this reaction. Therefore, allergy in the strictest sense means presence of this reaction to the allergen. Atopy is genetically determined predisposition to develop reaction against common environmental allergen characterized by presence of elevated specific IgE level.  
Allergic reaction manifests as some of the allergy diseases (e.g. asthma, hay fever and atopic dermatitis) and the incidence has been doubled during the last decade. Allergic diseases have tendency to run increasingly in the families and this fact has been proved by plenty of family based studies focused on allergic disease such as asthma or atopy. Many of the linkage or genome wide studies discovered a lot of candidate genes associated with asthma or atopy. STAT6 and ADAM33 belong to genes with repeatedly replicated association with these diseases. STAT6 has crucial role in promoting isotype switching leading to IgE production. ADAM33 is suggested to have an important role in branching lung morphogenesis in course of prenatal development and to have important role in mechanisms leading to airway remodelling. The genes have polymorphisms (single nucleotide polymorphism – SNP; or dinucleotide repetitions) associated with occurrence of atopy, asthma or asthma related phenotypes.
Experimental part of this Ph.D. thesis describes association between ATTCAA haplotype (s1 haplotype) of STAT6 and total IgE level. This haplotype showed significantly different distribution according to its parental origin and it was significantly over-transmitted from fathers to their offspring. The STAT6 haplotypes showed no significant linkage to the asthma or airway hyperresponsiveness (AHR). The AAGGATCTGCA haplotype (a3 haplotype) of the ADAM33 had linkage to level of AHR and was predominantly present in patients suffering from mild-severe type of AHR. This significant linkage was found in the paternally inherited haplotype only.
Although there was no difference in distribution of the STAT6 and ADAM33 SNPs or their haplotypes between groups of patients and controls, the s1 and a3 haplotypes had been significantly linked with IgE level or AHR, respectively. Therefore, there must be present other factors, the most probably epigenetic factors, cooperating with these haplotypes and thus contributing to the development of increased IgE level or AHR. Haplotypes also showed significantly different distribution in the patient group according to their parental origin and the over-transmission of paternally derived haplotypes was observed. The maternal influence on the atopy or asthma development (transmission of maternally derived predisposing allele) is well recognized in the literature and therefore the predominance of paternally inherited haplotypes in our patient group is very interesting. However, the exact role of paternally derived alleles on the allergic disease development needs to be evaluated in further studies. 

10. Použité zkratky, vysvetlivky

ADAM33 – 33. proteín z rodiny ADAM (z angl. A Disintegrin And Metalloproteinase)

APC – antigén prezentujúca bunka (DC, monocyty, makrofágy, B lymfocyty)

BHR – bronchiálna hyperreaktivita

bp – pár báz (base pair).

C/EBP- k CCAAT a zosilňovaču (enhancér) sa viažuci proteín, typu 

CBP – proteín viažuci CREB

DC – dendritická bunka

DD – dizintegrínová doména

DHPLC – vysoko rozlišovacia kvapalinová chromatografia (z angl. Denaturing high performance liquid chromatography)

FceRI – vysoko afinitný receptor pre IgE

FcRII (CD23) – nízko afinitný receptor pre IgE

GAS – z angl. Interferon-Gamma Activated Sequence, sekvencie aktivované interferónom 
GWAS – celogenómová asociačná štúdia (z angl. genome wide association study)

HLA – ľudské antigény leukocytov (z angl. human leukocyte antigen), patria všeobecne do MHC (hlavný histokompatibilný systém)

IgE – imunoglobulín triedy E

kb – kilobázy

MALDI-TOF – hmotnostná spektrometrie, kedy technika MALDI je vykonávaná na spektrometri TOF (z angl. matrix-assisted laser desorption ionisation, time of flight). Jedná sa o jemnú ionizačnú techniku využívanú v hmotnostnej spektrometrii k analýze biomolekúl, či veľkých organických náchylných k fragmentácii pri využití bežných ionizačných techník.

MD – metaloproteinázová doména ADAM33

NCoA-1 – nukleárny koaktivátor 1

NF-B – nukleárny faktor  B, jeden z koaktivátorov transkripcie
OR – odds ratio

LOD (logarithm of odds ratio) – dekadický logaritmus OR

PCR – polymerázová reťazová reakcia

PD – prodoména ADAM33

RFLP – dĺžkový polymorfizmus restrikčných fragmentov (restriction fragment lenght polymorphism)

SNP – jednonukleotidový polymorfizmus (z angl. Single nucleotide polymorphism), SNPy (množné číslo)
SPT – kožný test k posúdeniu reaktivity k testocaným alergénom (skin prick test)
SS – signálna sekvencia ADAM33

SSCP – konformačný polymorfizmus jednovláknovej DNA (z angl. single-strand conformational/chain polymorphism)

STAT6 – prenášač signálu a aktivátor transkripcie 6 (z angl. signal Transducer and Activator of Transcription).

TAD – transaktivačná doména STAT6

TH1 – pomocný T lymfocyt triedy 1

TH2 – pomocný T lymfocyt triedy 2

Tm – teplota topenia DNA reťazca
TNF – tumor nekrotizujúci faktor

wt – označenie divokého kmeňu, napr. nemutovaná (wt – wild type) alela
GLT – transkripčný produkt C lokusu (z angl.  germ line transkript) obsahujúci i exón I.
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