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1. Uvod

Alergickd reakcia je charakterizovand neadekvatnou
odpovedou inak zdravych jedincov na neskodné vonkajSie antigény.
Prejavom alergickej reakcie na klinickej Grovni su alergické choroby
(napr. astma, atopicky ekzém apolindza), ktorych vyskyt
v poslednych dekadach vyrazne stipol. Pri opakovanej expozicii
organizmu tymito antigénmi (alergénmi) dochadza k rozvoju
zapalovych zmien v tkanivach aorganoch veducich nasledovne
k porucham ich funkcie a integrity'.

Vyskyt alergickych chordb je znamy uz pomerne dlhti dobu.
Prvy popis choroby, ktorej symptémy by mohli odpovedat’ pochddza
zo starovekej Ciny (rok 2600 pred n.l). O astme vieme tiez z
Ebersovho staroegyptského papyrusu, kde jeden recept popisuje
pripravu zmesi k inhalacii (16 str. pred n.l.). Ako medicinsky termin
bola astma pouzitd az Hippokratesom v jeho diele Corpus
Hippocraticum (priblizne v 4. storo¢ie pred n.l.). Plinius st. (okolo
roku 50 n.l.) si v§imol vztah pelov s vyskytom dychacich tazkosti
a ako liek odporucal latku na baze efedrinu rozpustent vo vine.
Henry Hyde Salder’ uz vroku 1860 vo svojom velkom diele
pojednévajucom podrobne o astme napisal, Zze nemodze byt
pochybnosti o tom, Ze astma je dedicnym ochorenim. Neskorsie
studie vyskytu castych alergickych ochoreni u dvojciat odhalili, ze
dedicnd predispozicia ma doleziti ulohu pri ich vzniku aich
heritabilita bola vysSia u monozygotnych dvoji¢iek v porovnani
s dizygotnymi**. Studia dvoji¢iek z roku 2009 poukézala na to, Ze
genetické faktory najsilnejSie ovplyviiuji hladinu IgE a vek nastupu
alergického  ochorenia’. V rodindch s vyskytom alergického
ochorenia nebol preukdzany jasny typ mendelovského dedi¢ného
prenosu anavySe vplyv vonkajSiecho prostredia  zohrava
v etiopatogenéze tychto onemocneni taktiez doleziti tlohu. Preto sa
alergické choroby vdneSnej dobe povazuji za choroby



s komplexnou dedi¢nostou a okolit¢ prostredie ma vplyv na
variabilitu a dobu prejavenia sa symptomov alergie®”.

Nastavenie imunitného systému dietata moéze byt
ovplyvnené uz 1iprenatdlne v dosledku spdsobu zivota matky.
Pravidelnd expozicia matky prostrediu bohatému na mikrobidlne
zlozky bola spojend s protektivnym vplyvom proti atopickej
senzibilizacii plodu v postnatalnom obdobi'’.  Suplementacia
kyselinou listovou v priebehu tehotenstva vo vzt'ahu k atopii a astme
je dalsou diskutovanou témou. Podla zaverov S$tadie Whitrova
a spol.'" prestavovalo uZivanie kyseliny listové v 3. trimestri 1,25x
vyssie riziko pre vyskyt detskej astmy (v 3,5 roku) a 1,32x vysSie
riziko pre rozvoj perzistujucej astmy. Tieto vysledky boli v stilade
s pozorovaniami u my$i a davali sa do suvislosti s epigenetickymi
vplyvmi — mozné zvySenie metylacie génov zodpovednych za vznik
astmy. Sharland aspol.”  zhodnotili  vysledky  &tyroch
predchadzajucich observaénych s§tadii, a dosli ku kontroverznym
vysledkom, nakolko asociacia bola bud’ len mierna, alebo so
suplementaciou folatmi v skorej alebo pokrocilej faze gravidity.
Bekkers a spol." naproti tomu, s vynimkou mierneho zvysenia rizika
pre skoré piskanie na prieduskach vroku zivota, nenasli zvysené
riziko vyskytu respiraénych alebo alergickych problémov v spojitosti
s prenatdlnou  suplementaciou  kyselinou listovou. Fajcenie
v gravidite je d’al$im faktorom, ktory bol spojeny s vyskytom astmy
udeti', pricom tento vplyv moze byt vyraznej§i u dcér Zien
fajéiacich v tehotenstve'®, alebo u 0sob nesticich Argl6 alelu v géne
pre p2-adrenergny receptor'®.

Vroku 1989 bola po prvy krat popisana vizba
chromozomovej oblasti 11q13 s vyskytom atopie'’. Tento objav bol
momentom, ktory odstartoval revoliciu v $tadiu molekulovo
genetickej podstaty alergickych chorob — zatial’ ¢o v roku 1998 bolo
znamych 6 lokusov spojenych s vyskytom atopie, astmy alebo
stvisiacich fenotypov, tak v roku 2008 Vercelli'® uz referuje o viac
nez 200 kandidatskych génoch pre astma a stvisiace fenotypy
identifikované pomocou réznych pristupov. V nasledujucich rokoch



pribudli dalSie poznatky o molekularne — genetickej podstate
alergickych chordéb na zaklade celogendmovych asociaénych Stadii
(GWADS).
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2. Charakteristika alergii

2.1 Imunopatologické reakcie

Kazd4d imunologicka reakcia prebichajica v organizme
moze za urcitych okolnosti viest k menSiemu alebo vicSiemu
poskodeniu organizmu. V pripade tychto okolnosti potom hovorime
o imunopatologickej reakcii. Tato moéze byt do urcitej miery
i vedlajSim nasledkom v priebehu beznych obrannych reakcii
organizmu proti patogénom ¢i v dosledku imunitnej reakcie proti
antigénom telu vlastnym (autoimunitné reakcie). V pripade alergie
dochddza k neadekvatnej reakcii na antigény, ktoré st bezne
neskodné, tieto oznacujeme ako alergény.

Imunologické reakcie delime podla prevladajucich
mechanizmov na reakcie sprostredkované humoralne a bunkami. Pri
rozvoji samotnej alergickej reakcie sa moze uplatnit’ prakticky
ktorakol'vek zo zakladnych typov imunologickych reakcii, ktoré sa
klasicky delia do 4 skupin podla Coombsa a Gela. Toto klasické
delenie vsSak nezahriiuje vSetky imunopatologické mechanizmy,
ktoré v dnesnej dobe pozname - bolo doplnené Roittom o reakcie
antireceptorovych protildtok. Stcasne k vzniku alergickej reakcie
moze dochadzat’ aj kombinaciou vyssie uvedenych reakcii®.

2.1.1 Humoralne imunopatologické reakcie

Reakcia I. typu — reakcia s ucastou IgE protilatok, atopia

Tato reakcia je najCastejSou a je charakteristicka tvorbou
IgE proti niektorym alergénom vonkajSieho prostredia, ako napr.
pelové zrnka Ci potravinové alergie a pod. Je oznaCovana tiez ako
precitlivenost’ bezprostredného typu, nakol’ko po styku s alergénom
dochadza kreakcii v priebehu niekol’kych minat. Pre rozvoj
samotnej reakcie je ale najprv potrebna senzibilizdcia organizmu —
pri prvom kontakte salergénom je alergén pohlteny antigén
prezentujicimi bunkami (APC), nasledne je v nich rozlozeny na
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peptidové fragmenty, ktoré sit pomocou HLA vystavené na povrchu
APC. Takto prezentované fragmenty alergénu mozu byt rozpoznané
receptormi naivnych CD4+ T lymfocytov, ktoré sa v dosledku tejto
interakcie diferencuju v alergén Specifické Th2 bunky. Th2 bunky
nasledne produkuji, mimo iné, i IL-4, ktory podnecuje B lymfocyty
k tvorbe Specifickych IgE (izotypovy prieSmyk / prepnutie).
Vytvorené IgE sa s vysokou afinitou viazu na mastocyty a bazofily.
Takto vyzbrojené bunky sa po opdtovnom stretnuti so Specifickym
alergénom aktivujui a uvolnuju histamin, heparin a d’al$ie substancie
podporujice zapal. Jedna sa o prvi fazu alergickej reakcii, po ktorej
nasleduje faza charakteristickd tvorbu a sekréciou metabolitov
kyseliny arachidénovej. Samotné alergicka reakcia potom prebieha
v zavislosti na mieste vstupu bud’ lokalne (napr. alergicka nadcha)
alebo celkovo (anafylakticky sok) 2.

Reakcia II. typu — reakcia mediovand pomocou IgG a IgM protilatok

1. cytotoxické protilatky

IgM a IgG protilatky, ktoré vznikaja pri tomto typu reakcie,
maja schopnost’ aktivovat’ komplement alebo vyvolat’ reakciu typu
ADCC (bunkova cytotoxicita zavisla od protilatok). Fagocyty a NK
bunky pomocou svojich povrchovych Fc receptorov st schopné
viazat’ Casti molekul IgM. Tymto mechanizmom st fagocyty a NK
bunky schopné rozpoznat’ bunky oznacené protilatkami, dostat’ sa
snimi do blizkeho kontaktu pomocou vlastnych mechanizmov
cytotoxicity ich potom zniCit. Do tejto skupiny patria transfuzne
reakcie (hlavne pri inkompatibilite ABO systému), dalej Rh
inkompatibilita a reakcie pri organovo Specifickych autoimunitnych
chorobach (cytopénie, Goodpastureovej syndrom) apod.

2. blokujtice alebo stimulujuce protilatky

Tento typ protilatok stimuluje alebo blokuje funkciu
cielovej Struktiry. V pripade membranovych receptorov dochadza
k stimulacii jeho funkcie (napr. anti TSH protilatky pri Graves
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Basedovej chorobe) ¢i kblokovani jeho funkcie v dosledku
kompeticie surCitym ligandom (napr. myastenia gravis, vzacne
formy diabetu). Dalej protilatky mézu inhibovat’ funkciu i uréitého
proteinu (napr. perniciézna anémia, antifosfolipidovy syndréom
a niektoré formy hemofilie).

Reakcia IIl.  typu — imunopatologickd reakcia s tvorbou
imunokomplexov

U tychto reakcii je mozné najst’ urcité paralely s atopiou,
sposobuju ich ale IgG protilatky. Za fyziologickych podmienok
dochddza po wvytvoreni komplexu protilatky s alergénom kich
eliminacii  prostrednictvom fagocytézy. Pri nefyziologickych
pochodoch dochéddza k ich ukladaniu do tkaniv aich vdzbe na Fc
receptory fagocytov, ¢i kspusteniu komplementu s naslednou
aktivaciou poskodzujucich reakcii. K tvorbe velkého mnozstva
imunokomplexov schopnych viest' k patologickému stavu je ale
potrebna tvorba velkého mnozstva protilatok. V dosledku tohto faktu
tieto reakcie vznikaju az po urcitej dobe, priemerne po 10-14 dioch.
Tento typ reakcie sa typicky vyskytuje napr. tzv. sérovej nemoci,
Arthusovej reakcii alebo pri poskodeni plic pri tzv. farmarskych
placach. Pri autoimunitnych chorobach moézeme tito reakciu
pozorovat’ napr. pri systémovom lupus erytematodes.

2.1.2 Imunopatologické reakcie mediované bunkami

Reakcia 1V. typu - imunopatologicka reakcia s oddialenym
nastupom (DTH)

Tento typ lokalnej zapalovej reakcie je zavisly na Thl
lymfocytoch a makrofagoch / monocytoch. Prvy kontakt organizmu
salergénom vedie ktvorbe Specifickych Thl buniek. Po
opakovanom stretnuti sa s antigénom dochadza s 24 — 72 hodinovym
oneskorenim v mieste jeho vstupu k lokélnej reakcii, pretoze do
tohto miesta musia najprv migrovat Thl bunky a makrofagy
a vzajomne sa zastimulovat (IFN-y produkovany Thl lymfocytmi
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aktivuje makrofagy). V dosledku infiltracie tymito bunkami
dochddza kvyskytu charakteristického tvrdého opuchu. Za
fyziologickych podmienok vedie tito reakcia k odstraneniu
intraceluldrnych patogénov, pri pretrvavajicom podnete vSak
dochadza k poskodzovaniu tkaniva. Tento typ reakcie je zodpovedny
za poskodzovanie tkaniv napr. pri mykobakteridlnych infekciach
alebo pri niektorych autoimunitnych ochoreniach (sarkoidoza,
granulomatézne vaskulitidy ¢i demyelinizacné autoimunitné
choroby).

Dalsie typy bunkami sprostredkovanych imunopatologickych reakcit.

Zastupcom tejto  skupiny je reakcia mediovana
cytotoxickymi bunkami, ktord je podobna reakcii DTH, ale v jej
patogenézii sa nadto aktivuju dalsie efektory, hlavne CDS8"
lymfocyty — likviduji bunky infikované virusmi alebo inak oznacené
bunky. Dalej sa tu uplatiiuja Th17 lymfocyty produkciou hlavne IL-
17, IL-21 a IL-22. Tento typ reakcie sa uplatiiuje pri virusovych
hepatitidach, niektorych formach autoimunitnych zapalov Stitnej
zlazy a v pri akutnej rejekcii transplantatu.

Do tejto skupiny reakcii sa eSte radia reakcie na cudzie
teleso a reakcie pri sepsy.

2.2 Atopia

Ako uz bolo v tvode spomenuté, alergicka reakcia sa moze
rozvijat’ na podklade ktoréhokol'vek typu imunopatologickej reakcie.
Nakol’ko vsak najcastejSou reakciou uplatitujucou sa u alergikov je
precitlivenost’ 1. typu, charakterizovana tvorbou IgE protilatok, tak
o alergii vuzSom slova zmysle hovorime prave v takychto
pripadoch. Atopiou potom oznaCujeme geneticky podmienena
predispoziciu reagovat na bezné alergény vonkajSiecho prostredia
zvySenou tvorbou Specifickych protilatok triedy IgE a to i pri vel'mi
nizkej koncentracii alergénu'. Osoba s atopiou sa bezne oznaduje ako
atopik.
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Hladina IgE protilatok je za normalnych okolnosti, ato
iu atopikov, vrozmedzi do 0,2 mg/dL. Cirkulujuce IgE pretrvavaju
relativne kratko, ich polcas vyskytu v krvnom obehu je len priblizne
2 dni. V pripade ich vézby na povrch tkanivovych mastocytov su
pomerne stabilné amaju schopnost’ perzistovat v organizme
i mesiace'. Samotné mastocyty nesii na svojom povrchu vysoko
afinitny receptor pre IgE (FceRI). Sliznice (respiracni trakt,
gastrointestinalny trakt ¢i sliznice oc¢nych spojiviek) akoza su
miestami s najvy$§im obsahom mastocytov a preto k vyskytu IgE
mediovanych alergickych choréb dochadza prave v tychto oblastiach
organizmu. Klasicky uvadzanou fyziologickou funkciou IgE
protilatok je ochrana organizmu proti parazitom. V pripade
alergického ochorenia v§ak dochadza k reakcii na neskodny alergén,
ktora moze viest’ az k poskodeniu relevantného organu alebo celého
organizmu.

Atopia postihuje 30 — 40% os6b v populacii vo vyspelych
Statoch, no nie vzdy musi mat ijednoznac¢ny klinicky dopad,
nakol’ko cast’ atopickych o0s0b s preukazatelnou tvorbou
Specifickych protilatok nema alergické tazkosti. Opakovana
expozicia organizmu uritym alergénom ajeho interakcia so
$pecifickymi IgE nasledne vedie k rozvoju zapalovej rekcie, ktora sa
klinicky prejavi ako niektoré z alergickych ochoreni. Zjednodusene
je potom mozné prirovnat alergické ochorenie ako fenotypové
prejavenie sa atopického genotypu, pricom je ale nutné pamitat’ na
to, Ze toto prirovnanie plati len pre reakcie sprostredkované pomocou
I gEl’lg.

2.3 Alergény

Alergénom moéze byt oznacena akakol'vek cudzoroda latka
majaca vlastnost’ viest’ k alergickej reakcii. V praxi sa alergénom
oznacuje jednak jeho zdroj (breza, roztoCe apod.) ikonkrétna
chemicka  Struktira s imunochemicky alebo  molekularne
charakterizovatelnym epitopom. Vic§inou sa jedna o proteiny alebo
glykoproteiny, niektoré z nich maji i enzymaticku aktivitu (jedna sa
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o protedzy). Medzi hlavné alergény patria tie, na ktoré az 90%
alergikov reaguje tvorbou Specifickych IgE protilatok. Niektoré
alergizujiice bielkoviny mozu pochadzat’ z viacerych zdrojov, ich
medzidruhova sekvencna homolodgia je asi 90% a oznaCujeme ich
ako panalergény. St pricinou skrizenych alergii. VonkajSie
prostredie moze taktiez ovplyviiovat vznik alergie, je znamym
faktom, Ze napr. exhalaty zautomobilovej dopravy zvySuju
alergénny potenciél pelovych antigénov'.

2.4 Mechanizmy veduce k tvorbe IgE protilatok

V procese tvorby IgE protilatok stoja v centre diania, mimo
samotny alergén vyvolavajuci alergicku reakciu, Th a B lymfocyty.
Dolezita ulohu maju aj d’alSie bunky, ktoré sa stykaju s antigénom,
spracovavaju ho a na zaver predkladaju prave T lymfocytom — jedna
sa o tzv. antigén prezentujice bunky (APC). Medzi ne patria hlavne
dendritické  bunky (DC) afolikulatmme DC, dalej aj
monocyty, makrofagy, bazofily aza wurCitych okolnosti iB
lymfocyty®'. Antigén je teda spracovany profesiondlnou APC, tato
ho prezentuje asociovany na HLA II na svojom povrchu a po
rozpoznani fragmentu antigénu prislusnou Th2 bunkou dochéadza
kjej aktivacii. Th2 lymfocyt nasledovne sekrétuje mnozstvo
lymfokinov, z ktorych niektoré posobia aktivaéne na B lymfocyty,
pricom Th2 zéaroven i fyzicky kontaktuje B lymfocyt, ¢im dochadza
k plnej aktivacii B lymfocytu a tvorbe IgE.

2.4.1 Senzibilizacia alergénom, tvorba Th2 lymfocytov

Pri prvom stretnuti organizmu s alergénom je tento pohlteny
APC — najcastejsie DC, popr. pomocou antigén Specifického IgM na
povrchu B lymfocytu (Obr.1). Nasledne je antigén v endozémoch
spracovany ajeho fragmenty st vystavené na povrchu APC
v komplexe s molekulou HLA II. triedy. Idealnymi APC st prave
DC, nakol’ko nest na svojom povrchu obrovské mnozstvo HLA 1I,
potrebné adhézne molekuly a kostimulacné bielkoviny CDS80
a CD86. V pripade, ze naivny CD4+ T lymfocyt (ThO) pomocou
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svojho receptoru (TCR) rozpozna antigén na povrchu APC, tak
dostane d’alSie signaly k svojej diferenciacii ato prostrednictvom
svojho kostimulacného receptoru CD28, ktory sa viaze na CD80
alebo CD86 exprimovanych na povrchu APC adalej
prostrednictvom signalizacie cez receptory pre IL-4 a IL-2.

Obr.1 Senzibilizacia organizmu alergénom

Dendriticka bunka (DC) funguje ako APC — po pohlteni alergénu / antigénu (Cierna
bodka), dochadza kjeho Stiepeniu v endozémoch. Po nastiepeni (mensie Cierne
bodky) st fragmenty alergénu prezentované vo vdzbe s HLA na povrchu DC —
v tomto pripade na jednom jej zvi¢Senom dendrite. Po rozpoznani fragmentu alergénu
naivnou Th bunkou (pomocou $pecifického TCR) a po naslednej d’al$ej kostimulacii
(CD28-CD80/86, adhézne molekuly ICAM-LFA-1, IL-4) dochadza k stimulacii Th
bunky, diferenciacii na Th2 formu a sekrécii Specifickej kombinacie cytokinov.
Nasledne, v pripade rozpoznania prezentovaného antigénu na B  bunke
prostrednictvom TCR, dochadza k stimulacii B lymfocytu a tvorbe IgE protilatok.

Dochadza tak k proliferacii a diferencidcii na klon zrelych
efektorovych Th2, buniek, tieto produkuji rézne lymfokiny (hlavne
IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 a IL-13) a st schopné poskytovat pomoc
(Specificky inespecificky) B bunkdm aumoznit' im tak sekréciu

17



IgE'*#*% Pre tvorbu IgE je potrebny prave IL-4 ale i IL-13. IL-5
indukuje proliferaciu eozinofilov, IL-6 tvorbu neutrofilov a stimuluje
T a B bunky, IL-9 zase indukuje proliferaciu zirnych buniek.

2.4.2 Signaly veduce k tvorbe IgE

B lymfocyty na svojom povrchu nesi pre ne typicky
receptor B bunky (BCR), ktory je schopny rozoznat' Specificky
antigén. V pripade, Ze na B bunke je v komplexe s HLA II naviazany
$pecificky antigén a tento je mozné rozpoznat’ prostrednictvom TCR
konkrétneho Th2 lymfocytu (jeho TCR ma rovnaka antigénnu
$pecifikaciu), tak TCR sa nail naviaze a T lymfocyt je schopny B
lymfocytu poskytnit’ Specifickli pomoc (Obr.2). Po kontakte TCR
s B bunkou postacuje k stimulacii produkcie IL-4 uz len kontakt s
adhéznymi  molekulami na B  lymfocyte™.  Signalizacia
prostrednictvom IL-4 je prvym signalom pre tvorbu IgE — IL-4 sa
viaze na svoj receptor na B bunke, aktivuje signalnu drahu v ktorej
ma centralne postaveniec STAT6, ten prenasa signal do bunkového
jadra ajeho ulohou je iniciacia transkripcie Ce lokusu tazkych
retazcov protilatok™. B bunka ale eite v skuto&nosti netvori funkéné
tazké retazce.

Aktivacia TCR zaroven vedie 1 k expresii CD40L na
povrchu T bunky (tato molekula sa vyskytuje na povrchu T buniek
v pokojovom $tadiu). Na B bunke je jeho receptor CD40, ktory je
na rozdiel od CD40L exprimovany konstitutivne. CD40L sa viaze na
CD40 B bunky, indukuje jeho oligomerizaciu predstavuje druhy
signal, ktory spusta dele¢ny rekombinacny prieSmyk k tvorbe
IgE. Aktivacia CD40 na B lymfocyte zaroven vedie k expresii
dalsich povrchovych molekul, ato hlavne molekil zrodiny B7
(CD80 a pod.). Tieto sa viazu na svoj receptor CD28, konstitutivne
exprimovanom na T bunke. CD28 je kostimulacnou molekulou
asluzi k d’alsej amplifikacii cytokinového signalu'®***. Aktivacia
CD40 vedie taktiez k expresii CD23, ¢o je receptor pro IgE s nizkou
afinitou.
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Obr. 2. Stimuliacia B bunky Th2 lymfocytom

Indukcia tvorby IgE vyzaduje pritomnost’ dvoch signalov. V prvom kroku rozpozna
TCR Th2 bunky antigén na BCR. V désledku tohto dochadza jednak k indukcii tvorby
IL-4 a dalSich cytokinov a suCasne sa za¢ne exprimovat’ CD40L — ten sa nasledne
viaze na CD40 B bunky. Signal z CD40 aktivuje potom 2 deje. Jednak dochadza
v spolupraci zo signalom z receptoru pre IL-4 k tvorbe IgE a jednak vdzbou ligandov
kostimulacnej skupiny B7 (CD80 a CD86 na CD28) dochadza k d’alSej stimulacii
tvorby IL-4 v T bunkach, ¢o vedie k amplifikacii cytokinového signalu.

2.4.3 Mechanizmus tvorby IgE

Protilatky s vo vSeobecnosti zlozené z lahkych a t'azkych
retazcov. Lahké retazce obsahuji jednu wvariabilnii a jednu
konstantni doménu (V. a Cp). Tazké retazce triedy IgE sa skladaju
z jednej variabilnej domény Vy a Styroch konstantnych domén Cy1-4
(sekrétované formy). Dodato¢ne eSte mézu obsahovat’ C termindlnu
M doménu, ktord je zodpovedna =za ukotvenie protilatok
v plazmatickej membrane. Jednotlivé génové lokusy pre retazce vo
vSeobecnosti  obsahuju  védcSie mnozstvo génov tandemovo
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usporiadanych za sebou (Obr.3), zktorych prostrednictvom
unikatneho rekombinaéného procesu dochadza k zostaveniu
vysledného génu kédujuceho Specificky retazec.

Vi Vo VooV Vo DyD0Dy i do. Jy CHCS Cy3 Ol ws Caf yy Cv2 Cyd Cs Ca?

IS S—

~100 V,, ~50 D lgH (ludsky chromozom 14)
vy Vv, v, J; Js Cx
|
~70 Vx
VeV, V, JyC1 JyC2 Jy C;9
08 B HE i sty cromczi 22
1 11 J
~30 VA 9 parov J-V/4 (4 funk&né)

Obr. 3 Struktira lokusov kédujicich imunoglobulinové ret'azce.

Tazké retazce su kodované IGH lokusom, Pahké refazce k koduje zase génovy
26
).

komplex /G« a ret'azce A lokus /GA (upravené podl'a Hofejsi a Bartinkova
2.4.3.1 Antigénna Specifickost - preskupovanie génov pre Vi aVy
domény imunoglobulinov

V priebehu svojho vyvoja prechadza B lymfocyt viacerymi
Stadiami. V $tadiu pro-B zacina tvorba protilatok, ktora nie je zavisla
od antigénneho stimulu. Ako prvé sa zacnu tvorit’ tazké (H) retazce.
Proximalna cast IgH lokusu obsahuje sady segmentov pre tvorbu
variabilnej Casti tazkého retazca:

e Vsegmenty (variabilita) — kazdy z Vg génov je zlozeny
zexonu L (leader = slazi ktransportu proteinu do
endoplazmatického retikula) azexénu V, ktory tvori
prevaznu Cast’ celého génu (jednej kazety V)
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e D segmenty (diverzita)
e Jsegmenty (z anglického joining)

V procese tvorby variabilnej Casti retazca dochadza temer
k ndhodnej kombinacie V, D aJ segmentov (dochadza k tendencii
preferovat’ V segmenty najblizS§ie kJ segmentom). Pre proces
rekombinacie si potrebné enzymy RAG-1 a RAG-2, ktoré maju k
topoizomeraze podobnu aktivitu, si zodpovedné za Stiepenie DNA
aiza jej opdtovné spajanie  (diskutované vref?). K
presnému urceniu miesta, v ktorom ma nastat’ Stiepenie DNA, sliizia
tzv. rekombinacné signalne sekvencie. Jednd sa o sekvencne
konzervované heptaméry anonaméry, ktoré su oddelené
medzernikom 12 alebo 23 baz (koreSponduje k 1 alebo 2 otackam
DNA zavitnice). Samotné V, D a J segmenty st tymito sekvenciami
olemované — Vg gény na 3" konci, D gény po oboch koncoch a Jy
gény na 5" konci. K rekombinacii méze dojst’ len medzi jedno a dvoj
zévitovym signdlom®. Iked’ rozpoznanie miest tiepenie je presné,
tak samotna ligacia fragmentov vznikajucich pri rekombinécii uz nie
je celkom presna — fragmenty DNA st spojené tzv. N tsekom, ktory
je novo syntetizovany a ma nahodnu sekvenciu nukleotidov. Toto
poskytuje d’al§iu variabilitu pri vzniku antigénnej Specifickosti
protilatky™.

Ako prvé sa preskupuji segmenty D al, kedy dojde
k vystiepeniu DNA medzi ndhodnym D aJy génom. Pokial’ ostali
eSte d’alSie nevystiepené segmenty D a J, tak tento proces sa moze
opakovat. V naslednom stadiu dochadza k VD preskupeniu, kedy
znovu dochadza k vystiepeniu useku DNA medzi uritym Vy génom
aprestavanym DJy segmentom. Pokial' je vysledkom Stiepenia
produktivny VyDJy gén, ¢ize je podl’a neho mozné vytvorit’ funkény
tazky retazec, tak proces preskupovania na druhej alele /GH je
zastaveny, dochadza k tzv. alelovej exkluzii. Dosledkom prestavby
je to, ze promoétor asociovany s Vy génom sa dostane blizSie
k enhacéru  (zosiliova¢ transkripcie, je medzi Jy Cp)
anovozostaveny gén sa stava transkripcne aktivnym. Pretoze k Jy
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segmentom je najblizSie n germinalny C segment (Cp), tak najprv
vznikaju IgM protilatky. IgD protilatky moézu vznikat neskor
v dosledku rozdielneho splicingu.

Tvorba | retazcov je charakteristickd pre pre-B lymfocyt.
Tento sa vSak eSte nemoze sparovat’ s l'ahkym (L) retazcom, pretoze
ten eSte nie je vytvoreny. Namiesto toho asociuje s ndhradnym L
retazcom (yL), ktory je tvoreny proteinmi VpreB aAS5. Tento
komplex asociuje eSte s dimérom signalnych proteinov CD79a
a CD79p) a takto sa ako pre-BCR objavuje na povrchu B lymfocytu.
Toto je pre bunku signalom k zaéatiu preskupovania génov pre L
retazce®.

Variabilné oblasti kaA retazcov (L retazce) si tvorené
somatickymi rekombinaciami V (Vk a VA) a J segmentov (Jk a JA).
Rekombinacia prebiecha obdobne k mechanizmu rekombinacie
tazkych retazcov, zacina najprv v lokuse Igk — znovu dochadza
k takmer nahodnému vyberu Vk a Jk, k ur€eniu miesta Stiepenia st
znovu vyuzivané sekvencne konzervované heptaméry a nonaméry,
k stiepeniu dochadza len medzi jedno a dvoj zavitovym signalom,
Stepené retazce s znovu spojené novo syntetizovanym retazcom N.
Pokial' rekombinacia na IGkx nevedie kuspeSnej prestavbe
(sekvencia pre funkény protein), tak dochadza k rekombinécii na
IGA. V pripade tuspesnej kombinacie VJ sa znovu zastavuje
rekombinacia na druhej alele (alelicka exklazia), v opa¢nom pripade
B lymfocyt hynie. Tvorbou plnohodnotného IgM sa bunka stdva
zrelym B lymfocytom.

Zrely B lymfocyt sa pri styku s antigénom na folikuldrnych DC
v lymfoidnych folikuloch aktivuje a zaroven dochadza k rozvoji
intenzivnych somatickych mutacii V segmentov preskupenych génov
pre protilatky. DOleziti ulohu v tomto procese ma enzym AID
(aktivaciou indukovana cytidin deaminaza). Tento proces d’alej
zvySuje variabilitu imunoglobulinov, selektovani su mutanti
s najvys3ou afinitou k antigénu®®.
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2.4.3.2 Isotypovy prieSmyk — termindlna diferencidacia B lymfocytu

Po rozpoznani antigénu na povrchu B lymfocytu
prostrednictvom TCR o rovnakej Specifickosti ako ma BCR aza
spoluprace d’alsich kostimula¢nych signalov (vid’ vyssie) zacina T
lymfocyt mimo iné sekrétovat’ IL-4. Ten sa viaze na IL-4 receptor na
povrchu B lymfocytu, dochadza k jeho aktivacii a predaniu signalu
na STAT®6, ktory tento signal prenasa do bunkového jadra. V jadre sa
viaze do promoétorovych oblasti IL-4 responzibilnych génov.
V pripade interakcie T a B lymfocytov po styku so S$pecifickym
antigénom (alergénom) sa STAT6 viaze do promotorovej oblasti Ce
oblasti /GH lokusu. /GH lokus obsahuje niekol'ko génov pre vsetky
konstantné podjednotky H retazcov (obr.3) Kazdy z tychto génov
ma I exon v promotorovej oblasti, za ktorym nasleduje Specificka
intronova S oblast’ obsahujiica repetitivne sekvencie, ktoré su
dolezité pre izotypové prepnutie. Vynimkou je Cu, ktory nemé
S oblast. Ako posledné potom nasledujii exony kodujice vlastni
konstantnu Cast’ H retazca.

Gén pre Ce typ protilatok obsahuje Ie exon, intrébnova Sg
oblast, d’alej 4 Ce exony (kodujuce celu oblast’ tazkych retazcov
IgE) a este event. 2 exony M pre transmembranovi doménu IgE (v
pripade nesekrétovanej formy IgE). Promotorova oblast’ Ce obsahuje
mimo véazbové miesto pre STAT6 i miesta pre d’alie transkripné
faktory: 2 pre NFkB, d’alej pre BSAP (PAX5), C/EBP a PU.1%". Pre
spravnu  a dostatoénii mieru expresie je nutna i interakcia
s komplexom CBP/p300 a s NCoA”™. Na zaklade tejto signalizacie
dochédza k tvorbe £ germinalneho transkriptu (e-GLT) a to z miesta
promotora. Z primarneho transkriptu je vystrihnuta Se oblast, takze
e-GLT obsahuje Ie a exony Ce;4 a ma velkost' 1,7 kb*. Tento &-
GLT sa vsak oznacuje ako sterilny, pretoze vSetky mozné citacie
ramce v le obsahuju stop kodony a teda jeho translaciou nedochadza
k tvorbe IgE***’.
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Obr.4 IgE izotypovy preskok (prieSmyk)

V hornej casti obrazku je znazorneny lokus pre tazké retazce imunoglobulinov, pri
indukcii izotypového preskoku (IL-4 a CD40 signalizacia) dochadza k priblizeniu
sekvencne Specifickych miest pre rekombinéciu (oblast’ génov pre konstantné ret'azce)
pred Cp (Sp) lokusom a pred Ce (Se) lokusom, pricom DNA medzi tymito miestami
sa vystrihne. Vysledkom (dolna Cast’ obrazku) je vznik cirkularneho fragmentu (ten sa
degraduje) a rekombinovaného miesta Sp/e, za ktorym nasleduje Ce lokus, a pri
transkripcii sa potom budu tvorit’ uz retazce pre IgE.

Pre izotypovy priesmyk je dolezité, aby Ie a Se ostali
intaktné. Dalej nedavne $tidie poukazali na vyznam samotného Se
po jeho vystiepeni z e-GLT mRNA pri splicingu. Zistilo sa totiz, ze
vo vSeobecnosti sa takato S — region obsahujica RNA hybridizuje na
komplementarnu genémovia DNA, tvori DNA-RNA hybrid a toto
vedie k vytvoreniu stabilnej ,,R slucky* — DNA-RNA hybrid je spolu
a protil'ahly retazec je vo forme ssDNA. Tieto R slucky st nachylné
k stiepeniu DNA prostrednictvom excizne reparacnych endonukleaz
XPF-ERCCI1 a XPG. Vysledkom je potom vyskyt zlomov na dsDNA
atieto vldkna mézu byt navzajom spojené. Tento mechanizmus
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mdze prestavovat indukciu izotypového prepnutia’’. Samotny
izotypovy prieSmyk sa ale uskuto¢ni az na zaklade druhého signalu,
ktorym je signalizacia cez aktivovany CD40 (Obr.4). Toto vedie
k nasmerovaniu AID do oblasti Ce lokusu. Se oblast’ je bohata na
cytozin a AID tu spdsobuje deaminéciu cytozinov na uracily. Tieto
su nasledovne substratom pre uracil-DNA-glykozylazu (UNG), ktora
vytvara potom zlomy jedného vldkna DNA, tzv. nicky. Vysoka
hustota takychto zlomov méze viest k dvojvlaknovym zlomom
v DNA indukovanych endonukleazou. Oba tieto enzymy maju vel'mi
dolezitd ulohu pri izotypovom prieSmyku, nakolko ich deficit je
spojeny autozomalne recesivnym typu hyperlgM syndrému
u ktorého postihnuté osoby produkuji vysoké hladiny IgM
protilatok, no nie su schopné prepnut’ na tvorbu protilatky inej
triedy!®303!,

2.5 Struktiira IgE a signalizicia pomocou IgE

Protilatky triedy IgE boli objavené ako posledné, dlho po
objaveni ostatnych imunoglobulinovych izotried a Struktirne su
podobné ostatnym protilatkam. St zlozené z dvoch Tahkych (L)
a dvoch tazkych (H) € retazcov, vytvara sa teda tetramér. H retazce
obsahuji 5 domén - N termindlne jedna variabilnd a dalej 4
konstantné (kodované exénmi Cegp4). V pripade membranovo
viazanej formy IgE je na C konci H retfazca eSte jedna
transmembranovda M doména. L retazce st zlozené z jednej
variabilnej a jednej konstantnej domény.

IgE sa viazu a signalizuji prostrednictvom dvoch odlisnych
receptorov — FceRI (vysoko afinitny receptor) a CD23 (FceRII,
nizko afinitny IgE receptor). FceRI sa vyskytuje v dvoch forméch:
aPy, tetramér vyskytujici sa na povrchu zirnych buniek a bazofilov,
alebo vo forme ay, triméru pritomného na mnohych dalSich
bunkach. Za vézbu IgE je zodpovedny o retazec, dochadza k silnej
a Specifickej interakcii so sekvenciami v Cg,_; oblasti H retazcov. Pri
fyziologickych hladinach IgE je FceRI nimi konstitutivne obsadeny.
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B retazec ma dolezitu amplifika¢nua Glohu pri signalizacii cez FceRI.
Najvacsi vyznam pri prenose signalu ma ale y retazec. Oba retazce 3
ay maju vo svojej vnutrobunkovej Casti pritomné sekvencie zvané
tyrozinom  aktivované  imunoreceptorové  motivy  (ITAM,
immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) a prave tieto su

. ;o IR .1
fosforylované receptorovymi tyrozinkindzami'.

SAPK draha

IP3 +DAG

WASP
signalizacia/ = * === = = - —_

Obr. 5 Struktira a signalizicia cez FceRI

FceRI (vysoko afinitny receptor pre IgE) je zlozeny z o, 3 a2 y podjednotiek.
V pripade vizby IgE s polyvalentnym alergénom, ktory je schopny sucasne sa viazat
na viac IgE, dochadza k multimerizacii tychto receptorov, k ich aktivacii a prenosu
signalu na signalny komplex Gads/LAT/SLP-76. Tento aktivuje nasledovne niekol'’ko
d’alSich intracelularnych signaliza¢nych drah. Stcast'ou komplexu je i fosfolipaza Cy,
ktora Stiepi membranovy fosfo-inozitol-bifosfat (PIP2) na inozitol-1, 4, 5 trifosfat
(IP3) a diacylglycerol (DAG).

IgE sa teda viazu na svoj vysoko afinitny receptor. Po
kontakte s polyvalentnym alergénom dochadza k agregacii FceRlI, co
je signalom pre degranuldciu mastocytov a bazofilov, zaroven
dochadza i k istej novotvorbe d’alsich latok podporujucich zapalova
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reakciu (Obr.5). Po agregacii FceRI na povrchu bunky dochéadza
k fosforylacii ITAM, ktora je mediovana pomocou lyn tyrozin
kinazy z rodiny src. Na fosforylované ITAM sa nasledovne viaze syk
(SH2 doménu obsahujica tyrozin kindza) atato potom
prostrednictvom forforylacie molekul LAT, Gads a SLP-76 vedie
k zostaveniu signalneho komplexu. Sucastou tohto komplexu je
i fosfolipaza-Cy (PLCy), ktora hydrolyzuje fosfatidylinositol 4,5-
bisfosfonat na inozitol 1,4,5-trifosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG).
IP3  nasledne  indukuje  uvolnenie  kalciovych  idnov
z endoplazmatického retikula. Elevacia intraceluldrneho kalcia je
potom vel'mi délezitym pokynom k degranulacii mastocytov. DAG
a zvySena hladina kalcia aktivuje zaroven i protein kindzu C, ktora
spusta signalizaciu potrebnu pre génovi aktiviciu v mastocytoch.
Degranulaciu a génova expresiu tiez reguluji i dalSie signalne
drahy simultanne aktivované agregaciou FceRI (napr. SAPK
a WASP drahy)".

CD23 patri do rodiny lektinov typu C a ma pri porovnani s
FceRI uplne inG Struktaru i funkciu. V désledku alternativneho
zostrihu sa vyskytuje v dvoch formach: CD23a na povrchu B buniek
a CF23b na povrchu T lymfocytov a mnohych dalSich buniek.
Taktiez sa mdze vyskytovat' iv sekrétovanej podobe. CD23 je vo
forme triméru, s dlhou, nadmerne glykozylovanou, extracelularnou
stopkou vykazujucou Struktirny motiv ,,zapletenej cievky“ (coiled
coil structure), ktora je zakonéena tromi doménami tvaru hlavicky —
tieto viazu IgE (Obr. 6). Expresia CD23 je taktiezZ ovplyviiovana
hladinou IgE a naviazany IgE chrani CD23 pred jeho degradaciou.
CD23 vykazuje vacSie mnozstvo funkcii — napr. na povrchu B
lymfocytov sa zdd, 7e modze suprimovat’ tvorbu IgE. Dalej moze
asistovat’ pri prostrednictvom IgE ul'ahCenej prezentacii antigénu
(sprostredkovava vychytavanie komplexu alergén/IgE B bunkou).
V neposlednej rade moéze mediovat i transcytézu potravinovych
alergénov vzhladom k tomu, Ze je exprimovany ina luminalnej
strane ¢revného epitelu'’.
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Obr.6 Struktira nizko afinitného receptora pre IgE FceRII (CD23).

CD23 je trimérom — monomér ma tvar zavitnice ukoncenej globularnou hlavickou.
Cely receptor je vytvoreny vzajomnym zapletenim sa zavitnicovych ¢asti monomérov.
Hlavicky potom vytvaraji vizbové miesto pre IgE. Solubilna forma CD23 je tvorena
odstiepenim globularnej hlavicky zreceptorovej Struktury. Pokial’ je na receptor
naviazany IgE, tak k jeho $tiepeniu nedochadza (prevzaté z Oettgen H a Broide DH'?).

2.6 Fazy alergickej reakcie

2.6.1 Faza senzibilizacie

Pri prvom stretnuti s alergénom prebieha indukcia odpovede
imunitného systému pomocou vSeobecnych mechanizmov, po
rozpoznani alergénu prostrednictvom APC dochadza k rozvoju
$pecifickej T bunkovej odpovede. Ako uz bolo spomenuté,
najcastejSie dochadza k senzibilizacii na slizniciach. Alergén nimi
prenikd a v mukoéznej ¢i submukoznej vrstve dochadza ku kontaktu
s APC, popripade dochadza k jeho zaneseniu do lymfatickych uzlin.
Prezentaciou antigénu na povrchu APC dochadza potom k indukcii
tvorby Thl alebo Th2 lymfocytov — od toho potom zavisi i typ
alergickej reakcie. Th2 lymfocyty indukuju tvorbu IgE, tie sa viazu
na prislusné receptory atakto ,,vyzbrojuju“ hlavne mastocyty
k uskutocneniu reakcie pri opakovanom styku s alergénom. Thl
lymfocyty sa uplatiiujii pri kontaktnej alergii (napr. tazké kovy).
Samotnd faza senzibilizacie prebieha v skrytosti, bez klinickych

28



prejavov, az pri opakovanou styku s alergénom dochadza k rozvoji
vlastnej alergickej reakcie'.

2.6.2 V¢asna a oneskora faza alergickej reakcie

V pripade reakcie 1. typu, polyvalentny alergén agreguje
receptory pre IgE (FceRI) adochadza k okamzitému vyplaveniu
nachystanych granul zo zirnych buniek. Tieto granule obsahuju latky
ovplyvilujuce alergicku reakciu, tzv. primarne mediatory. Medzi ne
patria hlavne heparin, histamin, serotonin a chemotaktické faktory
pre eozinofily a neutrofily. Zaroven zacina ide novo tvorba
primarnych mediatorov. Vo svojej podstate tato reakcia tkaniva
neposkodzuje  priamo, uvolnené latky vedi k vazodilatacii,
bronchokonstrikcii, sekrécii hlienu a stimulécii nervovych zakonceni
v koZi.

Na vcasnu fazu plynule nadvézuje oneskorena faza, naplno
sa prejavi az po niekol’kych hodinach. Zacinaju sa tvorit’ sekundarne
mediatory reakcie (hlavne metabolitov kyseliny arachidonove;j),
ktoré maju prozéapalovy vplyv ado miesta reakcie pritahuju
eozinofily, trombocyty, neutrofily ilymfocyty. Tieto umocnuju
alergicku reakciu, pricom v postihnutom tkanive uz méze dochadzat
i k ireverzibilnym zmenam.

Tieto popisané mechanizmy platia len pre reakciu s Gi¢astou
Th2 lymfocytov a IgE. Pri preferencii reakcii s Th1 bunkami, sa tato
rozvija omnoho neskor, az po niekolkych dnoch, uplatiiuje sa
reakcia IV. typu. Samotnd alergickd reakcia moéze prejst do
chronického Stadia, ktoré uz nie je zéavislé od primarnej priciny
vzniku alergickej reakcie'.

2.7 Alergické choroby

Alergicka reakcia sa na klinickej Grovni prejavuje ako
niektoré z alergickych ochoreni a to samostatne alebo v kombinacii.
Alergickym procesom st najcastej$ie postihnuté sliznice a koza
apodla tohto moézeme potom rozliSovat i jednotlivé ochorenia.
Medzi choroby so symptomatolégiou zameranou na kozu sa radia
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atopicky ekzém, zihlavka (urtikaria) a kontaktnd dermatitida.
Postihnutie sliznic respiraéného traktu sa manifestuje ako polinéza
(alergicka nadcha), chronicka celorocné nadcha a bronchialna astma.
Postihnutie  sliznic  spojivky sa prejavuje ako alergicka
konjunktivitida. Postihnuté moézu byt i sliznice gastrointestinalneho
traktu. Potravinové alergie maju rozne priznaky, ktoré sa mozu
vzajomne kombinovat — napr. pri alergii na bielkovinu kravského
mlieka sa vyskytuju zazivacie problémy (zvracanie, hnac¢ky, bolesti
brucha, krv a hlien v stolici) s koznymi a respiracnymi problémami.

2.7.1 Vyskyt alergii

Je zndmym faktom, Ze za poslednych niekolko desatroci
doslo celosvetovo k dramatickému narastu v prevalencii alergii*>>°,
Napr. Jarvis aspol.’” uviedli, Ze vroku 1998 vo Velkej Britanii
dochadzalo k zvySovaniu prevalencie astmy alebo symptomov silne
poukazujucich na astmu u deti 0 5% za rok a podobny trend bolo
mozné pozorovat’ napr. iv Svédsku, Svajéiarsku, Norsku, USA,
Australii a na Novom Zélande.
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Obr.7: Vyskyt alergickych chordb a astmy u deti za roky 1996, 2001 a 2006 v CR.
Z prezentované data demonstruju dvojnasobny narast v prevalencii alergickych
chor6b v priebehu 10 rokov. Uvéadzana hodnota v percentach predstavuje kumulativnu
prevalenciu (prevzaté z informacii SZU).
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Situacia v Ceskej Republike je obdobnd, alergie su Gastejsie
hlavne u deti. Podla prieskumu Stitneho zdravotnickeho tstavu
doslo vobdobi rokov 1996 — 2006 temer k zdvojnasobeniu
alergickych ochoreni isamotnej astmy v detskej populacii (obr.7)
atento trend je vidiet iv jednotlivych vekovych kategériach®’*.
Medzi  najéastej§ie  prejavy alergie udeti vCR  patri
rhinokonjunktivitida®®  a najva¢si vyskyt medzi alergickymi
chorobami maju pelova polindza (13% deti) a atopicky ekzém (12 %
deti, obr.8.). Ako najcastejSie alergény boli zistené pele travin (34%
alergikov), d’alsie rastlinné alergény (pel’ brezy a burin), a roztoge®®.
Vyskyt alergickych ochoreni je zavisly na veku, preto bolo
pozorované, ze v najmladSich vekovych kategdriach sa vyskytuje
najviac atopicky ekzém, no u starSich deti sa vyskytuje hlavne
pelova polindza (obr.9).

Vzhladom na tento vyrazny narast v prevalencii alergii sa
hovori o epidémii alergickych ochoreni. K tejto zmene doslo ale
v relativne kratkom obdobi apreto je nepravdepodobné aby
v priecbehu 1 generacie doSlo k tak vyraznej zmene v genetickej
vybave populacie, ktord by bola vysvetlenim takéhoto narastu.
Pretoze samotné alergické choroby maji multifaktorialnu etiologiu,
tak vysvetlenim tejto dramatickej zmeny musi byt zvyraznenie
vplyvov vonkajSieho prostredia — zmeny zivotného prostredia (smog,
vys§ie mnozstvo polutantov apod.), zmena zivotného Stylu
populacie, nespravne stravovacie navyky, ale i hypotéza hygienickej
tedrie. Tato sa da pouzit' k vysvetleniu napr. imensicho rizika
alergickej senzibilizacie ¢i vyskytu alergického ochorenia pre deti
s va¢sim poctom surodencov oproti jedincom s maximalne jednym
surodencom — sarodenci sa navzajom reinfikuju  réznymi
komunitnymi infekciami, ¢o potom stimuluje spravnu polarizaciu
vyvoja imunitného systému’*.
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Obr. 8: Vyskyt alergickych ochoreni u deti v CR v roku 2006.

Na obrazku je znazorneny vyskyt kazdého ochorenia celkovo a i zvlast’ pre chlapcov
azvlast pre dievcatd. Chlapci st znazorneni lila farbou, dievéatd oranzovou a obe
pohlavia dokopy zelenou farbou (prevzaté z informacii SZU™).
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Obr.9: Vyskyt alergickych ochoreni podPa veku u deti v CR v roku 2006.
Vyskyt celkovy apre jednotlivé alergickd ochorenia je na obrazku znazorneni v 4
vekovych katergéridch — 5, 9, 13 a 17 rokov (prevzaté z informécii SZU™).
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2.7.2 Asthma bronchiale

2.7.2.1 Vyskyt

Astma bronchiale predstavuje najcastejSiu neinfekénu
chorobu a v CR postihuje 8 % populacie, pricom je Gastejiie u deti
s odhadovanou prevalenciou 12-15 %*'. V zahrani¢i sa moze tato
choroba vyskytnut' i u viac nez 20 % populacie** a podla odhadov je
celosvetovy odhad vyskytu astmy u priblizne 300 miliénov os6b™.
Astma sa CastejSie vyskytuje uchlapcov nez udievéat, ¢o sa
vysvetluje menSim priemerom prieduSiek a zvySenym tonusom
u malych chlapcov. Okolo puberty sa zac¢ina vyskyt u oboch pohlavi
vyrovnavat’ a v dospelosti je astma skor CastejSia naopak u zien.

2.7.2.2 Etiopatogenéza astmy

Astma je definovana ako chronické zapalové ochorenie
dychacich ciest, na ktorom sa =zucastiiuje mnoZzstvo buniek
a bunkovych produktov, pricom hladké svalstvo dychacich ciest
abnormalne reaguje na vonkajSie podnety a podstupuje prehnanu
kontrakciu (bronchialnu hyperreaktivitu - BHR). U tohto ochorenia
prevazuje bud chronicky eozinofilny alebo neutrofilny zapal
v dychacich cestach. Po kontakte dychacich ciest s alergénom
dochadza k alergickej reakcii, v dvoch fazach. Vc¢asnd faza sa
prejavuje za 10 — 30 min. po expozicii avjej priebehu su
najdolezitejSie histamin a leukotriény — klinicky dochadza k opuchu,
tvorbe hlienu a kontrakcii hladkych svalov. Zaroven su do miesta
zapalu atrahované neurofily a eozinofily. Podnetom pre tvorbu
eozinofilov je hlavne IL-5 produkovany Th2 bunkami.
V oneskorenej fazy (za 4 — 8 hodin) dochadza v dosledku zmenene;j
permeability ciev k prestupu eozinofilov, lymfocytov a Ciastocne
i neutrofilov do perivaskularnych priestorov, kde pokracuje zapal
azvyrazituju sa jeho symptomy. U pacientov potom modZeme
preukazat’ BHR*. Dalej dochadza k infiltracii epitelu a submukézy
i T lymfocytmi, mastocytmi a bazofilmi. Samotny proces postupne
prechddza do chronickosti, kedy uz Th2 reakcie nemaju na dalej
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prebiehajucich zmenach vyrazny vplyv'. Biopsie umladych osob
poukdzali na to, Ze eozinofily pritomné v bronchoalveolarnej lavazi
su spojené s vysSim rizikom perzistencie choroby, no zavaznejSie
formy choroby st zavislé od pritomnosti neutrofilov ato u deti
i dospelych®.

I ked’ pre astma su dolezité alergicka reakcia a chronicky
zépal, tak vcentre diania su dychacie cesty. Poskodenie
povrchového epitelu dychacich ciest indukuje procesy, ktoré toto
poskodenie reparuji  ad integrum, snormalnym pomerom
poharikovych a vlaskovych buniek. Mimo iné dochadza i k aktivacii
fibroblastov diferencujiicich sa na myofibroblasty sekrétujiice
proteiny extracelularneho matrixu a mediatory podporujice zépal.
Pri pretrvavajucom strese, poskodzovani epitelu (napr. i v dosledku
enzymatickej aktivity alergénov) sa reparacny proces zvyraziuje
adochadza  k skvaméznej metaplazii  a/alebo  hyperplazii
poharikovych buniek. V chronickom §tadiu astmy je uz ale reparacny
proces utlmovany. Astmatické dychacie cesty su nasledne po
poskodeni opravované pomalSie a neefektivne, je poruSena jemna
rovnovaha tvorby/degradacie extracelularneho matrixu, ¢o vedie
k zosilneniu zapalu a prestavbe dychacich ciest. Remodelacia
dychacich ciest je tak charakterizovand metaplaziou sliznice,
zhrubnutim mezenchymu a hyperplaziou hladkého svalstva
a drobnych ciev*®*".

Centralne  postaveniec Th2 mediovanych procesov
v mechanizme vzniku a priebehu astmy vSak nie je schopné vysvetlit
vietky pochody prebichajtice pri astme. Holgate a kol.* preto navrhli
ind hypotézu a do centra zaujmu v etiopatogenéze astmy postavili
epitelovo — mezenchymovu troficka jednotku (EMTU, z anglického
epithelial mesenchymal trophic unit, obr. 10). EMTU ma svoje
dolezité postavenie vo vetviacej morfogenéze (,,branching
morphogenesis®) v priebehu vyvoja fetdlnych prac®. Opakované
inzulty v teréne zvysenej nachylnosti epitelu a prediZzenej opravy
s velkou pravdepodobnostou smeruji k stavu chronickej rany, ¢o
vedie k proliferacii mezenchymovych buniek, zhrubnutiu dychacich
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ciest a BHR. Pre dolezité postavenie EMTU v patogenéze astmy

svedci aj to, Zze 6 zo 7 kandidatnych génov pre astmu a bronchidlnu

hyperreaktivitu je exprimovanych prave v EMTU. K zostaveniu tejto
hypotézy viedli hlavne tieto poznatky™":

1. zmeny prebiehajuce v dychacich cestach u astmy (ich prestavba
- remodelacia) st obmedzené Cisto len na oblast’ mimo alveolo-
kapilarnej membrany, a to i napriek prestupu zapalovych buniek
do alveolov a peribronchidlnych priestorov

2. vagsinu portch v dychacich cestach pri astme je mozné pripisat’
na vrub BHR, kedy dochadza ku kontrakcii svalstva prili§ ¢asto
ajednoducho ato vreakcii na rozne vnutorné i vonkajSie
faktory

3. existuju faktory odlisné od alergénov, ktoré su dodlezité nielen
v uplnych zacCiatkoch choroby, ale hraju vyznamnu ulohu aj pri
jej zavaznosti a progresii.

2.7.2.3 Symptomy astmy

Medzi typické prejavy astmy patri hvizdavé dychanie
(piskavy zvuk pri vydychu), pocit dychovej nedostato¢nosti, pocit
tiesne na hrudi a kasel’, hlavne v noci. Pri fyzikdlnom vySetreni mozu
byt pritomné distanéné fenomény, auskultacne spastické fenomény,
v tazkych stavoch méze byt naopak zase az oslabenie dychacich
zvukov.

V diagnostike astmy ma dalej vyznamné postavenie
funkéné plucne vySetrenie (spirometria, popripade celotelova
pletysmografie) s bronchoprovoka¢nym testom k evaluacii BHR. K
vyhodnoteniu aktualnej zapalovej aktivity sluzi vysetrenie sérového
ECP (eozinifilny kationicky protein — informuje o aktivite choroby)
a vydychovaného NO. VysSie uvedené vySetrenia sluzia taktiez
k monitorovani priebehu choroby a tispes$nosti terapie. Vpichovy
kozny test a vySetrenie Specifickych IgE v séru sluzi k odhaleniu
alergénov, ktoré sa u vySetrovanej osoby moézu spolupodielat’ na
alergickej reakcii.
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Patoldgia dychacich ciest pri astme
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Obr. 10 — Patolégia dychacich ciest pri astme.

V centre pozornosti stoji EMTU, kedy pri reparacii poSkodenych dychacich ciest je najddlezitejSia spolupraca epitelu a mesenchymu.
Poskodenie vyvazenej rovnovahy tejto spoluprace moze viest' k prestavbe dychacich ciest, zmnozeniu hladkého svalstva, rozvoj BHR.
Vyznam senzibilizacie alergénom tymto modelom nie je potlateny do tizadia, dopiia len celkovii mozaiku etiopatogenézy vzniku a priebehu
astmy — na predisponované dychacie cesty nasada alergicka reakcia s vyznamnou spolupracou d’alsich environmentalnych faktorov (prevzaté
a upravené podl'a Holgate a spol.*’)
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2.7.2.4 Klasifikdcia astmy
Astma moézeme delit’ podla niekol’kych kritérii a to podla

klinického priebehu, d’alej i vzhl'adom na vek (fenotypy u deti do 5
rokov), podla vyvolavajucej priiny a v neposlednom rade i podla
terapeutickej uspesnosti.
1. astma podl'a zivaznosti':

e intermitentna — stupen |

e Tahka perzistujica — stupeni 2

e stredne tazka perzistujuca — stupen 3

e tazka perzistujuca — stupen 4

2. astma u deti do 5 rokov**:
e prechodné piskavé dychanie dojciat a batoliat do 3 rokov
veku
e perzistujice hvizdanie s vcasnym zaciatkom do 3 rokov
veku bez znamok a prejavov atopie
e neskory nastup piskania deti satopiou a alergiou
a s alergiou v rodine, pri¢om toto perzistuje do dospelosti

3. astma alergicka a nealergicka.

4. Astma podFa trovne kontroly*':
e astma pod kontrolou — pacient je bez t'azkosti, alebo sa tieto
vyskytuju len ojedinelo a si mierne
e astma pod Cciastocnou kontrolou — definované poctom
typickych respiracnych symptémov v priebehu tyzdna
e astma pod nedostato¢nou kontrolou

Klinické varianty astmy™':
e nocna astma - predstavuje zavaznejSiu znamky zhorSenej
kontroly astmy
e sezdnna astma — suvisi s vyskytom sezonnych alergénov
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e astma indukované namahou — je zndmkou netplnej kontroly
na astmou. Dochddza knej za 6-10 minat od zaciatku
fyzickej zataze alebo do 10-15 mintit po jej ukonceni.

e tazko liecitel'na astma — vyskytuje sa asi u 5% astmatikov,
ma niekol’ko podtypov, patria sem i:

o premenS$truatna astma — u30-40% astmatiéiek,
niekol’ko dni pred menstrudciou ¢i v jej priebehu

o aspirinom indukovand astma — asi ul0%
astmatikov. Typicky sa vyskytuje medzi 30. — 40.
rokom veku. Pri kombinacii alergie na salicylat,
astmy a perzistujuceho zapalu paranazalnych dutin
s nosnymi polypmi hovorime o aspirinove;j trias.

e  kaSel ako ekvivalent astmy

e astma seniorov — vznika vac§inou az po 65 rokoch veku a je
casto poddiagnostikovana

e profesionalna astma — vznika v dosledku opakovanej
expozicii faktorom pracovného prostredia*'.

2.7.2.5 Liecba astmy

Terapia astmy zohl'adiiuje etiopatogenézu i symptémy pacienta,
pricom logickym primarnym cielom je dostat ¢o mozno
najrychlejSie chorobu pod kontrolu a udrziavat ju v tomto stave,
kedy pacient nema ziadne alebo len minimalne problémy. Tento ciel
napomaha zlepSovat’ kvalitu Zivota pacienta, znizuje celkovo vyskyt
i socio-ekonomicky dopad lie¢by vyraznych exacerbacii astmy
a taktiez znizuje riziko rozvoja zmien v dychacich cestach veducich
kich remodelacii. Uplné potladenie tychto zmien nie je mozné,
vzhl'adom na to, Ze v patogenéze je v poslednej dobe uznavana tedria
dysfunkcie EMTU u predisponovanych jedincov a isté pociatocné
zmeny v dychacich cestach boli pozorované dlho pred vznikom
symptomatolégie uz iv relativne véasnom dojéenskom veku®.
Dolezité je ale dodrziavat’ udrziavaciu liecbu a to aj napriek tomu, Ze
pacienti (Casto deti ale i ich rodi¢ia) maju pocit, Ze uz nie je potrebna
— len trvala kontrola astmy zabezpecuje minimalne riziko zavaznych
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astmatickych stavov a rozvoja tazkych zmien dychacich ciest. Tato
terapia vSak nemusi byt celozivotna, pri dlhodobej kompenzacii
ochorenia méze byt’ liecba ukonéena.

V liecbe sa uplatiuje nefarmakologicky i farmakologicky
pristup. Nefarmakologické postupy (rezimové opatrenia) sa
zameriavajl na obmedzenie expozicie vyvolavajucimi faktormi
a predstavuje v podstate sekundarnu prevenciu. Mimo ddsledné
vyhybanie sa pri¢innému alergénu sem patri i vyhybanie sa expozicii
cigaretovému dymu. Farmakologicky pristup je =zalozeny na
podavani ul'avujtcich liekov (akatne priznaky, lieCba exacerbacii —
sluzia k bronchodilatacii) a v podavani kontrolujucich antiastmatik,
ktoré je nutné podéavat’ od 2. stupiia (lahké perzistujuca astma) a to
i v bezpriznakovom obdobi*'.

Urlavujice antiastmatika*':

e inhala¢ni B2-agonisti s rychlym nastupom Ucinku, pdsobia
do 3 minut aich u¢inok pretrvava 4 hodiny. Do tejto
skupiny patri napr. salbutamol.

e inhala¢né anticholinergikd s kratkodobym  uc¢inkom
s nastupom do 8 minut, s u€inkom na 4-6 hodin. Zastupcom
je ipratropium.

e inhala¢né kombindcie predchadzajtcich skupin

e p.o. B2-agonisti

e systémové kortikosteroidy — ur¢ené pre kratkodobé podanie
10 -14 dni maximalne, a potom ich mozno hned’ vysadit’

Kontrolujiice antiastmatické lieky*':

e inhalaéné kortikosteroidy (IKS), napr. budezonid,
flutikazon apod. — pouzivaji sa samostatne alebo od stredne
tazkej astmy vo fixnej kombinacii

e inhala¢né P2-mimetikd s dlhodobym tu¢inkom (LABA)
s u¢inkom nastupujucim do 3 mintt, pricom tento trva 12
hodin. Zastupcom je napr. formoterol.
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e fixné kombindcie — kombinacia IKS + LABA, napr.
budesonid/formoterol

e medzi dalSie skupiny patria leukotriénové modifikatory
(napr. montelukast), methylxantiny s predizenym G&inkom,
systémové kortikosteroidy a biologicka liecba
(rekombinantna l'udska anti IgE protilatka).

2.7.3 Atopicky ekzém

Atopicky ekzém (AE) je vdcSinou chronické ochorenie
koze, vyrazne svrbivé, s cCastym rodinnym vyskytom alergicke;j
rhinokonjuktivitidy, astmy a atopickych chorob”'.

AE sa vyskytuje hlavne detstve, najviac v doj¢enskom
a detskom veku — 60% postihnutych ma prvy vysev AE v prvom
roku Zivota a 85% sa manifestuje do 5 rokov veku. Cim skor sa AE
vyskytne, tak tim je vécSia Sanca toho, Ze i skor odznie a asi u 75%
pacientov dojde k regresii AE do puberty, alebo maji len mierne
symptomy. Do 20 rokov zivota vic§inou postupne vymizne.
Perzistencia do dospelosti je malo ¢astd ama potom tendenciu
zmiznt’ po 40. — 50. roku Zivota. Osoby s AE maju riziko vyskytu
hlavne astmy (30-50 % v predskolskom veku) a alergickej nadchy.
U AE rozoznavame tieto formy:

e dojcenskd forma — zacina obvykle v 2. — 6. mesiaci veku na
tvari, neskor ivo vlasoch apostupne prechadza na celu
hlavu, krk, trup ikoncatiny. V obdobi, ked’ dieta zacina
liezt, tak sa vyskytuje hlavne na miestach s najvacsim
trenim. Do 2 rokov spontanne regreduje, alebo pokracuje.

e detska forma - udojéiat, predskolakov a s Skolakov.
Presuva sa do predilekénych oblasti (flexiry) a nema uz
exsudativny charakter.

e forma dospievajucich a dospelych — vznikd samostatne
alebo ako pokracovanie predchadzajucich foriem, je
v predilekénych  oblastiach, vyraznejSie ale hlavne
v solarnej predilekcii a na rukach.
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Terapia v detstve zahffia upravu zivotospravy, je dolezita
edukécia aadapticia celej rodiny. Liecba je komplexna, kedy
externa sa dopliiuju systémovou terapiou. Je velmi dolezita
starostlivost’ o kozu, pravidelné mastenie a aplikdcia lokalnych
kortikosteroidov. Sekundarna infekcia nasadajica do terénu AE je
liecena antibiotikami pripadne antimykotikami. Z celkovej terapie sa
vyuzivaju antihistaminika (ovplyviuji i svrbenie), v pripade tazkych
foriem i systémové kortikoidy. U zavaznejSich foriem sa uplatiluje
i fototerapia. Vel'mi dolezita je i prevencia, kedy je nutné sa vyhybat’
potencialnym ¢i zistenym iritujucim latkam (potraviny, pracie prasky
apod.)’.

2.7.4 DalSie alergické ochorenia

Alergickd nadcha (polindza) je charakteristickd zapalom
sliznice nosa, ktory sa prejavuje jej prekrvenim, opuchom,
produkciou sopl'a, kychanim, svrbenim nosu a pocitom tazkosti s
dychanim. Polindza je sposobena hlavne reakciou na senzibilizujuci
alergén, moéze mat ale iceloroéni formu, ktora postupne
v chronickej fazy je uz len malo zavisla od vyvolavajiceho alergénu.
V terapii sa snazime o vyhybaniu sa kontaktu s alergénom, podavaji
sa antihistaminiké a lokalne kortikoidy"*.

Alergiou mo6zu byt’ postihnuté i oci, s polindzou €asto stvisi
vyskyt alergickej konjunktivitidy — alergén rozpusteny v slzach
reaguje s IgE na spojovkach. K reakcii vedi najcastejSie pelové
alergény. V terapii sa vyuZzivaju znovu systémové alebo lokalne
antihistaminika. Dalej je mozné pouzit lokalne kromony a pri
tazkych formach i lokalne kortikosteroidy’'.

Medzi dalsie alergické choroby patria urtikaria, alergické
exantémy, potravinové alergie areakcie na lieky. Prejavuju sa
kombinaciou koznych a slizni¢nych symptomov. NajzavaznejSou
formou je anafylaxia, kedy alergén vyvola reakciu celého organizmu
s rizikom umrtia.
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3. Genetika alergii

3.1 Dedi¢nost’ alergii

Alergické ochorenia maju tendenciu sa vo zvysSenej miere
vyskytovat v rodinach atento fakt je vSeobecne uznavany. O
rodinnom vyskyte atopie vieme uz zo starovekého Rima, kde prejavy
atopickych ochoreni boli popisané v Juliansko — Klaudiankej
dynastii (cisar Augustus, jeho prasynovec Claudius a Claudiov syn
Britannicus). Pravdepodobne prvym v literatire dochovanym
zédznamom o vyskyte astmy je popis jej familidrneho vyskytu v rode
manzelky znameho auznidvaného lekdra Daniela Sennerta zroku
1650. Sennert uvadza, ze astma sa vyskytla ujeho svokra, d’alej
u dvoch manzelkinych bratov, ujej sestry au dcéry tejto sestry>.
O dedi¢nosti astmy nepochyboval ani Salder v roku 1860°, pri §tidiu
rodin s vyskytom astmy pozoroval rézne typy dedi¢ného prenosu
a konstatoval, Ze prvostupnovi pribuzni astmatikov boli v 10%
taktiez postihnuti tymto ochorenim. Zaroven konstatoval, ze
v rodinach sa mdze astma vyskytnat' u niekol’kych surodencov bez
toho, aby touto chorobou trpeli ich rodicia. V nasledujticej stadii 217
astmatikov pozoroval pozitivhu rodinni anamnézu astmy u 39%
postihnutych osob (citované v ref.>*).

O astma sa komplexne zaujimal i tzv. otec astmy, vyznamny
americky lekar Robert Anderson Cook. Tento zaujem bol u neho do
velkej miery urcite ovplyvneny i tym, Ze i on sam bol astmatikom od
8 rokov. Vo svojich zapiskoch uvadza, Ze obdobie v priebehu
Skolského roka, ked’ bol mimo domov, bolo pre neho velkou ul'avou,
pretoze nemal astmatické problémy. Prazdniny ale predstavovali
no¢ntl moru, nakolko po navrate domov zo $koly sa astma ihned’
ohlasila — pekne dokumentovany vztah prostredia a senzibilizacie
pacienta s predispoziciou k alergickému ochoreniu. Cook bol
vyznamnym mentorom celej plejady vyznamnych alergologov po
celom svete abol autorom viac nez 200 réznych publikacii®.
Prirodzene sa zaujimal aj o dediCnost’ alergii a astmy, na zaklade
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oho boli publikované 2 §tiidie v rokoch 1916 a 1924°*. V tychto
vyskumnych projektoch sledovali vyskyt atopie v rodinach u 504
a 462 o0sob a 115 neatopickych kontrol, pricom rodinnd anamnéza
vprvej tadii bola pritomna v 48,4 %(ref.’®) pripadov, v druhej
stadii v 58,4 %(ref.>*), no v pripade kontrol sa jednalo len o 7% -
tento anamnesticky udaj teda predstavoval riziko s OR = 19 (95% CI
9-39). Odhadované rizika rekurencie atopie urCené na zaklade
vysledkov obidvoch §tadii boli 69 % v pripade, Ze obaja rodi¢ia boli
postihnuti, d’alej 58 % v pripade vyskytu je jedného z rodicov
a konecne len 2 % v pripade negativnej rodinnej anamnézy atopie.
Sposob dedi¢nosti najlepsie zapadal do obrazu autozomalne
dominantného typu s penetranciou 0,6 a zaroven pozoroval v¢asnejsi
vyskyt choroby v pripade atopie oboch rodicov.

Monogénovo dominantny model dedi¢éného prenosu
ochorenia obhajovali i Butcher a Keeler’’. Wiener a spol.”® vo svojej
praci zameranej na rodinny vyskyt alergickych choréb pracovali
taktiez s monogénovo zaloZenou tedriou a bimédovou distribuciou
ochorenia vzhladom k veku. V sledovanych rodinach nenasli
jednoznac¢ny typ dedi€nosti — bol pozorovany recesivny
i dominantny typ. Vysvetlenie bimdédového vyskytu ochoreni potom
postavili na dominantnom modeli, v ktorom homozygoti
manifestovali  ochorenie skdr v porovnani s heterozygotmi
v hypotetickom lokuse salelami H ah. Atkinson®® oproti tomu
popisoval recesivny typ dediéného prenosu. Richards a Balyeat™
zastavali zase kodominantny model.

Schwartz vroku 1952% referoval o vyskyte astmy
a alergickych ochoreni na skupine 191 astmatikov, pricom vyskyt
astmy alebo alergie bol vyssi u prvostupnovych pribuznych. Dedi¢ny
prenos bol CcastejSie dominantny s inkompletnou penetranciou,
pricom ale niektoré rodiny vykazovali recesivny charakter
dedicnosti. Tieto rozdiely vo vyskyte u pribuznych pripisoval
epistaze a d’alej ako nevhodnti vyhodnotil tedriu Wienera a spol.”
ohl'adne skorsieho vyskytu choroby u homozygotov.
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Pri skimani dedi¢nej podstaty ochorenia maji dolezity
vyznam iS§tudie dvojciat. Tieto boli opakovane uskutonené iv
pripade alergickych ochoreni a potvrdili vyznam genetickej
predispozicie v procese rozvoja alergie®*®'. Postupne viak na
zéklade pribudajucej evidencie sa zacala vSeobecne uznavat' tedria
o multifaktoralnej etiopatogenéze alergickych choréb (s vynimkou
niektorych velmi vzacnych monogénovych chor6b s alergickou
zlozkou, ako napr. hyperlgE syndrom v désledku mutacii v
STAT3*%),  kedy dochadza k interakcii faktorov vonkajsieho
prostredia v teréne geneticky predisponovaného jedinca v dosledku
kombinacie zmien v génoch hlavne stredného tc¢inku.

Heritabilita samotnej astmy je 48 — 78% a heritabilita
hladiny celkovych IgE je 47,3%%. V beznej klinickej praxi, kedy
sa kalkuluje s multifaktoridlnym modelom dediénosti alergii, sa pri
genetickej konzultacii pre posudenie rizika opdtovného vyskytu
alergie v rodine vyuzivaju tzv. rizika rekurencie. Je mozné vyuzit
nasledovné rizika:

1. Riziko narodenia dietata s alergickym ochorenim na zaklade
pozitivnej rodinnej anamnézy’":
e 30 % v pripade alergickej choroby u jedného surodenca,
e 40 % v pripade alergie u jedného z rodicov,
e 50 % v pripade alergie oboch rodicov,
e 70 % v pripade, Ze obaja rodicia trpia rovnakym alergickym
ochorenim.

2. Pravdepodobnost’ vyskytu astmy pre diet’a je uvadzana rdzne:

A

a) len na zaklade vyskytu choroby u rodi¢ov®:
e 6 % pre diet’a, ktorého rodicia netrpia astmou,
e 20 % v pripade, ze jeden z rodi¢ov je astmatik,
e 60 % v pripade vyskytu astmy u oboch rodicov.
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b) alternativne je mozné vyuzit' iriziko (OR) na zdklade vyskytu
astmy i u d’al§ich pribuznych®’:
e 2 —473x vyssie v pripade astmy jedného z rodicov
e 32-12,1x v pripade ochorenia u oboch rodicov
e 1,9-57x vyssie v pripade astmy u jedného surodenca
e 25-—528x vysSie, pokial’ sa astma vyskytuje u rodica alebo
stirodenca

3.2 Prehlad genetickych Studii zameranych na vyskyt
astmy a atopie.

3.2.1 Vyskyt astmy a atopie vo vzt'ahu k HLA systému

Alergické ochorenia st sposobené patologickou odpovedou
imunitného systému na vonkajsie podnety. Preto snaha odhalit’ gény
zodpovedné za vznik atopie alebo astmy bola v prvom rade
smerovana na HLA systém. Uz v roku 1977 Saito a spol.*® v §tadii
30 rodin s vyskytom astmy asponi u jedného ¢lena nasli silnu vézbu
medzi piatimi lokusmi HLA-B ajednym lokusom pre fenotyp B
bunick. V§tudii 62 pacientov spelom indukovanou astmou
a polindzou sa signifikantne CastejSie nachadzal HLA haplotyp Al
B8 pacientov nez ukontrol®”. Dalgia $tidia 57 oséb z rodin
s vyskytom astmy u jedného rodica a najmenej u jedného z deti bola
s nejednozna¢nymi vysledkami, nakol’ko nebola schopna definitivne
potvrdit, ale ani vyvratit’ vizbu HLA s astmou alebo hypotetickym
lokusom pre astmu’’. Autori upozoriiovali na to, Ze tato Studia
pracovala s relativne malym suborom pacientov, ¢o mohlo skreslit’
vysledky. Nakai aspol.”' skimali taktiez mali skupinu 23
japonskych astmatikov s vysokou hladinou celkovych IgE a silno
pozitivnymi koznymi testami proti americkym domacim roztocom
(Dermatophagoides farinae). V tejto skupine vSak nepozorovali
signifikantne odlisnu distribuciu HLA-A, -B a -DR antigény oproti
zdravym kontrolam. Relativne vel'ku vizbovu analyzu 21 markérov,
mimo iné i HLA, v spojitosti s hladinou celkovych IgE uskutocnili
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Meyers a spol.”? na 2 subpopulaciach v USA. Skamali 316 0sob z 5
mormonskych pribuznych vetvi a 204 AmiSov. Analyza prenosu
HLA neodpovedala ziadnemu zo skiimanych modelov dedi¢nosti pre
hladinu IgE. A navySe nebola ani zistend vizba ziadneho
z analyzovanych markérov k hladine celkového IgE.

Analyza 41 astmatikov so sezénnou precitlivenostou k
ambrozii s neastmatickymi kontrolami parovanymi na zaklade
podobnych hladin IgE odhalila signifikantne vysSie zastupenie
HLA-B5 ukontrolnej skupiny nonastmatikov”. V kontrolnej
skupine sa d’alej CastejSie vyskytovali alely HLA-BS a Al, avSak
tento rozdiel nebol signifikantny. 1 ked Blumenthal a spol.”
primarne taktiez nezistili asociaciu odpovede imunitného systému na
ambroéziové alergény s HLA systémom, v nasledujtiicej Studii 133
0sOb s pozitivnou reakciou na antigén Ra3 zistili vyznamnu
pozitivnu reakciu u 0sdb s nizkou hladinou IgE a negativnu asociaciu
u0sdb s vysokou hladinou IgE”. Quiralte aspol.”® sa taktiez
zaoberali vztahom pelovej alergic k HLA systému, vybrali si vSak
reaktivitu proti pel'u olivovnika u 146 0s6b so sezonnou nadchou a /
alebo astmou od aprila do juna, pri¢om ich celkové i Specifické IgE
signifikantne korelovali s astmou. V stbore tychto osdb nasli
vyznamnu viazbu HLA-DR7 a DQ?2 s reakciou proti Ole e 2 antigénu
a DR2(15) sreakciou proti Ole e 10 antigénu. Dal§ia pozitivna
asociacia HLA-DR7 a DQ?2 so $pecifickymi IgE, tento krat proti Ole
e 1 bola pozorovana u40 sezonnych polinotikov (pri porovnani
s 179 zdravymi kontrolami)’’.

Dotaznikova §tidia uskutoénena Stephanom a spo sa
zamerala na vztah HLA II molekul s regulaciou imunitnej odpovede
na senzibilizdciu rozto¢mi. Pri analyze kontrolnej skupiny bez
$pecifickych IgE (n = 20), skupiny senzibilizovanej inym alergénom
(n = 22) a skupine so Specifickymi IgE proti Der p 1 antigénu nenasli
ziaden vyznamny rozdiel v distribucii HLA alel medzi skupinami
s a bez reakcie proti roztocom (antigén Der p 1). Napriek tomuto
vsak nasli asociaciou DRB- a DPB-haplotypov s anamnézou astmy,
polindzy a atopie (definované ako vyskyt astmy a/alebo polindzy

1.78
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a/alebo ekzému). V protiklade s tym zase analyza 102 atopickych
a 87 neatopickych astmatikov so 150 zdravymi kontrolami z roku
2000 zlyhala v snahe najst’ asocidciu HLA I alebo II s atopickou /
neatopickou astmou””.

Vsetky tieto vysledky poukézali na to, ze HLA systém ma
urciti ulohu pri vzniku alergii ato aj sohladom na opakovanu
asociaciu relevantnej oblasti na 6p s vyskytom alergickych chordb.
Tato uloha vsak nie je Gplne jasna a vyznam HLA by mohol byt skor
v procese vzniku $pecifickej senzibilizacie na pelové alergény.

V poslednej dobe dochadza k ur€itej renesancii zaujmu
o ulohu HLA pri vzniku alergii. Neddvna véacsia Studia chorvatskych
detskych astmatikov sa zaoberala znovu asociaciou HLA s vyskytom
alergie™. Do vyskumu bolo zaradenych 143 atopickych astmatikov
a 163 nepribuznych zdravych kontrol, pricom sa zohladnovali
celkové 1 Specifické IgE proti beznym vzdusnym alergénom. HLA-
B8 antigén bol signifikantne CastejSie pritomny u astmatikov, d’alej
i v podskupine pacientov s elevovanou hladinou celkovych IgE
i Specifickych IgE proti alergénom Der p, Der p + Dact g a Amb a.
Z HLA 1I triedy vykazal pozitivnu asociaciu s astmou a atopiou
haplotyp HLA-DRB1*01, s hladinou totalnych IgE nad 400 kU/
u pacientov bol asociovany zase haplotyp HLA-DRB1*03. Naopak
haplotyp HLA-DRB1*016 bol sastmou asociovany negativne™.
Asociacia  HLA II haplotypov bola potvrdena iv stadii 40
astmatickych farmarov vo Finsku senzibilizovanych alergénmi
kravskych Supin®. Frekvencia aliel DRB1*0101, DRBI1*0404,
DQB1*0302, a DQB1*0501 bola vyznamne vysSia prave u osob
senzibilizovanych antigénom Bos d 2. Naopak alely HLA-
DRBI1*0301 a DQB1*0201 sa u alergikov vyskytovali vyznamne
menej v porovnani s kontrolami. Spojenie HLA s vyskytom alergii
potvrdili i recentné celogenomové asociacné stadie (GWAS), pricom
Statisticky vyznamnt vdzbu s celkovymi IgE v metaanalyze dosiahli
oblasti s HLA-G, HLA-DQA2, HLA-A a HLA-DRB1%+%,
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3.2.2 Vizbové a celogenomové Studie hladajice lokusy pre
astmu a atopiu

Astma iatopia zpohladu dediCnosti patria medzi
komplexné znaky. Stadium dedi¢nosti takychto znakov je
komplikované napriklad itym, Ze vsledovanych rodinach
nevykazuji konzistentny typ mendelovskej dedi¢nosti a za ich rozvoj
odpoveda interakcia viacerych génov spolu s vplyvmi prostredia. Pre
studium tychto ochoreni je preto ddlezité vyberat’ i vhodné pristupy
analyzy. NajCastejSie sa vyuzivaju 2 postupy, ktoré sa v dnesnej dobe
v dosledku revolucie molekularnych biotechnoldgii pouzivaju Casto
spoloc¢ne (tzv. pozi¢ne kandidatsky pristup) a v podstate obe v rdznej
miere vyuzivaju viazbova analyzu (v tomto pripade neparametricku).
Jedna sa o metddu funkéného a poziéného klonovania®™.

Metdda funkéného klonovania pracuje s uz zndmym génom,
u ktoré¢ho uz je znamy vzt'ah k chorobe, alebo sa tento vztah da
predpokladat vzhladom kjeho funkcii. U takéhoto génu
uskuto¢nime asociac¢nu / kosegregac¢nu analyzu jeho polymorfizmov
so skimanym znakom. Druhd metdda (pozi¢né klonovanie) naproti
tomu priamo nadvézuje na vysledky vazbovych analyz. Sledujeme
v nej rodiny / osoby s opakovanym vyskytom skumaného znaku,
u tychto 0sdb urcime genotypy vybranych markérov (vicsinou sa
jednd o STR polymorfizmy) rozprestretych po celom gendéme
asledujeme charakter ich distribicie na chromozémoch
usledovanych os6b. Miesta vykazujuce najvysSiu  vidzbu
k sledovanému znaku sa oznacuju ako lokusy a v ich blizkosti by sa
mal nachadzat’ potencialne kauzalny gén / gény. Takéto gény sa
snazime pomocou rdznych pristupov analyzovat' a evaluovat ich
vplyv na sledovany znak / chorobu (analyza vyskytu mutacii,
asociacné studie polymorfizmov a pod.).

Prvou stadiou, ktora uspesne popisala lokus odlisny od
HLA systému, bola analyza rodin s IgE odpovedou proti beznym
inhalaénym alergénom. Cooksom a spol.'” vnej §tudovali rodiny
vykazujiice dominantny typ prenosu au7 rodin nasli vézbu
s lokusom v oblasti 11q13 (polymorfizmus D11S97). Vzhl'adom
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k zisteniu, ze atopia sa omnoho CastejSie vyskytovala u deti matiek
s atopiou, nez udeti atopickych otcov, tak sa Cookson a spol.”’
nasledne venovali vplyvu parentadlnemu povodu lokusu na vznik
alergie. Sledovali rodiny s vyskytom atopie — surodenecké pary,
u ktorych atopia bola definovana ako reaktivita pri koznych testoch
so zostavou beznych alergénov cez 2mm, zvySena hladina celkovych
IgE, alebo pozitivny RAST (z anglictiny radioallergosorbent test) na
pritomnost’ Specifickych IgE. Postihnuté surodenecké pary zdiel'ali
alelu na 11q13 zdedent od matky v 62% a v 32% od otca (p=0.001).
Analyza len paterndlne prenesenych aliel nezistila ziadny rozdiel
v distribucii medzi tymito surodeneckymi parmi. Pozorovany fakt
zévislosti vyskytu choroby na materndlnom pdvode alely si autori
vysvetlovali paterndlnym gendmovym imprintingom alebo
maternalnymi vplyvmi na vyvijajici sa imunitny systém diet'ata.
V tretej Studii pokracovala tato autorska skupina v analyze 155
surodeneckych parov salelou na 11ql3 zdedenou maternalne
avtejto lokalite sa snazili najst d’alSie markéry predisponujice
k atopii. Zistili, ze B podjednotka FceRI tiez lezi v tejto lokalizacii
(11q13) a je vsilnej vizba k hypotetickému génu pre atopiu®.
V neskorSej Stadii 1004 o0sob z230 dvoj generanych rodin
zameranej na dva polymorfizmy v géne pre FceRIp nasli pritomnost’
oboch polymorfizmov (Leul81/Leul83) u 4,5% osdb a vSetky deti,
ktoré toto zdedili od matky, boli atopické®’. Takéto deti v porovnani
s ostatnymi v §tadii mali zvySené riziko vyskytu pozitivnych
vysledkov koznych testov (roztoCe, travy), Specifickych IgE
(pozitivny RAST) a pre vyskyt BHR (provokacia metacholinom).
Deti, ktoré tieto polymorfizmy zdedili od otca boli negativne pri
vSetkych testoch. Na zaklade tychto testov navrhli, ze
Leul81/Leul83 polymorfizmy v géne pre FceRI- zdedené od
matky prestavuju riziko pre rozvoj atopie a BHR. Pozitivnu
asociaciu len samotného polymorfizmu Leul81 s hladinou
celkovych IgE i $pecifickych (traviny) bola neskor zistena i v stadii
dalsich 10 britskych rodin a to znovu len v pripade prenosu Leul81
od matky®™. Vplyv maternalne preneseného Leul81/Leul83
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a d’alsich sledovanych polymorfizmov v FceRIB bola potvrdena
i v talianskej $tadii 77 atopickych deti®.

Asociacia 11ql3 satopiou zaroven odStartovala cely rad
naslednych replikaénych 3tadii. Prvé viak neboli presvedgivé™.
Coleman a spol.”" svojou vizbovou analyzou 95 rodin s aktivnym
atopickym ekzémom vylucili 11q13 ako majoritny lokus pre atopiu.
Dalej nepozorovali ani signifikantny rozdiel v distribticii aliel medzi
surodeneckymi parmi vzhladom kich parentalnemu poévodu,
maternalny vplyv na dedi¢nost’ atopie ale nemohli vylucit. Vézba
tejto oblasti k hladine IgE (celkovych i Specifickych — roztoce
a traviny) nebola preukazana ani v holandskej populacii, jedina slabo
pozitivna vizba bola pozorovana s BHR’?. Asociaciu atopie s 11q13
sa pokusili replikovat’ iHizawa aspol.” v4 velkych rodinach
s autozomalne dominantnym typom prenosu atopie, ich snaha vSak
bola netspesna. V dalSej stadii pracujucej so 14 atopickymi
rodinami a 120 nepribuznymi japonskymi osobami vSak nasli
asociaciu D11S97/Pstl 0,96 kb alely so zvySenou hladinou
celkovych IgE. S vyuzitim mnoho-poctovej vdzbovej analyzy vsak
uz lokus 11ql3 nebol potvrdeny ako hlavny lokus pre kontrolu
atopie v japonskej populacii. Uréity vplyv na kontrolu IgE tym autori
nevylucili, poukazali vSak na evidentni heterogenitu pri porovnani
s britskou populaciou®. Naproti tomu uspesne dopadla $tadia 270
atopickych astmatikov a4 rozsiahlych rodin, keby v japonskej
populdcii bola potvrdena asociacia 11q13 (markér D11S97 a gén pre
FceRIP) s tazkou atopiou za predpokladu nevyvazenych pomerov
maternalnych a paternalnych meidz, ¢im tiez poukdzali na ulohu
gendmového imprintingu v tomto lokuse®. Pozitivna vizba 11q13
bola replikovana i v juhokorejskej populécii, ale len s pozitivnostou
koznych testov, tato vizba nebola zistena pre BHR’. Replikacia
tohto lokusu sa podarila aj v samotnej britskej populacii pri rozsireni
skimanej skupiny na 64 mladych nuklearnych rodin”’. Vizbu 11q13
s atopiou u astmatikov potvrdila i §tadia holandskych 26 jadrovych
rodin so strodeneckymi parmi s astmou a atopiou. Rozdiel
v distribucii  sledovanych markérov vzhladom k parentadlnemu
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povodu nebol pozorovany”™. Vysledky tychto replikagnych $tadii
naznacuju, Ze lokus 11q13 ma vyznam pri vzniku atopie, gény z tejto
oblasti v§ak nebudi zo skupiny génov velkého ucinku.

Oblast’ na 5q obsahuje mnoh¢ kandidatne gény, ktoré mézu
ovplyvitovat IgE a zapalovli reakciu. Meyers aspol.” sa preto
rozhodli pre analyzu markérov na 5q u surodeneckych parov a vizbu
tohto lokusu k zvySenym hladinam IgE ato srecesivhym typom
dedi¢nosti. Xu a spol.'” uskuto¢nili dvoj - lokusovi analyzu u 92
rodin s vyskytom astmy a nasli vézbu IgE hladiny do oblasti 5q31-
q32, pricom vidzba bola silnejsia prave pri pouziti modelu s dvomi
lokusmi. Pokus o zmapovanie tohto druhého lokusu si vzala za ciel
nasledujica stadia rozSirend o 108 probandov aich rodiny ato na
zéklade rovnakej metoédy vyberu. Autori v tejto Stadii za pouzitia
zmieSané¢ho modelu s dvomi hlavnymi génmi zistili, ze druhy lokus
modifikuje efekt toho prvého, pretoze vizba k elevovanym hladinam
IgE bola pozorovana len v pripade kombinacie homozygotného
rizikového genotypu v prvom lokuse s aspoil jednou rizikovou alelou
v druhom. Celogendmovym screeningom vSetkych 200 holandskych
rodin nasli vazbu k lokusom na 7q (LOD skére 3,65, p= 0,00002), 5q
(LOD 2,73, p=0,0002) a 12q (LOD skore 2,46, p=0,0004). LOD
skére nad 2,0 bolo pozorované este pre lokusy na chromozémoch 3
a 13'"!. Viizbu tohto lokusu viak nepozorovali Blumenthal a spol.'®
v §tyroch velkych rodinach s vyskytom atopie, predpokladali teda
existenciu niekolkych génov velkého ucinku, ktoré spolupracuju
s vplyvmi vonkajSieho prostredia pri vzniku vysledného fenotypu
astmy alebo alergie. V celogendmovej Stadii skupiny vedenej
Danielsom'”  viak, inavzdory nalezu 6 moznych vizieb
k fenotypom suvisiacim s astmou, nebola potvrdena vizba IgE alebo
BHR s vySetrenymi markérmi na 5q. Vidzba oblasti 5q32-q33
s hladinou IgE alebo s BHR nebola pozorovana ani v pripade
vyzkumu 67 rodin zo Skétska'*.

Daldi vyznamny stimul k hPadaniu lokusov a nasledne
i génov zodpovednych za vznik astmy alebo IgE, mimo pristup
pomocou S$tudia kandidatskych génov, priniesli celogendémové
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stadie. Tieto zaznamenali svoj skutoény rozmach s Sirokou
dostupnostou modernych technoldgii s obrovskou rozliSovacou
schopnost'ou (dostupnost’ obrovského mnozstva sledovatelnych
markérov vramci jedného vySetrenia), vo vyskume chordb
s komplexnou etiopatogenézou sa zacali vyuzivat’ tzv. celogenomové
asociacné Studie (GWAS — genome wide association study). Na
zéklade tohto pristupu boli uréené, d’alSie potencidlne lokusy pre
astmu alebo atopiu. Stidia Danielsa a spol.'™ nagla celkovo 6
lokusov asociovanych sastmou (atopickou) alebo suvisiacimi
fenotypmi, mimo iné i 11q13 (uz znamy z predchadzajtcich §tadii®)
a 7p. Celogendmova analyza z roku 1997, ktora skumala 140 rodin
s 2 a viacerymi stirodencami s astmou z 3 rozlicnych ras sa zamerala
na vyhladavanie novych lokusov svizbou k vyskytu astmy'®.
Celkovo sa im podarilo odhalit’ vizbu astmy so 6 novymi lokusmi:
11pl5 (p=0.0089) a 19q13 (p=0.0013) v skupine belosskej
populéacie, 2q33 (p=0.0005) a 21g21 (p=0.0040) u Hispancov
a lokusy 5pl15 (p=0.0008) a 17pll.1-q11.2 (p=0.0015) v rodinach
afro - amerického pévodu.

Populaéne izolované skupiny, smalym mnozstvom
,zakladatel'ov®, st veI'mi obl'ibené pri hl'adani genetickych faktorov
prispievajucich k vzniku choroby ato uz od 70. rokov 20.
storo¢ia'®'7. Ober aspol.'™ sa rozhodli hladat’ nové lokusy
asociované s astmou v populacii Huteritov. Jednd sa o naboZensky
izolovanti skupiny, ktora ma svoj povod z Tyrolskych Alp, do
severnej Ameriky sa odstahovali v 80. rokoch 18. storocia. Pre
celogenomovu analyzu boli vybrané 4 pribuzné kolonie Huteritov,
v ktorych sa v zvySenej miere vyskytuje astma. K analyze pouzili
292 autozomovych markérov a3 zpseudoautozomovej oblasti,
a analyzu uskutocnili v 2 velkych skupinach — v primarnej (361
0s0b) av skupine k replikacii vysledkov (292 osob, z d’alSich 5
kolonii v Juznej Dakote). V kazdej skupine boli osoby bez astmy,
s astmou, symptomatické osoby s nejednoznacnou BHR a osoby
s BHR a nejednoznac¢nou anamnézou. V primarnej skupine nasli 10
oblasti s moznou vdzbou k astme. Vézbu s astmatickymi fenotypmi
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v oboch skupinach, primarnej i pre replikaciu, vSak vykazovali len 4
lokusy: 5q23-31, 12q15-24.1, 19ql3 a 21q2l. Mozna vézba
dalsieho lokusu 3p24.2-22 bola u Huteritov pozorovana po prvy
krat. Tieto vysledky poukazali na to, ze iv populacii s relativne
malou gendmovou diverzitou (malé¢ mnozstvo povodny, rozdielnych
genomov) je za vznik astmy zodpovednych viacero lokusov.

Celogenomova studia 58 rodin afro-amerického povodu
hladala lokusy asociovatelné s hladinou S$pecifickych IgE
a vysledkami koznych testov proti vybranym alergénom. Hizawa
aspol.'” vnej nasli vizbu lokusu 5q31-q33 so 3pecifickou
odpovedou proti alergénu psov. Lokus 11q13 bol spojeny s hladinou
Specifickych IgE proti pelu bermudskej travy (troskut prstnaty,
Cynodon dactylon), alergénu maciek a roztocom (Dermatophagoides
farinae). Obidva tieto lokusy boli dalej spojené s pozitivhym
vysledkom koznych testov proti asponn jednému z 30 beznych
alergénov.

Vyskyt lokusov spojenych s alergickou astmou bol
sledovany i na my$acom modeli. Zhang a spol.''’ v tejto §tadii nasli
5 potencidlnych lokusov viazanych na vyskyt fenotypov
asociovanych s astmou, znich 4 (s potencialnou vidzbou k BHR)
korespondovali Tudskym lokusom 11923, 12q22-q24,17q12-q22
a 6p21, ktoré uz boli predtym asociované so znakom suvisiacim
S astmou.

V97 nemeckych rodindch s vyskytom astmy bolo
sledovanych celkovo 156 surodeneckych parov. Celogenémova
studia nasla potencialnu vazbu lokusov na chromozémoch 2, 6, 9 a
12 sastmou a ajs hladinou celkovych & Specifickych IgE'".
V rozsiahlej talianskej $tadii deti zo 172 rodin, 189 sporadickych
pripadov s vyskytom hlavnych atopickych chordb a 77 nepribuznych
kontrol bol wuplatneny pristup analyzy kandidatnych génov
i celogenomova analyza''>. Tato §tidia zistila vizbu lokusu pre
FceRI s BHR a pozitivnym koznym testom u sirodeneckych parov,
d’alej i vizbu mutécie Ncol v géne pre lymfotoxin a (LT o) s astmou
a genotyp 2/2 Ncol v LTa bol pozorovany u vsetkych dievéat

53



s elevovanymi IgE. Ziadna vizba nebola najdena pre variantu -308
v TNFo  ani pre mutaciu Q576R v géne pre IL4 receptor. Zvysena
hladina IgE, astma a BHR boli spojené s PAR2 lokusom na
chromozoéme X. S astmou bol spojeny lokus na chromozome 12,
BHR s miestom na chromozoéme 14 a atopia s chromozémom 19''%.
Alcais aspol.'” skimali astmatické deti nemeckého povodu,
uskutocnili GWAS zamerani na lokusy pre astma a vek nastupu
piskanie. Mimo lokusy, ktoré uz boli predtym spojené s vyskytom
astmy, nasli vizbu lokusu 12q24-q25 prave k veku nastupu piskotov
u astmatikov.

Vplyv prostredia pri vzniku alergickych chor6b a hlavne
astmy ma nezanedbatelnt tlohu. Colilla a spol.'™* sa preto vo svojej
GWAS zamerali na spojitost’ genetickej predispozicie a cigaretového
dymu. Signifikantna vézba (p < 0,05) sa prejavila v lokusoch 1p
(markéry D1S1669-D1S1665), 5q (markéry D5S1505-D5S816) a 9q
(markér D9S910). Lokusy 1q a 17p sice nedosiahli nominélnu
signifikanciu, ale stale dosiahli vyznamného rozdielu od zakladnej
hladiny LOD skoére pri kalkulécii s cigaretovym dymom v analyze.
Téato stadia poukdzala na vplyv expozicie faktorom vonkajsicho
prostredia pri vzniku astmy.

Pomyselnym vrcholom pri hl'adani génov zodpovednych za
vznik astmy a atopickych ochoreni st meta-analyzy apotom i
moderné GWAS studie pracujice s obrovskym siborom skiimanych
0s0b 1 Studovanych polymorfizmov a plne vyuZzivajice metédy NGS
(z angl. Next Generation Sequencing). Wise'"” v roku 2001 referoval
o vysledkoch meta-analyz, ktoré ur€ili silnti vézbu predispozicie
k astme s lokusom na 6p a dalej s lokusmi na chromozémoch 2, 9,
10 a 15. Denham a spol.''® v roku 2008 uskuto¢nili meta-analyzu 11
GWAS, ktoré vyhoveli ich selekénym kritéridm — humanne $tadie
kaukazskych populécii, praca pisana v anglictine, obdobie 1996 —
2006, vylacenie prehladovych ¢lankov, dostupnost’ celogendémovych
dat a dostupné idaje o LOD skore. Dokaz signifikantnej vizby BHR
bol zisteny s lokusmi 2p12-q22.1, 6p22.3-p21.1 a 11q24.1-qter (989
rodin). S pozitivnost'ou koznych testov boli spojené lokusy 3p22.1-
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q22.1 a 17p12-q24.3 (1093 rodin). Hladina celkovych IgE bola
v signifikantnej vézbe s lokusmi 5ql11.2-q14.3 a 6pter-p22.3 (729
rodin). Astma ako takd (fenotyp = astma, bez d’alSej definicie)
nebola na celogendomovej urovni v signifikantnej vizbe k ziadnemu
lokusu (hladina celogenémovej vyznamnosti bola uréena ako
p<0,000417), avsak analyza nasla 8 lokusov naznacujicich vidzbu
sastmou (p<0,0083). Tento vysledok potvrdzuje pritomnost
genetickej i1 fenotypovej heterogenity astmy. Sucasne po prvy raz
boli lokusy 5q11.2-q14.3 a 11q24.1-qter ur¢ené ako predisponujuce
k alergickému ochoreniu / fenotypu.

Meta-analyza z roku 2010 hodnotila 20 nezavislych GWAS
uskutocnenych v etnicky rozdielnych populaciach (celkovo nad 3024
rodin). V tychto GWAS bola sledovand vizba k astme, atopickej
astme, BHR a5 atopickym znakom: celkové IgE, pozitivnost
koznych testov (SPT) k najmenej jednému alergénu ¢i k roztocom,
kvantitativne skore SPT (QSPT) a eozinofilia. V eurdpskych
rodinach (2 astmaticki strodenci) bola astma na celogenémovej
urovni spojena s lokusmi 2p21-p14 a 6p21. V tychto rodinach boli
suCasne urcené i dalsie lokusy vo vézbe k atopickym fenotypom:
3p25.3-q24 oblast vo vsetkych rodinach s SPT a dalej 5923-q33
lokus s SPTQ, lokus 2q32-q34 s eozinofiliou a oblast’ 17q12-q24
bola vo vidzbe s SPT. V teste heterogenity medzi vSetkymi §tadiami a
europskymi Stadiami boli s astmou spojené lokusy 2p21-pl4 a 6p21
a s atopickou astmou zase lokus 1¢23-q25'"".

Meta-analyza etnicky rozlinych populédcii severnej
Ameriky (euro americka, afro — americka / karibicka a latinského
povodu) nasla 5 lokusov pre nachylnost’ k astme''®. Z tychto lokusov
4 boli potvrdené uz predtym (v oblasti 17q21 v blizkosti génov pre
ILIRL1, TSLP a IL33), priCom ale podl’a autorov po prvy raz boli
tieto lokusy potvrdené vo vsetkych troch populdciach sticasne. Tato
meta-analyza zaroven odhalila novy lokus 123 s néachylnostou
k astme a sice PYHINI, ktory bol Specificky pre osoby afrického
povodu (p=3,9 x 107).
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Obrovska GWAS stadia tzv. GABRIEL konzorcia z roku
2010 studovala 582 892 jednonukleotidovych polymorfizmov (SNP)
10 365 astmatikov a 16 110 kontrol, ¢o predstavovalo priblizne 15,4
miliardy urcenych genotypov. Celogenémova asociacia bola zistena
pre polymofizmy rs3771166 na chromozéme ¢. 2 (oblast’
ILIRLI/IL18R1, p = 3x10-9), rs9273349 na chromozoéme ¢. 6
(oblast HLA-DQ, p = 7x10—14) a d’alej polymorfizmy rs1342326 na
chromozoéme €. 9 (lemujuci lokus pre IL33, p =9%x10-10), rs744910
na chromozéme ¢. 15 (v lokuse pre SMAD3, p = 4x10-9) a
polymorfizmus rs2284033 na chromozéme ¢. 22 v géne pre IL2RB
(P=1.1x10-8). V tejto analyze bol urceny i lokus Specificky pre
astma s nastupom v detskom veku a to konkrétne v mieste s
ORMDL3/GSDMB na chromozéme 17921 (152305480,
P=6x10"2)(ref.'"”). Spycher aspol." na vysledky tejto Stadie
nadviazali adalej ju rozsirili o genotypizaciu 8365 detskych
astmatikov z ALSPAC stadie. Pre stanovenie hladin vyznamnosti
vtejto kohorte ALSPAC deti pouzili genotypizatné data
astmatickych deti z GABRIEL stadie, sledované SNP rozdelili na
s vysokym a nizkym hodnotenim / stupniom. Ich ciel'om bolo posudit’
tiez 1vplyv SNP snizkym stupfiom, ktoré ¢asto mozu byt
v mnozstve sledovanych SNP  prehliadnuté¢ (tzv. falo$na
negativnost’). Alelické skore hodnotené z46 SNP s najvysSim
hodnotenim bolo asociované s fenotypom vcasného nastupu
perzistujuceho piskania (p<10"") a intermedidrnej doby nastupu
piskania (p<107). V skupine SNP hodnotenych nizkym stupiiom
bola zase najdena asociacia s diagnozou astmy (p<10™) a atopiou
(p<10%).

Zatial' poslednd meta-analyza, sucasne kombinovana
s GWAS, studovala taktiez lokusy zodpovedné za vznik astmy.
U sledovanych o0s6b potvrdila asociaciu s uz predtym zistenymi
lokusmi v pripade miernej az stredne zdvaznej astmy. NajsilnejSie
asociaciu vykazoval lokus s ORMDL3/GSDMB na chromozéme
17q12-21 ato scelogenémovou signifikanciou. Iked tesnu, ale
celogendomovo vyznamnu asociaciu bolo mozné potvrdit’ i pre locus
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s ILIRLI/ILISRI v oblasti 2q12. Boli najdené aj d’al$ie nové lokusy
so suspektnou vézbou, avSak nedosiahli celogenémovi vyznamnost'.
V tejto Studie teda nebol ndjdeny ziadny novy lokus, ktory by naplnil

podmienky celogenémovej signifikancie'*'.

3.2.3 Prehl’ad vybranych lokusov / kandidatskych génov

3.2.3.1 chromozom 4

V rozliénych typoch buniek dychacich ciest priedusiek je
endotelin 1 (ET1, gén EDNI, 6p24.1'%%), ktory je zapojeny do
patogenézy astmy na mnohych miestach, ako napr. proliferacia a
kontrakcia bronchidlneho svalstva ¢i spoluprdca na aktivacii
mitogenézy v dychacich cestach'. ET1 uéinkuje cez 2 receptory —
typ A (ET-RA, gén EDNRA, 4q31.22"% atyp B (ET-RB, gén
EDNRB'®).

Mao aspo sa rozhodli analyzovat tieto 3 gény
v skupinach vybranych z britskej (150 osob s atopickou astmou, 150
kontrol) a japonskej populacie (100 os6b s atopickou i neatopickou
astmou, atopickou nadchou a atopickym ekzémom; 100 kontrol).
Analyzou frekvencii genotypov variant v tychto génoch ale nenasli
vizbu atopickej astmy s EDNI ani s EDNRB. Tato vézba vSak bola
hrani¢ne urend pre EDNRA (p = 0,022; Pc = 0,0606) aeste
vyraznejSie s hladinou Specifickych IgE proti roztocom a zmesi

travin (p = 0,006; Pc = 0,018) v britskej populacii'*®.

1
L 36

3.2.3.2. chromozom 5

Oblast’ 5q31-q33 bola nickolkymi Studiami uréena ako
spoluzodpovedna za regulaciu hladiny IgE’”"" a taktie bola spojena
s predispoziciou k vzniku BHR'*®.
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Tabulka ¢.1 Vysledky GWAS zameranych na vyskyt astmy alebo atopickych chordb do roku 2004.

Autor

Populacia

Chromozém / lokus

Blumenthal a spal.'%
Bouzigon a spal.'#

Bradley a Spol.124

Colila a spol. '

Colilla spol. "
Eederswegh a spal.'?®
Jiang Spol.m

Koppelman a Spol.123
Malerba a spal. '
Ober a spal. '
Stassen, Scharfetter.'®
Wist a spal. '

XU a spol 1%

‘fokouchi a spal. '

zmiedana USA
francizska

Svedska

zmiegana USA

nemecka /CSGA
holandska

Hutteriti

nemecka
zmiegana USA
eurdpski belosi
afro-ameridania
hispanska
japonska

6p22.p21.3  12g21-923  13q14.1-q14.3

FEw1

oZné testy -at. ekzér -at_ ekzém 2 [ astma

HR -atopia -astma+IgE+§IgE

ekzém + ElgE

Vysvetlivky: SIgE — hladina $pecifickych IgE; astma+IgE+SIgE — lokus asociovany s astmou, i celkovymi IgE i SIgE; at. ekzém = atopicky
ekzém; ekzém + SIgE = lokus asociovany s vyskytom atopického ekzému i SIgE; at. ekzém 2 = lokus asociovany s atopickym ekzémom,
kedy sa navySe hodnotilo i mnozstvo alergénov, na ktoré pri testoch vySetrovana osoba reagovala; FEV1 — spirometricky parameter
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Gén pre [B2-adrenoreceptor (ADRB2) sa nachadza prave
v tejto oblasti, konkrétne v 5q32'*. V ADRB2 bolo popisanych
niekol’ko polymorfizmov, ale len niektoré maju i skuto¢ny klinicky
dopad. V pripade Arg-Gly 16 substiticie dochadzalo in vitro
k zvyrazneniu down - reguldcie 2 adrenoreceptorov po provokacii
agonistami, zatial' ¢i v pripade GIn-Glu 27 substiticie dochadza
k oslabeniu down regulacie tohto receptoru'**'*!. Gly 16 forma
receptoru  bola spojena snoénym poklesom spirometrickych
parametrov a zvy$enou BHR'**'*. Glu 27 forma bola naproti tomu
spojena so znizenou reaktivitou dolnych dychacich ciest u miernych
az stredne zévaznych astmatikov'**. Stidia 60 rodin s astmatikmi
nasla asocidciu Glu 27 v ADRB2 azvyenou hladinou IgE'".
Asociacia tychto dvoch variant v poziciach 16 a27 vSak nebola
zistena s vyskytom astmy aatopie ako takej. Iked tieto 2
polymorfizmy neprispievajui zasadne k rozvoji astmy, tak urcite budu
mat’ modifikujtci vplyv na priebeh choroby'®.

V lokuse 5q je lokalizovany igén pre IL-9, konkrétne
v oblasti 31.1'*. V experimente na mysiach bol lokus pre IL-9
spojeny s BHR aexpresia IL9 bola znizend umysi so znizenou
bronchialnou reaktivitou'”’. Ba &o viac, iu transgénnych mysi
s konstitutivnou expresiou IL-9 bol pozorovany vyskyt fenotypov
podobnych astme — pritomnost eozinofilného a lymfocytového
zapalu, nadprodukcia hlienu a hyperpldzia poharikovych buniek.
Zaroven bola zistena i pritomnost Th2 cytokinov (napr. I1L-4, IL-5,
IL-13), pricom ale najdolezitej$iu ulohu znich vtomto pripade
v dychacich cestaich ma IL-13 — uRAGI deficitnych mysi
s konstitutivnou produkciou IL-9 bola pozorovand zvySena
produkcia IL-13 v epitelu dychacich ciest'*.

Laitinen a spol.'* sledovali 157 rodin s vyskytom astmy
z izolovanej finskej oblasti Kainuu a hladali vnich védzbu 6
markérov z 5q (mimo iné ilIL-9) svyskytom astmy. Tuto vsak
nenasli ani pomocou podrobnej permutacnej analyzy, ani pomocou
sekvenovania IL-9 a preto dospeli k nazoru, Ze je nepravdepodobné,
aby oblast 5q31 prispievala k dedi¢nosti sérovych IgE alebo
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k rozvoji astmy vo finskej populacii'*’. Vyznam IL-9 v patogenézy

astmy bol potvrdeny v experimente s mySami, ktorym bol IL-9
instilovany intratrachealne po dobu 10 dni. U tychto mysi bola
nasledne zistena zvysend sérova hladina IgE a v bronchoalveolarne;j
lavazi bola zistena plicna eozinofilia' ™.

Niimy aspol. objavili voblasti 5q31-q34 gén pre
uteroglobinu pribuzny protein (UGRPI) a jeho exprimaciu
pozorovali v priedusnici a plicach, pricom zniZenie hladiny UGRPI
mRNA bolo pozorované v plicach mysi s antigénom indukovanou
pneuméniou'™'. Dalej zistili, Ze genotypy -112A/-112A a -112A/-
112G vtomto géne boli signifikantne asociované s astmou'>,
V replikacénej stadii 47 japonskych rodin s astmatickymi detmi vSak
asociaciu tychto genotypov ani jednotlivych aliel s astmou

nepotvrdili'>.

3.2.3.3 chromozom 6
V oblasti 6p21.3 sa nachadza TNF génovy komplex, ato medzi
skupinami génov pre HLA II/IIl aHLA 1. triedy™. V tomto
komplexe sa nachadzaju gén pre lymfotoxin-oo (LTA, LTa, TNFSF1,
TNFp), za nim nasleduje tumor nekroticky faktor (TNF, TNFa)
a v protismernej orientacii potom este lymfotoxin-B (LT B)'*°. TNF
bol urCeny ako silny prozapalovy cytokin zvySujici BHR
u laudi156,157'

Zvysené hladiny TNF boli néjdené v dychacich cestach
i v broncho — alveolarnych vyplachoch”*'*. Jeho zvysena sekrécia
by mohla byt v suvislosti s alelou ¢. 1 Ncol polymorfizmu (zdmena
Gna A, intrén &.1) v LTA'® a dalej s alelou ¢&. 2 varianty v pozicii -
308 v promotorovej oblasti TNF, pri ktorej bola pozorovana 6 — 7x
vys§ia expresia v porovnani sbeznou variantou'®'. V tadii 88
australskych nuklearnych rodin s 92 astmatikmi, sa preukazal
vyznamne Castej$i vyskyt uvedenych polymorfnych aliel prave
uosob sastmou. Tato asocidcia bola zaroven obmedzend na
haplotyp zlozeny z tychto variant (LTa Ncol*1 / TNF-308%*2
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haplotyp) apreto nebolo mozné rozli§it samostatny efekt
jednotlivych polymorfnych aliel'®*.

Dalsia australska $tudia taktiez potvrdila asociaciu tychto
dvoch polymorfizmov s vyskytom astmy, avSak v inverznom vztahu
nez predchadzajuca Studia — s astmou boli asociované alely L7«
Ncol*2 a TNF-308*1. Autori d’alej pozorovali linedrny trend
zvySujuceho sa rizika vyskytu astmy v zavislosti od vSetkych
moznych genotypov (homozygoti pre uvedené asociované alely mali
riziko najvécsie), a to v pripade oboch polymorfizmov'®.

K podobnym zaverom dosla i $tadia 131 talianskych rodin
s detmi s atopickou astmou'®. Tato nasla signifikantnii asociaciu
LTa Ncol*2 s pozitivnostou koznych testov a atopiou (definovana
ako zvysSené hladiny IgE, pozitivnost koznych testov, alebo
pritomnost’ oboch tychto fenotypov). Asocidcia sice nebola
potvrdena pre polymorfizmus v TNF, ale haplotypova analyza tychto
polymorfizmov bola s pozitivnym vysledkom. Autori konstatovali
vyznamné rozdiely v alelovych frekvenciach v tychto troch
populaciach (talianska, 2 australske), priom si to vysvetlovali
moznym vplyvom HLA lokusu (TNF lokus je v silnom disekvilibriu
s HLA DR). Zaroven poukazali na to, ze australske Studie pracovali
s osobami, ktoré nezdiel’ali rovnaké ale vel'mi odlisné prostredie, ¢o
mohlo viest' krozdielnej imunologickej polarizacii 0s6b v nich
zaradenych a tym aj k ovplyvneniu vysledkov asociaénej analyzy'®*.

Vplyv  HLA  bol pozorovany 1ipri nachylnosti
k potravinovym alergiam — v 37 rodinach s vyskytom alergie na
araS§idy bol pozorovany vyznamne vys§i vyskyt genotypov
DRB1*08, DRB1*08/12 tyr16 a DQB1*04 v porovnani s kontrolnou
skupinou'®. Distribiciu HLA-DRB1 v 230 rodinach z Busseltonu
sledovala skupina Moffattovej a spol.'®, pric¢om nasli vizbu tohto
génu k hladine celkovych i Specifickych (rozto¢e, macky) IgE.
Vizba HLA-D oblasti (6p21) bola pozorovana i v studii 299 osob
z 45 belosskych rodin so zvysenou hladinou Specifickych IgE proti
roztogom'®”. Specifiké IgE boli vyssie vyznamne Eastejsie sa u 0sob
s 196 bp alelou markéru D6S1281 a 104 bp alelou markéru DQCAR.
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Naopak 200 bp alela markéru D6S1281 a 204 bp alelou markéru
D6S291 sa u takychto 0sob vyskytovali ovel'a menej Casto a preto by
mohli predstavovat’ protektivny G&inok'®’.

3.2.3.4 chromozom 7p

V studii finskej populacie z izolovanej Kainuu oblasti nasli
Laitinen a spol.'® vyznamnu vizbu lokusu 7pl4-pl5 s astmou,
vysokou hladinou IgE alebo kombinaciou oboch tychto fenotypov.
Tato vézba bola najvyssia pre hladinu IgE. V pokracujicej $tadii sa
Polvi a spol.'” zamerali na vytvorenie fyzickej mapy tohto lokusu
a d’alej uskutocnili asocia¢nu S§tadiu génu pro y retazec
heterodimérického y /8 receptoru T buniek (TCRG). V dvoch
nezavislych zostavach finskych rodin vSak nebola najdend asociacia
TCRG ani s celkovymi IgE ani s astmou'®.

Laitinen aspol.'”® skimali 133 kb segment uréeny ako
suspektne ovplyviiujici vznik astmy v oblasti na 7p. V tejto oblasti
nasli 2 gény — AAAIl a GPRA. Vzhladom ktomu, Ze rozli¢na
distribtcia proteinovych izoforiem GPRA bola zistené vo vzorkach
z biopsii v bronchoch, tak na tento protein upriamili svoju d’alSiu
pozornost. GPRA (taktiez znamy i ako GPR154) je sirotsky receptor
spriahnuty s G proteinom. Autori $tudie zistili, Ze v 3 kohortach
z Kanady aFinska sa vyskytovali SNP haplotypy asociované
s vysokou hladinou IgE alebo astmou. Dalej v experimente na
mySom modeli stimulovanom ovalbuminom bola pozorovana
zvysena expresia génu homologického prave k GPRA'™.

Asociacia GPR154 bola potvrdena aj v talianskej populacii,
kde sledovali vyskyt 7 polymorfizmov u pacientov s alergickou
astmou. Asociacia s hladinou IgE bola zistena s polymorfizmami
SNP 546333 a 15740 347, P=0.006 a s haplotypom H4. S astmou
boli asociované haplotypy H5 a H6'”'. Asociacia SNP haplotypov
v GPR154 bola nasledovne potvrdena aj v dalSich, rozli¢nych
eurdpskych populaciach'”,
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3.2.3.5 chromozom 11q

Vizba lokusu 11q svyskytom atopie bola popisand
Cooksonom a spol.'” uz v roku 1989 a dalsie tadie venovali tejto
oblasti znani pozornost. V §tadii 123 surodeneckych parov
s astmou a suvisiacimi fenotypmi (atopia, BHR), van Herweden
a spol. pozorovali vizbu mikrosatelitného polymorfizmu v piatom
introbne génu pre FceRIP s diagnozou astmy a BHR. Tato vézba
s BHR bola signifikantnd ipo vyligeni atopickych o0sob™>'”.
Zamena izoleucinu za leucin v pozicii 181 tohto génu, ktora bola
asociovand s atopiou v britskej studii, nebola pozorovana v skupine
japonskych pacientov’. Pozorovana asociacia s astmou a BHR viak
bude mozno spojenda s vyskytom zmien v regulaénych oblastiach
tohto génu alebo v dosledku mutacii v inych prilahlych génoch'™.

CC10 (10 kDa protein Clarovych buniek) je protein
s vysokou expresiou v dychacich cestdch a taktiez méze mat
doleziti tlohu v modulécii zapalu (protizdpalovy ucinok) v stene
dychacich ciest'”. Lokalizacia génu pre tento protein bola uréena do
oblasti medzi markéry D11S16 a D11S97 (11q12-q13) — oblast’ do
ktorej bol mapovany hypoteticky lokus pre atopiu a d’alej i gén pre
FceRIB'™.

IL-8 je uznavany ako dolezity mediator zapalovej reakcie
v dychacich cestach. Funguje ako chemotakticky faktor neutrofilov,
ktoré laka do miesta zapalu a potom indukuje fagocytézu'’’. IL-8
zérovet indukuje i angiogenézu'"™. IL-1b aktivuje NF-kB a nasledne
dochadza k aktivacii expresie IL-8'”’. Samotny protein CC10 je
konstitutivne exprimovany bunkami epitelu vSetkych sliznic, ktoré
st v styku s vonkaj§im prostredim, napr. aj v dychacich cestach'®’.
CC10 je znamy pre protizapalové 0Uc¢inky, ovplyviiovanim IL-8.
CC10 knock-outované mysi vykazovali znamky zvySenej zapalovej
aktivity dychacich ciest v reakcii na alergén'™'.

Long a spol. '*
ana CC10 knock-outovanych mysSiach zistili, Ze CC10 inhibuje
expresiu IL-8 indukovanu IL-1b a ze CC10 reprimuje aktivaciu NF-
kB indukovant cestou IL-1b, priama interakcia medzi CC10 a p56

v experimente na bunkach nosnej sliznice
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ale nebola pozorovana. V kulturach z explantatov nosnej sliznice
ul'udi mala hladina CCI10 inverzny vztah k k IL-1b indukovanej
expresii IL-8'%%.

Asociacia CCI0 s astmou v skupine 275 osob britského a
300 osob japonského povodu vsak nebola potvrdend a to bez ohl'adu
na atopicky stav'®. Avsak vindickej populacii bola najdena
signifikantnd vézba intragénového repetitivneho polymorfizmu
s astmou pricom vo védzbe bol aj haplotyp A 18 zostaveny
z polymorfizmu A38G (ten samostatne nebol asociovany)
a uvedeného repetitivneho polymorfizmu. Na zéklade tychto udajov
je mozné predpokladat, ze tento gén nebude patrit medzi gény

silného t¢inku predisponujticeho k vzniku astmy'®.

3.2.3.6 chromozom 12q

Oblast’ 12q bola s vyskytom astmy prvy raz spojena v roku
1996 v stadii kaukazskej a afro-karibskej populacii'™.  Vizba
chromozomu ¢. 12 sastmou bola nasledne hlasena iv stadii 3
rozliénych americkych ras'® avizbu k atopii popisala i jedna
nemecka 3tadia'®’. Dalgia $tudia zamerana na nemecku populaciu
asociovala oblast 12q13 s vyskytom astmy i atopie spolo¢ne''’.
Dolezité postavenie lokusu 12q pri nachylnosti k astme alebo s fiou
suvisiacich ~ fenotypov  potvrdili  idalSie, celogenomové
stadie"*""*7'® Raby a spol.'® vykonali podrobnejsiu analyzu lokusu
12q13-q24 pomocou 32 mikrosatelitnych markérov. V tomto lokuse
nasli 3 samostatné oblasti — jednu s vézbou k astme, druhu k BHR
atretia suvisela so zmenami plucnych funkcii (FEV1, BDPR
indexy).

Do oblasti 12q bolo mapovanych niekol’ko kandidatskych
génov pre atopiu (napr. gén pre interferon y - IFNG, ¢i rastovy faktor
mastocytov — MGF apod.). Z tohto dovodu sa Barnes a spol.'®
zamerali na tato oblast’ v skupinach astmatikov z Barbadosu (afro -
karibska populacia, prostredie s vysokou zatazou alergénmi)
a z Pensylvanie (beloS$ska populacia Amisov starého poriadku).
Sledovanim polymorfnych markérov z 12q nasli v oboch skupinach
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viazbu lokusu 12q15-q24.1 k astme, zvySenym IgE i kombinacii
oboch'™. Asociaciu tohto lokusu s IgE potvrdila i nemecké $tudia,
v ktorej sledovali deti s perzistujucimi vysokymi hladinami IgE,
presne definovali extrémny fenotyp (IgE nad 85% hodnét atopickej
populacie) anasli tak vdzbu smarkérmi D12S379, D12S1064,
D12S351 aPAH'™. Sastmou bol asociovany imarkér D12S390
(lokus 12q13.13) v talianskej populacii'®.

V oblasti 12q24 sa nachadza igén pre neuronalny NOS
(NOS1), ktory hra doélezitd wlohu v pri vzniku astmy — napr.
v experimentoch na mySiach vykazoval déleziti ulohu pri vzniku
BHR, pretoze mysi deficitné pre tento gén boli menej nachylné
odpovedat’ na bronchoprovokacné stimuly, nez wt mySi. A o viac,
polymorfné markéry v NOSI boli pozorované vo zvySenej miere
u astmatikov a intronovy (AAT)n polymorfizmus bol spojeny so
zvysenou koncentraciou NO v dychacich cestach(*o" ¥ 1),

Shao a spol.'*? sa zamerali na polymorfizmy v génoch, ktoré
boli aspon 1x spojenych s astmou v detstve, ¢i sou suvisiacich
fenotypov, nachadzajicich sa v lokuse 12q13-q24. Repeticie GT
v druhom intréne NOS! a GT repeticie v prvom intréne STAT6 boli
v asociacii s astmou, no CA opakovanie v introne ¢. 1 génu pre [FNy
a polymorfizmus 465C>T v géne pre AID (4I/CDA) nevykazali
ziadnu vézbu s astmou.

3.2.3.7 chromozom 13q

v 86 rodinach s vyskytom atopickej astmy bola
uskuto¢nend podrobna analyza chromozému ¢. 13, ktorou bola
najdena vizba astmy s lokusom 13q14.2 v japonskej populacii'®”.
Vizbu lokusu 13ql14 s atopiou zistili i Daniels a spol. '“ vo svojej
celogenémovej Studii. Vézbu tohto lokusu asociovali i Hizawa
aspol.'” ato s vyskytomdetskej astmy s precitlivenostou
k roztoom. Ober a spol.'”™ zase v populacii Hutteritov asociovali
lokus 13@21.3 s astmou v prvej etape hodnotenia rodin, avSak uz nie

v druhe;.
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Bhattacharyya a spol.'” analyzou 59 polymorfnych
markérov spresnili lokalizaciu lokusu pre a atopiu do oblasti okolo
markéru DI13S161, shranicami medzi markérmi D13S328 a
D13S1269. V nasledujucej studii tato skupiny nasla v tomto lokuse
asociaciu nového mikrosatelitného markéru USAT24Gl1 s hladinou
celkovych IgE'*. Zhang a spol."”’ nakoniec v tejto oblasti asociovali
polymorfizmy v PHFI1I shladinou IgE itazkou astmou. Mimo
PHF11 lezi v tejto oblasti i SETDB2 a to hned’ pred nim. Stadia
australskych rodin s vyskytom atopického ekzému skiimala SNPy
v tychto 2 génoch a stouto chorobou asociovala polymorfizmy v
PHFI11, konkrétne 12247119 vintrone ¢.3 ( p = 0,029) a
151046295 v 3'UTR (p = 0,007)'**. Tieto vysledky prilozili d’alsi
z kamienkov do mozaiky dokazov poukazujicich na vyznamu lokus
13q14 v regulécii atopickych chorob.

3.2.3.8 chromozom 14q

V oblasti 14q11.2 lezi TCR /8 génovy komplex, ktory
obsahuje gény pre tvorbu o a § retazcov TCR'”. V studii asociacie
Specifickych IgE (proti antigénom roztocov, srsti maciek a psov,
travin a Alternaria alternata) Mofattova a spol.*” nepozorovali
signifikantnt vazbu IgE k lokusu s génmi pro TCRS. U postihnutych
surodeneckych parov (populacia z UK az Australie) vSak nasli
vyznamnu vézbu sledovanych mikrosatelitnych sekvencii z oblasti
TCR o, prenesenych od oboch rodicov. Tento vysledok podla
autorov poukazuje na pritomnost’ génu / génov z oblasti TCRa, ktoré

modifikuju $pecificka IgE odpoved™™.

3.2.3.9 chromozom 19
Chromozémova oblast 19q bola spojend s astmou
v niekol’kych GWAS'®!'2 Analyzou 22 markérov z chromozému ¢&.
19 v 111 rodinach s vyskytom alergickej astmy bola odhalena vézba
oblasti 19q13.3 k atopii, pozitivnosti koznych testov a hladine IgE*".
Voblasti 19p13.3 lezi gén pre nizko — afinitny IgE
receptor’”®. Laitinen a spol.” skimali asociaciu tohto génového
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lokus vo finskej populacii s3 fenotypmi: celkové IgE, astma
a Specifické¢ IgE. Haplotypovou analyzou sledovanych SNP nasli
vizbu k vysokej IgE odpovedi a u Casti rodin (s vyskytom astmy u 2
a viacerych deti) i k astme.

Zlozka komplementu C5 ma silny zapal podporujuci
ucinok, ktory uplatiuje cez svoj receptor C5R1, ktory je ¢lenom
rodopsinovej rodiny®™. C5R1 je exprimovany na mnohych bunkach
imunitného systému, ale taktiez i v mnohych bunkach dychacich
ciest’™?®, Gén kodujuci C5R1 sa nachadza na lokuse 19q13.3-
q13.4*"7. Barnes a spol.**® nasli polymorfizmus v prométore génu pre
C5R1. Uskutocnili asociaénu $tadiu tohto polymorfizmu s astmou
alebo fenotypom atopie vtroch rozlicnych Stadiach, avsak
nepozorovali Ziadnu asociaciu k tymto fenotypom . A ¢o viac, nebola
zistena ani zmena promotorovej aktivity asociovatelna s tymto
SNP?®. Je preto nutné uskutoénit’ d’alsie stadie, ktoré definitivne
zhodnotia mieru vplyvu tohto génového lokusu pri vzniku
alergickych ochoreni.

3.2.3.10 chromozom 20q

Prevratni celogonémovi $tadiu predstavuje praca van
Eerdewegha spol.'*®, ktora v skupine 460 strodeneckych péarov
(belosska populacia, kombinovana z US a UK populacie) odhalila 2
peaky voblasti 20ql3 adalSou presnejSou analyzou (vdzbova
analyza, sekvendcia pril'ahlych génov a na zaver asociana analyza
polymorfizmov tychto génov) preukazala asociaciu ADAM33
sastmou a BHR. Tato praca odstartovala mnozstvo replika¢nych
studii ainych §tadii  zaoberajicich sa funkciou ADAM33
v dychacich cestach a pri vzniku astmy.

Vizba lokusu 20q13 k hladine $pecifickych IgE (roztoce)
ik astme (¢i k jej rozlicnym fenotypom) bola neskor potvrdena

i v GWAS pracujucej s 202 australskymi rodinami”.
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3.2.3.11 chromozom Xq

Vel'mi déleziti ulohu v mechanizme spustenia tvorby IgE —
pri indukcii samotného izotypového prepnutia — mé interakcia medzi
CD40 ligandom a jeho receptorom (CD40). Z tohto doévodu bola
Studovana ich uloha pri vzniku alergickej reakcie. Gén pre CD40L sa
nachadza na Xq26.3%'°. Lokus génu pre CD40 je zase v oblasti
20q13.12*"

Uloha interakcie CD40L — CD40 v patogenéze astmy
a pri zapale asociovanom s tvorbou IgE bola skimana na mySacom
modeli stimulovanom antigénom Aspergillus fumigatus. Takéto
mys$i potom vykazovali elevéaciu IgE a eozinofilny zapal v pl'icnych
tkanivach a v materiali z broncho-aleveolarnej lavazi*'?. V. kmetioch
s knock-outovanych jednym alebo druhym génom bola vyznamne
znizena tvorba IgE, zéapal v pltcnych tkanivach vSak pozorovany
nebol. K rozvoju BHR doslo, ale len u mysi s vyradenym génom pre
CD40L*".

3.3 Charakteristika vybranych kandidatskych génov
Posledné 3 desatrocia boli svedkami obrovského pokroku
v molekularne genetickej podstaty vzniku alergickych chordb. Za
toto obdobie doslo k vyraznému nérastu poctu lokusov a nasledne
i génov (kandidatskych ¢i ur¢enych pomocou pozicného klonovanie)
asociovanych s vyskytom astmy a atopickych chorob. V 80. rokoch
minulého storocia sa zacalo so skimanim vplyvu HLA systému na
vznik alergickych ochoreni, napr. Saito a spol.” nasli silna vizbu
niektorych lokusov HLA-B s rodinnym vyskytom astmy, usilovny
vyskum na poli HLA vo vztahu k alergiam pretrvava dodnes. Uplne
novy lokus (11ql13) asociovany s atopiou bol popisany v roku
1989"7. Od tohto okamihu doslo v désledku vizbovych analyz, §tadi
kandidatskych génov i celogenomovych stidii k zvySeniu poctu
asociovanych génov a v roku 1998 tak uz bolo znamych 6 lokusov
spojenych s vyskytom  alergii. S nastupom  modernych
biotechnologii, ukoncenim sekvenacie a resekvenacie celého
ludského gendomu sucasne s extrémnym rozSirenim databaz
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polymorfizmov v fiom, a tym padom i nastupom celogénomovych
studii na kvalitativne i kvantitativne vy$Som stupni doslo k d’alsej
expanzii asociovanych lokusov, v roku 2008 ich bolo zndmych uz
viac nez 200", Medzi gény asociované s astmou v poslednej dobe
tak patria napr. PERLDI asociovany s astmou hned’ niekolkymi
GWAS!"9213255 - ORMDL3 asociovany s detskou astmou?'*?'%, &
GSDMB taktiez spojeny s vyskytom detskej astmy''**'® pricom
tieto 3 gény sa nachadzaji na 17q21.

Asociacia génov je potvrdzovana v replika¢nych Stadiach —
u niektorych génov tieto boli s negativnym vysledkom, asociacia
dalsich génov bola replikovand v 1-2 §tadii. Replikacia v 6-10
Studidch bola uspesnd pre 15 kandidatskych génov a asociacia
s alergickym ochorenim vo viac nez 10 replikacnych $tudiach bola
uskutocnend len v pripade 10 génov. Medzi gény s replikovanou
asociaciou v 6 — 10 studiach patri STAT6 a medzi gény s replikaciou
vo viac nez 10 $tadiach patri zase 4DAM33*"7. Vzhl'adom na tento
fakt sa nasledujtica ¢ast’ bude venovat’ charakteristike tychto 2 génov
avnadvdznosti na to budid v experimentilnej casti popisané
vysledky asociacnej Stadie tychto génov s astmou a atopiou u deti
vybranych z ¢eskej populacie.

3.3.1 STAT6

Atopiu charakterizuje sklon k zvySenym hladinam IgE a to
v reakcii na bezné, neSkodné alergény vonkajSiecho prostredia. Za
tvorbu IgE su zodpovedné plazmocyty (bunky v terminadlnom Stadiu
diferenciacie B buniek). K tvorbe IgE vSak dochadza az po
spolupraci  dvoch signalov — stimulacia B lymfocytov
prostrednictvom IL-4 a zaroven na zéklade pomoci Th2 lymfocytov
prostrednictvom interakcie CD40L (povrch T buniek) s CD40 (B
lymfocyty). U l'udi tak dochadza k izotypovému preskoku a tvorbe
IgE  algG4®™®, pricom prednostnd tvorba IgE moze byt
pravdepodobne ovplyvnena interakciou CD23/CD21%". Expresia
germinalnych transkriptov z génov Ce a Cy4 moze v relativne nizke;j
miere prebichat aj bez stimuldcie prostrednictvom IL-4
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(mechanizmom zavislym od interakcie CD40/CD40L). Dostatocna
tvorba e-GLT a nasledny efektivny izotypovy preSmyk po stimulécii
CDA40 prostrednictvom CD40L na T bunkach je vSak uplne zavisla
od funkénosti STAT6 — v experimentoch so STAT6” myskami bolo
zistené extrémne znizenie tvorby zdrodkovych transkriptov Ce
a Cyl, kompletné porusenie synergizmu signalov z IL4 receptoru
az CD40 au takychto mysiek neboli detekovatelné hladiny IgE**.
A navyse, jeden nedavny experiment popisal zaujimavé pozorovanie,
asice ze nematurované B bunky sa preferencne prepinaju z IgM
priamo na IgE, nez cez IgG1 medzistupen v Gplne diferencovanych
B bunkach®'.

3.3.1.1 Struktira STATG6
STAT6 patri do rodiny proteinov prenasajucich signal

a aktivujucich transkripciu v reakcie na vdzbu ligandu na prislusny
receptor (STAT = zangl. Signal Transducer and Activator of
Transcription). Hou aspol.” vroku 1994 ako prvi uspeine
identifikovali  aklonovali STAT6. Pomocou vyhladavania
v elektronickej databazy 'udskych cDNA a hl'adania homologie k uz
znamym proteinom zrodiny STAT, popisali STAT6 1 Quelle
a spol.”*® a to nezavisle od skupiny okolo Houa. Gén pre STAT6 je
mapovany do oblasti 12q13.3%**, maé velkost o nie¢o véa&sie neZ 19
kb a je zlozeny z 23 exénov*>. Exén &. 1 a proximalna ¢ast’ druhého
exonu tvoria 5'UTR a translécia tak zacina od 22. nukleotida v exone
¢. 2 akonc¢i za 189. nukleotidom v poslednom exoéne, ktory tak tvori
3'UTR. (Obr.11). Transkripciou STAT6 moze vznikat niekol'ko
mRNA izoforiem*****:

e STAT6 — mRNA =zostavena zo vSetkych relevantnych

exonov,

o STAT6a — izoforma bez Casti 3’'UTR,

e STAT6b — forma bez ex6nu ¢.4,

e STAT6c — Cast’ exonu €. 16 je stcast'ou intronu

Neskoér boli popisané eSte dalSie 2 izoformy vznikajice
retenciou intronu: STAT6d obsahuje mimo exénové sekvencie
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iintréon €. 17 a STAT6e obsahuje isekvencie intronov ¢. 17 ac.
18229.

GT repeticie 15324011 153024974 151059513 54559
LR1%)

/1

rs167769 rs324015

1571802646 rs324012 rs841718 rs703817

Obr. 11 Struktira STAT6

Na obrazku je znazornena §truktura STAT6 — 23 exonov, exon 1 a Cast’ exonu 2 tvoria
5"UTR, cast posledného exonu (siva farba) predstavuje 3"'UTR. Na obrazku st d’alej
znazornené 1ipozicie polymorfizmov v STAT6, ktorych asocidcia k hladine IgE
a k astme bola posudzovana najéastejsie.

3.3.1.2 Struktiira STAT6 proteinu

STATG6 patri do rodiny proteinov STAT, ktoru tvori celkovo
7 ¢lenov: STATI1, STAT2, STAT3, STAT4, STATS5a, STAT6D a
STATS6. Vsetky tieto proteiny zdiel'aju homoldgiu v Struktire domén
(Obr. 12) i vdcsiu ¢i mensiu sekvencni homoloégiu. STAT proteiny
tak obsahuju postupne za sebou ulozené N terminalnu doménu,
(NTD), doménu viazucu sa na DNA (DBD), doménu podobnu SH3,
SH2 podobni doménu a transaktivaénii doménu na C konci*’.
Retazec STAT6 je tvoreny celkovo 847 aminokyselinami.

N terminalna doména ma tvar tzv. zapletenej cievky (CCD
— zangl. coiled coil domain). Prvych 130 aminokyselin v tejto
doméne je silne konzervovanych medzi proteinmi rodiny STAT
atato Cast proteinu prestavuje doleziti funkciu v dimér -
dimérovych interakciach, pri tetramerizacii medzi dimérmi STAT
anaslednej spolupraci pri vizbe k DNA®'*2  V tejto oblasti sa
taktiez nachadza Arg v pozicii 32, ktory je zasadny pre metylaciu
STATS6. V pripade mutacie postihujicej prave tento arginin alebo pri

71



inhibicii jeho metylacie dochadza k uplnému zruseniu fosforylacie,
transportu do jadra a vizby STAT6 na DNA™,

Oblast DBD je taktiez pomerne vysoko konzervovany
medzi proteinmi STAT rodiny asluzi knaviazaniu na GAS
sekvencie®'. GAS su sekvencie DNA aktivované vseobecne
v odpovedi na signalizaciu iniciovanui INFy.

641
cCcD DBD SH3 SH2 TAD

— N |

1 268 448 553 632 677 r \ 847
Obr. 12. Struktira proteinu STAT6

Obrazok zobrazuje §truktira STAT6 — zlozenie vlastnych domén je spoloéné pre
vSetky proteiny zrodiny STAT. CCD — doména zapletenej cievky (coiled coil
domain), DBD — DNA viazuca doména, SH3 — doména s podobnost'ou k SH3, SH3 —
doména so sekvencnou podobnostou k SH2, TAD — transaktiva¢na doména. Y641 —
tyrozin v pozicii 641, ktory je v pripade STAT6 dolezita ulohu, je fosforylovany
anasledne umoznuje dimerizaciu. CBP a NCoA-1 — koaktivatory SAT6, pricom
¢iernou zvislou Ciarou v TAD st znazornené dve Casti, ktoré maji rozdielnu, pritom
ale doleziti funkciu pri transaktivacii, viazu CBP a NCoA-1. Cisla predstavuji
oznacenie poradia aminokyselin v STAT6 na rozhrani jednotlivych domén.
Podrobnosti vid’ text.

Domény SH3 sa vo vSeobecnosti nazyvaji molekularne
suché zipsy, nakol’ko maji schopnost’ interagovat’ s oblastami
bohatymi na prolin®*****. Konzervovana doména s homoldgiou k Src
typ 2 je schopna asociovat’ s receptorom pre cytokin a interagovat’
s proteinmi obsahujticimi fosfotyrozin a tym padom moze dochadzat’
k dimerizacii s d’alsim STAT a ovplyvitovat' transaktivaciu®®*".
Doména TAD ma dve rozdielne oblasti, pricom pritomnost’ obidvoch
je dolezita pre transaktivaciu. Cast’ tejto domény blizsia k N koncu
bielkoviny spolupracuje s CBP (protein viazuci CREB) a distalna
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Cast’ (blizsia k C konci) interaguje s NCoAl(koaktivator jadrového
receptoru 1, c¢len pl60/SRC rodiny koaktivatorov)., ktory je
$pecifickym STAT6 koaktivatorom™®. Vizba oboch je délezita pre
uplne funkénu transaktivaciu.

3.3.1.3 Funkcia STAT6 proteinu

STAT6 ma dolezitt ulohu vo funkciach T buniek a zaroven
ipri diferenciacii smerom k Th2 bunkdm apri proliferécii
stimulovanej IL-4. Rdzne aspekty vplyvu STAT6 v T bunkéach,
i postihnutie tvorby samotnych IL-4 alL-13 boli demonstrované
v experimentoch s STAT6” myskach®*?*'. STAT6 mimo iné
ovplyviluje iexpresiu Gata3, ktory je zdsadnym faktorom
v diferenciacii smerom k Th2 bunkdm***. V B bunkéach je STAT6
zodpovedny za tvorbu buniek v spolupraci zo signalizaciou
aktivovaného CD40*° a hladiny IgE boli vyznamne redukované
v mySom STAT6” modeli po alergénnej senzibilizacii**>*'. Expresia
réznych molekul B buniek, ktoré hraju délezitti funkciu v procese
spracovania antigénu (za situacie, ked’ B bunka sa su¢asne chova ako
APC), je taktieZz indukovana IL-4, signal ktorého prenasa prave
STAT6 — jedna sa mimo iné o HLA II. triedy, CD80 a CD86>%**!,
No a vneposlednom rade IL-4 prostrednictvom signalizacie cez
STAT6 ma doélezitu ulohu v zachrane B buniek od programovanej
smrti’?. STAT6 sa uplatiiuje i mimo B a T bunky. Zidastiuje sa
difereciacie alternativne aktivovanych makrofagov prostrednictvom
IL-4 stimulcie a sprostredkovava v nich expresiu génov indukovanu
IL-13%**%%,V dentritickych bunkach vyvolava tvorbu IL-12, ktory je
dolezity pre Thl imunologické pochody a znizuje produkciu IL-
10**®. V bunkéch prsnych Zliaz zase v IL-4/IL-13/STAT6 dréhe
indukuje vyvoj luminalneho epitelu®”’. V dychacich cestach je zase
zapojeny do signalnej drahy spustanej IL-13, ktoré ovplyviiuje vznik
BHR*.
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IL-4 receptor IL-4 receptor IL-13 receptor
typ 1 typ 2 typ 2

IL4Re 1y IL4Ra IL-13Ra1 IL-13Re2

=

Obr. 13. Struktira IL-4 / IL-13 receptorov

Receptor pre IL-4 patri do skupiny cytokinovych receptorov typu 1, pre ktoré je
charakteristickd pritomnost extracelularne ulozenych 4 konzervovanych cysteinov
(Cys) a WSXWX motivu. V intracelularnej Casti sa nachadzaji 2 domény limitovane;j
homologie medzi cytokinovymi receptormi typu I, nazyvaji sa box 1 (blizSie
k cytoplazmatickej membrane, je zlozeny z 8 aminokyselin a bohaty na prolin) a box
2. Box 1 suvisi viacej s aktivaciou receptoru, box2 viacej s asociaciou s JAK — tie sa

sem viazu prostrednictvom svojej N koncovej &asti*™

. Vysvetlivky: IL-4Ra - retazec
$pecificky pre vdzbu IL-4; IL-13Ral — retazec Specificky pre IL-13; IL-13Ra2 —
retazec klamlivého receptoru pre IL-13 (typ 2 receptor pre IL-13); JAK1, JAK3,
TYKI1 — kinazy zo skupiny JAK; IRS-2 — protein substratu pre inzulinovy receptor 2,
ktory aktivuje drahy vedtce k proliferacii atiez fosforyluje DNA viazuci protein
HMG-I/Y (moduluje transkripciu v lokuse Ce); SHC — SH2 obsahujuci transformujtci
protein, je tzv. adaptorovy protein, ktory aktivuje MAPK signalnu drahu; oba tieto
proteiny interaguju s tyrozinom v pozicii 497, SHP-1 (SH2 obsahujuca tyrozin
fosfataza 1) — viaZze sa na piaty na obrazku znazorneny tyrozin a negativne reguluje

signalizaciu tymto receptorom®>.

3.3.1.4 Signalna draha STAT6
Ako uz bolo naznacené, tak STAT6 je zapojeny do
signalnej drahy indukovanej IL-4 alebo IL-13. Receptor pre IL-4
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patri do skupiny cytokinovych receptorov typu 1M Pretfad 249 qy 4
ma moznost’ signalizovat’ prostrednictvom 2 receptorov (Obr. 13).

i

<<€ =<

=

STATE

Obr. 14 1IL-4 - STAT6 signalna draha.

Na obrazku je znazornena signalna draha IL-4 — STAT6, farebné znacenie zodpoveda
obrazku ¢. 13. Po naviazani IL-4 na jeho Specificky receptorovy retazec dochadza
k dimerizacii receptoru, ten sa aktivuje, dochadza k vzajomnej transfosforylacii kinaz
JAK a tie vytvoria dokovacie miesto pre STAT6. Dochadza k fosforylacii STAT6, ten
sa nasledne dimérizuje, translokuje do jadra, kde sa viaze na STAT6 Specifické
sekvencie (GAS elementy) a v komplexe s nuklearnymi faktormi sptst’a transkripciu.

Typ 1 IL-4 receptoru je zloZzeny zIL4-Ro ayc retazca
(bezny retazec cytokinovych receptorov) aje Specificky prave pre
IL-4. Je exprimovany hlavne v hematopoetickych bunkach, na T i B
bunkach. Typ 2 receptor (taktiez zvany i receptor typ pre IL-13) je
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spolo¢ény pre IL-4 iIL-13, je zlozeny z IL4-Ra alL-
13Ral. Nachadza na povrchu roznych buniek, z lymfocytov ho vSak
exprimuju len B bunky. Druhy receptor pre IL-13 je zlozeny z IL-
1302 retazca, ktorému chyba intracelularna cast’ atak neprendsa
signal — funguje ako ,.klamlivy* (decoy) receptor a reguluje tak IL-
13 indukovanu signalizaciu®**".

IL-4 S$pecificky rozpoznava IL-4Ro. apreto typ 1 IL-4
receptoru viaze len IL-4. Po jeho naviazani dojde k dimérizacii
receptorovych jednotiek (IL-4Ro syc retazcom) ¢im dochadza
k tesnému priblizeniu sa kinaz triedy JAK. JAK1 je asociovana s IL-
4Ro a JAK3 je asociovana s yc retazcom. V reakcii na toto JAK
fosforyluji samé seba alebo seba navzajom. Aktivované JAK
nasledne fosforyluju Specifické tyroziny IL-4Ra retazca, jedna sa
konkrétne o Y575, Y603 a Y6033 Tl'udského IL-4 receptoru. Tieto
tyroziny predstavuju ,,pristavné / dokové miesto” pre STAT6, ktory
sa sreceptorom asociuje prostrednictvom jeho SH2 domény
a dochadza tak k fosforylacii konzervovaného Y641. V d’alSom
kroku dochadza k dimérizacii STAT6 monomérov — fosforylovany
Y641 jedného STAT6 interaguje s doménou SH2 druhého
monoméru. Diméry STAT6 st nasledne prenesené do jadra a viazu
sa na GAS elementy (sekvencie aktivované IFNy), v pripade STAT6
dochadza k rozpoznaniu TTCN,GAA sekvencie?"Prehfad 251:254. prehfad
5 Tato konsenzusova sekvencia pre STAT6 modze uprostred
obsahovat’ 3 alebo 4 nukleotidovy medzernik®**’. Dal§im
spresnenim sa zistilo, Ze na zaklade palyndromového rozsirenia
konsenzusovej sekvencie, moze STAT6 rozliSovat’ tieto sekvencie:
TTC CNNG GAA a TTC ANNT GAA pre miesta so sekvenciami
obsahujicimi 4 nukleotidy uprostred, a d’alej CTTC NNN(N) GAAG
a TTTC NNN(N) GAAA s 3 alebo 4 nukleotidmi uprostred™ "4 22%,
Celogenomova analyza skiimajiica gény regulované STAT6 zistila,
ze vT bunkach az 79% miest pre vdzbu STAT6 obsahovalo
konsenzusové sekvencie — 50% znich obsahovalo 4 nukleotidovy
medzernik a23% ich obsahovalo 3 nukleotidovy medzernik®®.
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STAT6 teda omnoho viacej preferuje sekvenciu s 4 nukleotidovym
medzernikom, priCom ziadny z dalSich testovanych STAT sa na
takuto sekvenciu neviazal®’. Zaroven bolo zistené, Ze 66%
vézbovych miest pre STAT6 sa nachddza vo vnutri génov (hlavne
v prvych dvoch intrénoch), zvySok je pred Startom alebo za koncom

transkripéného miesta®®.

3.3.1.5 Aktivacia transkripcie zavislej na STAT6

I ked STAT6 je Specificky faktor potrebny k spusteniu
tvorby IgE, len jeho samostatné naviazanie sa do oblasti prométora
Ce nestaCi, je nutnd vézba aspoluprdca s d’alS$imi jadrovymi
a transkripénymi faktormi. V oblasti o rozsahu 20 — 90 nukleotidov
pred Ie exénom sa nachadzaju postupne IL-4 reponzibilny element
(IL-4RE - miesto naviazania pre STAT6 so $pecifickou TTCN,GAA
sekvenciou), miesto pro PU.1, dve miesta pre naviazanic NF-kB
(NF-xB1 a NF-kB2) a miesto pre BSAP. Pred vdzbovym miestom
pre STATG je eSte miesto pre naviazanie sa C/EBP-B, v pozicii -105
— -96 pred miestom zaciatku transkripcie €GLT. Samotna
transkripcia je vysledkom funkéné synergie medzi STAT6 a C/EBP-
B, tato je zavisla na interakcii ich TAD iked priama interakcie
STAT6 C/EBP-B nebola dolozena. Pritomnost C/EBP-B
pravdepodobne poméha stabilizovat’ vizbu STATEP™ 242,

Ce promotor je tiez aktivovany i signalizaciu z CD40 —
pomocou NF-kB. Jedna sa o skupiny transkripénych faktorov, ktoré
synergicky s STAT6 aktivuju transkripciu, priCom neporusené
vazbové miesta v Ce si nevyhnutné pre transkripciu. Tieto faktory
pravdepodobne zvysuju afinitu STAT6 k IL-4RE a fyzicky priamo
kontaktuju STAT6. Do prvého miesta (NF-kB1, proximalne od 1L4-
RE) sa viaze klasicky komplex NF-kB =zlozeny zp50/65
heterodimérov a do druhého miesta (NF-kB2) sa viaze heterodimér
p50/relB***°. V experimente zameranom na Ce promoétor bolo
zistené, ze bodova mutacia v mieste pre NF-kB2 vedie k vyraznému
znizeniu odpovede na stimulacii IL-4, obdobna mutacia v NF-kB1
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naopak aktivitu promdtora zvysila. NF-kB2 ma teda dodlezity
vyznam, ale pre spustenie transkripcie musi interagovat so
STAT6*®. Transkripciu podporuje i BSAP, pri jeho over-expresii
dochadza k zvyenému IgE izotypovému preskoku®®'. Promotor je
taktiez regulovany transkripénym faktorom PU.1, Specifickym pre
monocyty, ktory spolupracuje so STAT6. Miesto pre PU.1 sa
nachadza pred NF-kBI1, pricom ich vizbové miesta sa CiastoCne
prekryvaju (sekvencia GGGAA). Mutéacia miesta pre PU.1 alebo pre
NF-kB2 nemala ziadny alebo len minimalny vplyv na transkripciu
po stimulacii IL-4, mutacia oboch miest zaroven zrusilo vplyv IL-4
na transkripciu®.

Jednou z hlavnych tuloh transkripénych faktorov je prilakat’
Specifické transkripéné faktory, ktoré modifikdciou histonov
podporuju transkripciu a premostuji enhancér s transkripénym
komplexom — dochadza tak k tvorbe tvz. enhaceozému. Za beznych
okolnosti je na oblast’ IL-4RE naviazany PARP-14, ¢len rodiny poly-
ADP ribéza polymeraz, ktory na seba viaze histon deacetylazy
HDAC?2 a 3. V tomto stave je gén neaktivny. Po naviazani sa STAT6
na IL-4RE, modifuje PARP-14 seba i HDAC2, HDAC3 (a navyse
i pritomny p100), dochadza k ich disociacii, ¢im umoziuju aktivaciu
génu. STAT6 nasledne prilaka koaktivaéné proteiny komplexu
p300/CBP pricom s CBP asociuje pomocou svojej C terminalnej
Casti®. V enhaceozome sa taktiez nachadzaju i koaktivatory patriace
do skupiny jadrovych koaktivatorov pl160 steroidového receptora
(NCoA), vpripade STAT6 sa jedna o NCoAl, interagujuci s C
terminalnou doménou STAT a tato asociacia je zavisla na LXXLL
motive TAD v STAT6*”. Na koaktivacii transkripcie riadenej
STAT6 sa nepriamo zucastiiuje i NCoA3, ktory sa neviaze na STA6
ale na p300. V tomto komplexe sa nachadzaji iuz spomenuty
pl00/SND1 (obsahujuci stafylokokovii nukleazovl a tudorova
doménu 1) a RNA helikaza A (rekrutovana prostrednictvom SNDI),
ktora je naviazana prave na p100. Protein p100 pomocou svojej SN-
podobnej domény interaguje s TAD STAT6 a taktiez asociuje
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svelkou podjednotkou RNA polymerézy II, &im vytvara
premostenie medzi komplexom polymerazy a STAT6>*642%,

3.3.1.6 Polymorfizmy v STAT6

V roku 1996 bola prvy krat popisana asociacia lokusu 12q
s hladinou celkovych IgE a s astmou'®. Od tej doby bola venovana
velka pozornost’ vyskumu vplyvu polymorfizmov a ich haplotypov
v STAT6 na hladinu IgE a vyskyt astmy, ¢o potvrdzuje i fakt, Ze
STATG6 patri do skupiny niekol’ko malo génov, u ktorych bola tato
asocidcia potvrdend v 6 — 10 replika¢nych §tadiach?'’.

Neprekladanéd oblast’ STAT6 na 5konci obsahuje niekol’ko
polymorfizmov, do centra pozornosti sa dostali napriklad GT
repeticie (rs71802646) popisané Tamurom a spol.*®® v Japonskej
populacii, kde alela nestica 13 GT opakovani (a hlavne potom
13/15GT heterozygotny genotyp) bola asociovand s vyskytom
alergickych chor6b (astma, atopicky ekzém a potravinova
anafylaxia). Alela (GT);; vS8ak v Japonskej populacii nebola
asociovana s hladinou IgE. V nemeckej populacii zase (GT),; alela
vykazovala trend zvySovat hladinu IgE, d’alej mala signifikantny
vplyv na eozinofiliu, avSak s astmou alebo BHR nebola tato alela
asociovana®®’. V britskej populacii bola alela (GT)3 v asociacii
s atopickou astmou no a alela (GT);s bola reciprocne vyrazne
CastejSou medzi osobami s neatopickou astmou’®. Nagarkatti
a Ghosh®® popisali d’alii GT repetiény polymorfizmus v STAT6
promotore, oznacili ho ako R1 a d’alej popisali alelové frekvencie
GT polymorfizmu v exéne €. 1 STAT6 (ten si oznacili ako R3).
V naslednej §tadii na$li Nagarkatti a spol.”® asociaciu 16 GT
repeticii v R3 a 15 GT repeticii v R1 s astmou v indickej populacii.
16 repeticii GT v R3 malo negativnu asociaciu v indickej populacii.
Funké&nou analyzou Gao a spol.”® zistili, ze (GT);5 alela v exone ¢&. 1
(lokus R3) vykazovala najvyssiu promotorova aktivitu v porovnani
s krat§imi ¢i dlh§imi alelami. Zaroven vyslovili hypotézu, ze ¢im
dlhsia alela, tym moze mat’ relativne stabilnejSiu vézbu na nukledrne
faktory. S prihliadnutim k efektu GT repeticii v inych génoch, Gao
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aspol”® vyslovili domnienku, Ze tieto repeticie by mohli
ovplyvilovat’ formaciu sekunddrnych Struktir DNA a teda i viazanie
transkripénych faktorov.

Celogénovym sekvenovanim odhalili Duetschova a spo
(mimo iné) i 3 polymorfizmy v introne €. 2: rs167769, rs324012 and
rs324011. I ked ani jeden znich nebol asociovany s astmou, tak
polymorfizmus rs324011 bol asociovany s hladinou IgE
v nemeckych populaciach’*?7*?"! aviak nie vo finskej populacii*’™>.
Vplyv tohto polymorfizmu skimali i Huang a spol.*”
s hladinou S$pecifickych IgE nenasli. Prekvapivo vsSak popisali
asociaciu alely C (normdlna ,,wild type* alela) s alergiou na penicilin
a s urtikou. Schedel a spol.*”’ vo svojej praci po&itatovou analyzou
sekvencii STAT6 zistili, ze vintrone ¢. 2 sa nachadzaju 2

26
1.267

, asociaciu

pravdepodobné miesta pre vdzbu NF-xB a polymorfna alela
rs324011 SNP je zodpovedna za tvorbu distalnejSiecho z nich.
V naslednej funkénej $tadii preukazali, Ze tato alela je zodpovedna
za zvysenu tvorbu IgE™.

Leung aspol”” posudzovali asocidciu polymorfizmov
piatich génov s vyskytom astmy vich populacii a vySetrovali
i polymorfizmy T1309C (rs841718) a C1507T (rs3024974)
v STAT6. Polymorfizmus C1507T svyznamnou mierou V tejto
populacii ovplyviioval pokles FEV1 (spirometrické merania boli
uskutoénené s rocnym odstupom). Tento SNP v8ak nebol v asociacii
s IgE v &inskej populacii v predchadzajucej $tadii tychto autorov?”
a ani v belogskych populaciach nemeckého povodu®”. Avsak dalsia
Studia na nemeckej populacii popisala slabo signifikantny vplyv
T1309C a silny vplyv C1507T na hladinu IgE*”’.

Polymorfizmy, ktoré by eventudlne mohli ovplyviovat
STAT6 funkciu sa nachadzaji i v 3'UTR. Duetsch a spol.”®” skiimali
5 takychto polymorfizmov, pri¢om zistili vyznamn( vézbu
3"'UTRSNP3 (rs1059513) s BHR a 3'UTRSNP4 (rs4559) s hladinou
IgE. V populécii Cinskych deti nebola najdend ziadna asociacia
s astmou, bola vsak zistend vyznamna interakcia medzi tromi SNP -
GT repeticie v introne ¢. 1, C258T (rs4559) a T710C (rs324015)
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v &inskej populacii’’®. Vo framingtonskej GWAS §tadii bol najdeny

signifikantny vplyv rs1059513 na dysregulaciu IgE*"".

V tejto oblasti sa nachadza eSte jeden, extenzivne skumany
polymorfizmus - 2964 G>A SNP (rs324015). Gao aspol.”® ho
asociovali s hladinou IgE alebo miernou atopickou astmou
v japonskej populacii, avSak bez asociacie zostal tento
polymorfizmus v pripade vyznamnej astmy (deti i dospelych) a to
v japonskej i britskej populacii. V japonskej populacii bol v§ak tento
polymorfizmus asociovany s eozinofiliou, detskym atopickym
ekzémom a potravinovou alergiou®”. V populacii britskych deti
taktiez nebola potvrdena asocidcia s hladinou IgE, bola zato ale
najdend vyznamna spojitost s potravinovou alergiou proti
orieskom™™. Naproti tomu, Ziadna asociacia nebola najdena s astmou
i atopiou v nemeckej, &inskej alebo finskej populacii’®’*"***!,
Vzhladom na tieto vysledky mozno predpokladat najviac tak
nepriamy vplyv polymorfizmov v 3"UTR na STAT6"™®.

3.3.2 ADAM33

ADAMS33 je prvym génom asociovanym s vyskytom astmy,
ktory bol identifikovany pomocou pozi¢ného klonovania, na zéklade
vysledkov predchadzajucej celogendmovej asociagnej §tadie'*.
Uloha ADAM33 v patogenéze astmy bola nasledne extenzivne
Studovana, samotny ADAM33 patri medzi niekol’ko malo génov,
ktorych asociacia s astmou bola uspesne replikované vo viac nez 10
replikaénych tadiach®'’. Jeho délezitu tlohu pri vzniku astmy alebo
BHR =zvyraznuje aj jeho expresia v dychacich cestach a dalej
ivyznam pri embryonalnom vyvoji dychacej ststavy — je
preferencne exprimovany v plicach v priebehu tzv. ,vetviacej” sa
morfogenézy (branching morphogenesis) a sugestivne tak ma
dolezita ulohu v EMTU.

3.3.2.1 Struktiira ADAM33

ADAM33 patri do rodiny priblizné 40 proteinov
s dizintegrinovou a metaloproteindazovou aktivitou (z angl. A
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Disintegrin And Metalloproteinase), ktoré sa zcastiuju réznych
biologickych procesov. Samotny gén pre ADAM33 sa nachadza
v oblasti 20p13 a je tvoreny 22 exoéonmi, ktoré su prerusené 21
intronmi a dlhy viac nez 14 kb. Cela kodujuca sekvencia dohromady
méa dizku 2541bp, z &oho 87bp tvori 5'UTR a 2442 bp koduje
vlastnti sekvenciu ADAM33 o dizke 813 aminokyselin®*,

Iked sa exdony (a analogicky potom 1iintrony) podla
systematického pristupu oznac¢uju ¢islom vzostupne v smere 5'— 37,
tak ADAM33 z tohto pohladu predstavuje vynimku. V dobe objavu
ADAM33 apopisu jeho Struktiry si autori oznacili exony
vuvedenom smerovani pomocou pismeniek abecedy'’’. Podla
klasického (systematického) postupu majl i introny svoje oznacenie
— dohodou sa introny oznacuju skratkou IVS, za ktorou sa pripoji
Cislo exonu, po ktorom dany intrén bezprostredne nasleduje.
V pripade ADAM33 sa introny oznaCuju kombinaciou pismeniek
oznacujucich exony, medzi ktorymi dany intron lezi. S vyuZzitim
tohto postupu potom napr. medzi exénmi ,,S“ a ,, T lezi intrén ,, ST
(Obr.15). Toto oznacenie, iked zpohladu sucasne platnej
nomenklatury v molekularnej genetiky ,,netradi¢né®, sa vzilo a stale
sa pouziva. Toto je vidiet hlavne v pripade oznacovania
polymorfizmov, ktoré je doposial silne vzité a pouzivané, kedy
meno polymorfizmu je tvorené pismenom oznacujicim exon/intron,
v ktorom sa nachadza, s pripojenim ¢isla podla polohy, v ktorej st
tieto polymorfizmy postupne v rade za sebou ulozené v sekvencii
génu (Obr. 15).

3.3.2.2 Struktiira ADAM33 proteinu

ADAM33 patri do rodiny ADAM proteinov, ktora tvori
podskupinu super rodiny metaloproteinaz zavislych od Zn®*. Svoj
nazov maji odvodeny od 2 funkénych domén (dizintegrinova
a metaloprotedzovad domény), ktoré zdiel'aju so svojimi najbliz§imi
pribuznymi — PIII trieda metaloproteindz hadieho jedu (SVMP).
Vsetky proteiny skupiny ADAM majii rovnakil organiziciu,
obsahuju signalnu sekvenciu, prodoménu a domény: katalyticku
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(metaloproteazovu), dizintegrinova, na cystein bohati, EGF
(epidermdlny  rastovy  faktor) podobnu, transmembranovu
a cytoplazmatickti (obr. 16). Tak ako iniektoré dalsie ADAM
proteiny, tak i ADAM33 obsahuje konsenzusovy sekvencny motiv
HEXGHXXGXXHD pre vizbu zinku vich metaloproteindzovej

doméne, ktory je potrebny pre ich katalyticku aktivitu®**,
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Obr. 15. Organizacia ADAM33 a jeho polymorfizmy.

Na obrazku je znizornené $truktira exénov a intrénov ADAM33. Dalej je oznadena
pozicia polymorfizmov, ktor¢ boli asto sledované v replikacnych $tidiach a ktorych
asociacia sa zaroven posudzovala v ¢eskej populacii.

Signalna sekvencia je umiestnena na N — konci proteinu a je
dolezita pre nasmerovanie ADAM proteinov do sekrétorickych drah.
Prodoména nasleduje hned’ za signalnou sekvenciou a je dolezita pre
maturaciu ADAM bielkovin. Primarnou funkciou prodomény je
udrovat’ metaloproteazovi doménu v inaktivnom stave. Cini tak
prostrednictvom cysteinového preskoku, kedy konzervovany cystein
prodomény interaguje s aktivnym miestom proteinu pre zinok.
Sekundarnou ulohou prodomény je funkcia Saperonu aje tak
zodpovedna za poskladanie ADAM proteinu do spravnej
konformacie, ¢o sa tyka hlavne metaloprotedzovej domény.
Metaloproteazova doména (MP) ADAM33 je aktivna, ma
proteolyticku aktivitu. Jej aktivne miesto obsahuje atomy zinku
avody potrebné pre hydrolytické procesy a tieto molekuly su vo
vzajomnej koordinacii s 3 konzervovanymi histidinmi a distalnejsie
uloZzenym metioninom. Katalytické miesto MP je do velkej miery
konzervované, iked je ukazdého aktivnecho ADAM trochu ind —
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tento rozdiel v Struktire by mohol shvisiet so substratovou
$pecifickostou®. Medzi substraty ADAM33 patri mimo iné i napr.
beta amyloidny prekurzor APP*.

Dizintegrinova doména (DD) ma svoj nazov odvodeny od
toho, Ze je taktiez pritomna v Struktire SVMP, kde su zapojené do
vézby integrinovych receptorov krvnych dosti¢iek. Blokovanim
tychto receptorov nedochadza k vidzbe ich prirodzenych ligandov
ako je napriklad fibronektin, ¢o vedie k inhibicii tvorby agregacie
dosti¢iek v mieste poranenia. Za interakciu s fibronektinom je
zodpovedna konsenzusova RGD sekvencia 13 aminokyselin v tzv.
dizintegrinovej slucke a mnoho ADAM proteinov zdiel'a RX6DEVF
sekvenciu. Vacsina ADAM proteinov sa moze vd’aka tejto sekvencii
viazat’ na o931 integriny. Interakcia s tymito integrinmi ma vyznam
vo fuzii buniek, ako bolo zistené napriklad v pripade ADAMI2 a
a9B1 v procese diferenciacie myogénnych prekurzorov. Vyznam
EGF podobnej domény a domény bohatej na cystein (CRD) nie je
uplne jasny. Je vSak pravdepodobné, ze CRD dopliiuje funkéne DD
a zaroveni by mohla dodavat’ S$pecifickost’ interakciam riadenym
pomocou DD. Pri posudzovani vlastnosti CRD ma vSak
pravdepodobne najvacsi vyznam jej schopnost fungovat ako
Specificky ligand pre syndekany (adhézne molekuly). Predpoklada
sa, ze 1 EGF podobna doména by mohla mat vyznam v bunkovej
adhézii. Cytoplazmaticky koniec ADAM proteinov je silne
variabilny v sekvencii idiZke a predpokladd sa, ¢ ma ulohu
v regulacii metaloprotedzovej aktivity abunkovej signalizacie
riadenej z vnutra buniek smerom von alebo v kontrole maturacie
a subcelularnej lokalizécie tychto proteinov®®. Zaroveti moéze
predstavovat’  vizbové miesto pre proteiny  asociované
s cytoskeletom®™.
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Obriazok 16. Struktira proteinu ADAM33

Obrazok znazorfuje Struktaru ADAMS33 vo vztahu k odpovedajicim exénom
ADAM33, ktoré kéduji jednotlivé domény. Cisla oznadujii poradia aminokyselin na
rozhrani domén, je znazornend i3'UTR. Cervena hviezda oznaGuje miesto vizby
zinku a miesto konsenzusovej sekvencie je pod¢iarknuté. MD — metaloproteazova
doména, DD — dizintegrinovda doména, CRD — doména bohata na cystein, EF —
doména s podobnost'ou k EGF, TD — transmembranova doména.

3.3.2.3 Isoformy ADAM33 a mozné funkcie proteinu ADAM33

ADAM33 ma niekol’ko izoforiem. Medzi hlavné patri o-
izoforma, ktora je vytvorena podla celej cDNA. Naproti tomu [3-
forma je vytvorend na zaklade alternativnoho zostrihu s vynechanim
exonu ¢. 17 (exon Q), v dosledku ¢oho v tejto forme chyba 26
aminokyselin na rozhrani CRD a EGF podobnej domény**. Dalsou
(predpokladanou) izoformou je pravdepodobne sekrétovana varianta,
sADAM33, ktora vznika deléciou 37 bp v exéne R, ¢im dochadza
k posunu ¢itacicho ramca a vznikd protein bez transmembranovej
jednotky.

Expresia ADAM33 bola pozorovana v rozli¢nych l'udskych
tkanivach (mimo tkanivo pecene), no relativne najvyssia expresia pri
vySetreni adultnych tkaniv bola zistend v plucach, slezine, cievach
a placente”™. V dychacich cestich je expresia ADAM33 obmedzena
na mezenchymové bunky a uz Eerdewegh aspol.'” pozorovali
pritomnost ADAM33 len v plicnych fibroblastoch a hladkom
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svalstve bronchov, avSak nie v epitelidlnych bunkach. Nortern
blotovou analyzou objavili pritomnost” dvoch transkriptov o velkosti
5 a3,5 kb. 5kb transkript nebol pritomny v cytoplazme a preto
pravdepodobne predstavuje formu s nevystrihnutymi intrénmi,
nakolko 3,5 kb produkt obsahuje vsetky exony ADAM33.

. (1] ) L~ ¥ [ ] L !
5§ D CED DD EFD TD CD

1 A BD P R STU V

2 A B C R S TU VW

5 ABCD M N OP QR S TU

6 A BCD M N O P QR S TU V

Obr. 17. Varianty ADAM33

Vysvetlivky: SS — signalna sekvencia; PD — prodoména; CRD na cystein bohata
doména; DD — dizintegrinova doména; EPD — doména s podobnost'ou k EGF; TD —
transmembranova doména; CD — cytoplazmatickd doména (upravené podl'a Holgate
ST a spol.2%).

S vyskytom astmy boli spojené i intrénové polymorfizmy
v ADAM33, ¢o logicky viedlo k predpokladu, Zze by mohli
ovplyvitovat' zostrih génu atak ovplyviiovat jeho expresiu, ¢i
popripade viest k vzniku réznych izoforiem ADAM33. Tato
hypotéza viedla k Cinorodému vyskumu zameranému na miesto
expresie 1 pritomnost’ izoforiem ADAM33. Mimo prvé dve hlavné
izoformy o a p*™, bola v expresnej analyze vzoriek z bronchialnej
biopsii zistend pritomnost’ i d’al§ich izoforiem ADAM33. Powell a
spol® v nej pozorovali pritomnost’ 2 foriem ADAM33 obsahujtcich
dlhy D ex6n — ten bol predizeny pritomnostou 39 bp, &im sekvencia
prodomény bola obohatena o 13 aminokyselin. Obom variantom
ADAM33 vsak chybala funkéna MD. Dalgia analyza zamerana na
pritomnost’ jednotlivych  ex6nov / domén odhalila zaujimavu
skutocnost’ asice, Ze izoformy s takmer kompletnym retazcom
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obsahujuce i MD st exprimované len v malej miere. A navyse, napr.
mRNA pre predpokladanti SADAM33 formu tvorila len priblizne 2%
zo vSetkych izoforiem detegovanych v pltucnych fibroblastoch.
Vsetky novo identifikované izoformy ADAM33 nekddovali funként
MD (Obrazok 17). Proximélna cast MD (exony G aH) bola
pritomné len v izoformach s dlhym exénom D a funk¢éna MD bola
pritomné len u menej nez 5% vietkych detegovanych izoforiem.
Analyza mRNA transkriptov A4DAM33 v cytoplazme a jadre
priniesla d’al$i zaujimavy poznatok, pretoze az 90% vSetkych
transkriptov sa nachadzalo v jadre. V cytoplazme sa vo viéSom
mnozstve nachddzala mRNA pre izoformy kdédujliice proteiny s MD
adalej bol detegovany iamplikon zodpovedajuci sADAM33.
V cytoplazme nebola detegovand forma s dlhym exénom D — tato
bola len v jadre a vykazovala pomerne dlhy zivotny poléas a bude
tak najskor predstavovat jadrova zostrihovi predformu. Dalsie
detegované izoformy mali relativne rovnaké zastipenie v oboch
sledovanych kompartmentoch. Western blotova analyza bola vyuzita
k zisteniu, ¢i detegované mRNA st i translatované. Pomocou tejto
analyzy bola zistend pritomnost 120 kD bielkoviny (nematurovany
produkt) a dalej bielkovin o velkosti 100 kD (odpovedajuce;j
maturovanému proteinu), 37 kD - najCastejSia z foriem bez MD
(zodpovedd klonu 1 zobr. 17) anakoniec skupina bielkovin
o velkosti 50 — 60 kD, ktoré zodpovedali klonom 3 — 6 (obr. 17)
s chybajucou funkénou MD. B-forma 4ADAM33 tvorila az 30%
vSetkych transkriptov a mala rovnomerné zastupenie v cytoplazme
i jadre™. Je zndma svojou moznostou inhibicie maturdcie ADAM33
ateda by mohla mat dominantne negativny efekt na protedzovu
aktivitu™. Analogicky k situcii s ADAMI19, by izoforma bez
signalnej sekvencie mohla mat vlastnost cytoplazmatickej
lokalizacie”. Zostrihové varianty, ktorym chybaju prodoména
a MD, su Struktarne podobné syntetickému ADAM12-S, ktory je in
vivo schopny vyvolavat’ myogenézu™'.

Tento autorsky kolektiv nasledne S$tudoval vyznam
ADAM33 pri vzniku astmy, sledovali jeho expresiu v zdravych,
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astmatickych a fetalnych  placach®’. Ttato &tadia odhalila
pritomnost’ viacerych izoforiem ADAM33, jednalo sa o formy
s hmotnostou 22, 37, 50 a65 kD, pravdepodobnd sADAM33
izoforma vSak v cytoplazme nebola najdend. Analyza materialu
z fetalnych pliuc nasla navyse este 25 kD formu®’. V hladkej
svalovine dychacich ciest boli detegované i formy o a 3, pricom 3
forma bola pritomnd v mensej miere v porovnani s predchadzajiicom
experimente, ktory ale §tudoval primarne  fibroblasty®*.
Imunohistochemické vysetrenie materialu z bronchialnych biopsii
lokalizovalo u dospelych osob ADAM33 do hladkého svalstva
a izolovanych buniek submukoézy, spolocne s a-aktinom hladkych
buniek®™. V pripade analyzy fetilnych plic (material zI.
trimestralnych potratov, 8. — 10. g.h.) bol ADAM33 pritomny okolo
bronchidlnych tubulov, bol vSak pritomny v SirSom okoli -
v nediferencovanom mezenchyme nez a-aktin hladkych buniek®’.
Lokalizacia v zvdazkoch hladkych svalov avokoli fetalnych
bronchov teda naznacuje doleziti tilohu pri vyvoji pl'ic (bronchialne,
neuralne 1ivaskularne Struktiry) ateda ipotencidlny vplyv na
»modelaciu“ dychacich ciest sich nasmerovanim k astmatickému
fenotypu. V tejto Studii nebola zistena lokalizicia ADAMS33
v epitely dychacich ciest a d’alej nebol ani zisteny vyznamny rozdiel
mRNA foriem ADAM33 ¢i izoforiem ADAM33 medzi astmatikmi
a kontrolami**’.

Vyznamnym poznatkom postupne rozSirujucim urcite
rozsiahlu a komplexnii mozaiku funkcii a interakcii ADAMS33
v dychacich cestach, pri ich vyvoji a pri vzniku astmy, je i zistenie
toho, Ze tento protein sa neobjavuje v epitely dychacich ciest a to
inapriek niekol’kym pracam popisujucim jeho vyskyt v tejto
lokalite®>*”*. Yang a spol.*** sa zamerali prave na expresiu ADAM33
celkovo, sledovali distribiciu tejto  expresie a s vyuZzitim
i bioinformatickych pristupov analyzovali predpokladany promotor
ADAM33. Jeho umiestnenie sa predpoklada v oblasti -550 — +80
vzhl'adom k miestu transkripcie. Zistili, ze promotor v tejto oblasti
bol skutocne transkripéne aktivny a predpokladany CpG ostrovéek
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(uréeny na zaklade bioinformatickej analyzy) leziaci v oblasti -362 —
+80 bol hypermetylovany v bunkdch epitelu  anaopak
hypometylovany vo fibroblastoch exprimujicich ADAM33.
K demetylacii promodtora v ADAM33 nedoslo ani po expozicii
epitelidlnych buniek efektu 5-aza-2’-dezoxycytozinu (demetylacné
¢inidlo). Vplyvom TGF-B1 na epitel docielili jeho epitelovo-
mezenchymalny prechod (z angl. EMT — epithelial-mesenchymal
transition), bunky vykazovali redukovanti expresiu epitelovych
azvySeni  expresiu = mezenchymovych  markérov  (napr.
metaloproteinaz), no expresia ADAM33 nebola pozorovana a ani
ADAM33 promotor nebol hypometylovany. Stcasne porovnali
expresiu (bez skimania izoforiem) ADAM33 vo vzorkach od 15 os6b
s tazkou astmou as 8 kontrolami anenasli ziadny signifikantny
rozdiel medzi porovnavanymi skupinami. Autori na zaklade tychto
vysledkom ustdili, Ze je nepravdepodobné, aby poruSend regulacia
expresiec ADAM33 v epitelovych bunkach prispievala k patogenéze
astmy>*. Predchadzajlice nalezy ADAM33 v epitely si vysvetlovali
napr. i skrizenou reaktivitou protilatok, ktora pozorovali i oni sami
(napr. s cytokeratinmi).

Dalsim kiiskom do mozaiky ulohy ADAMS33 pri astme bol
nalez 55 kD solubilnej formy ADAM33 (sADAM33) vo vzorkach
z broncho-alveolarnej lavaze (BAL) v pripade osdb s astmou avSak
nie uzdravych kontrol, pricom mnozstvo SADAM33 inverzne
korelovalo so stupniom astmy ishodnotou FEVI1% pri
spirometrickom vysetreni*>. SADAM33 ma MD a preto by mohol
vyuzival metaloprotézovi aktivitu ina substraty, ktoré su
membranovym formadm odopreté. Nakol'ko pritomnost sADAM33
v désledku alternativneho zostrihu nebola pozorovana vobec®’ alebo
len minimalne™, tak sa Puxeddu aspol.””” zamerali na moznost
vyskytu ektodoménového zhadzovania (z angl. ectodomain
shedding) u ADAM33, tak ako to bolo preukazané napr. v pripade
adaml3 Ziab rodu Xenopus®. Vo svojom experimente na
rekombinantnych bunkach zistili pritomnost 55 kDa ADAM33
(sADAM33), bez pritomnosti prodomény (teda katalyticky aktivna
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forma) ateda tento protein vznikd spracovanim ektodomény
snaslednou  posttranslaénou  glykozylaciou™’. A este mimo
spontanne  odhadzovanie ektodomény, narast indukovaného
odhadzovania ektodomény ADAM33 bol pozorovany po expozicii
TGF-B2, pricom tento efekt bol zavisly casovo iod koncentracie
TGF-B2. S vyuzitim vysoko purifikovaného proteinu zistili, ze MD
v ADAM33 ma schopnost velmi rychlo vyvolat diferenciaciu
endotelialnych buniek in vitro a zaroven stimulovala tvorbu novych
ciev vex vivo iin vivo preparatoch®. Angiogenéza je zvySend
u detskych i dospelych astmatikov, koreluje so znizenou funkciou
plac asamotny sADAM33 by tak mimo iné mohol zaistovat
potrebnu vyzivu pre rozvijajiice sa hladké svalstvo.

V poslednej dobe sa uvazuje, ze pociatky astmy je nutné
hladat’ uz prenatilne aisamotny ADAM33 je exprimovany vo
fetalnych placach. Haitchi a spol.”” zistili, 7e k vyraznému zvyseniu
expresic ADAM33 dochadza 2x v priebehu vyvoja plic (v dobe
skorého pseudoglandularneho S§tadia atesne po porode) alL-13
vyrazne suprimuje mRNA z ADAM33. Na mySom modely potom
zistili, ze alergicky stav vyvolany u matky viedol taktiez k supresii
Adam33 mRNA, avSak doSlo k zvySeniu mnoZstva spracovaného
ADAM33. Sucasne bola pozorovand i pritomnost niekolkych
malych izoforiem s podobnostou k sSADAM33*”.

Fyziologické funkcie ADAM33 ani jeho presné zapojenie
do patogenézy astmy nie su uplne jasné. Funkcie ADAM33 mozno
odvodzovat’ na zaklade jeho similarity k d’alsim ADAM proteinom,
hlavne ¢lenom podskupiny, do ktorej patri — tito tvoria ADAMI12,
ADAMI13 a ADAMI19. Funkcie proteinu je také mozno posudzovat
na zaklade jeho domén, porovnanim sich homolégmi v ADAM
proteinoch so znamou funkciou. Dal§im voditkom k pochopeniu
ulohy ADAM33 v procese vzniku astmy je i pritomnost’ roznych
izoforiem ADAM33 azaroven ipritomnost solubilnej formy
ADAM33. Pritomnost sADAM33 vo forme pravdepodobne
Ciastoéne degradovaného proteinu o velkosti 25 kDa bola
pozorovana i u pacientov s pl'ucnou sarkoidézou, ¢o naznacuje tlohu
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sADAM33 v procese rozvoja zapalu a remodelacii dychacich ciest

vo vieobecnosti a nie len pri astme™®.

3.3.2.4 Polymorfizmy v ADAM33

ADAM33 je prvym génom asociovanym s astmou, ktory bol
identifikovany poziénym klonovanim. Eederwegh a spol.'*® pri
celogenomovom screeningu nasli asociaciu astmy s oblastou 20q13
a pri naslednej analyze polymorfnych markérov nasli dva signaly vo
vnutri ADAM33. Sekvenovanim tohto génu identifikovali celkom 55
jednonukleotidovych polymorfizmov (SNP), pricom 14 z nich bolo
asociovanych s vyskytom astmy v kaukazskej populécii (skupina
z UK, skupina zUS aspojend skupina), no distriblcia
asociovanych SNP v jednotlivych skupinach a v kombinovanych
datach bola rozna. Pretoze predpokladali kumulativny vplyv
identifikovanych polymorfizmov na funkciu ADAM33 atym aj na
vznik astmy, uskutocnili eSte haplotypovu analyzu (kombinaciu vzdy
2 SNP do haplotypu) zpolymorfizmov, ktoré boli samostatne
asociované s astmou. Tieto zaujimavé vysledky vzbudili velky
zaujem o Stdium ulohy ADAM33 pri vzniku astmy, mnoZstvo prac
sa pokusilo asociovat SNP v ADAM33 sastmou v roznych
populéciach. Prvou stadiou, ktora uspesne replikovala asociaciu SNP
v ADAM33 bola §tadia na vzorku nemeckej populacie®. V pripade
familiarneho vyskytu boli s astmou asociované F+1, ST+4 a ST+5
polymorfizmy. Niektoré z tychto SNP boli eSte sticasne spojené aj
s elevaciou hladiny celkovych IgE (F+1, ST+5), s BHR (F+1, S2)
alebo s fenotypom astma + BHR (F+1, S2). Pri posudzovani skupiny
pripadov/kontrol bol s astmou asociovany polymorfizmus ST+7
as BHR polymorfizmus ST+5. Haplotypova analyza (dvoj-
a trojlokusovd kombinacia) v skupine s familiarnym vyskytom
ochorenia asociovala 1 haplotyp s astmou a d’alSich 5 haplotypov
s BHR™.

Spojitost medzi SNP ADAM33 avyskytom astmy sa
poktisali najst aj Lee aspol.*” v sibore kérejskych astmatikov.
Uskutocnili genotypizaciu piatich polymorfizmov zo 14 pdvodne
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asociovanych polymorfizmov'?® — S1, T1, V_1 V1 a V4. V skupine
326 astmatikov a 151 kontrol sa im vSak nepodarilo najst
signifikantny rozdiel v distribucii SNP ani haplotypov medzi
skimanymi skupinami a ani vdzbu na hladinu IgE. Jedinou
vynimkou bola véizba T1 polymorfizmu a haplotypu h4 na hladinu
BHR vyjadrenej pomocou PC,, (pokles FEV| 0 20% pri provokacii
metacholinom)(ref.’*”). Hirota aspol.’”" skimali vplyv SNP
ADAM33 na vyskyt astmy dospelych osob v stibore 504 astmatikov
a 651 kontrol zjaponskej populacie. Pomocou sekvenacie
identifikovali celkovo 48 SNP, z ktorych 29 uz predtym popisal
Eederwegh aspol.'”® Do asociaénej analyzy zaradili 14
polymorfizmov, pricom signifikantni  asocidciu s astmou
v dospelosti vykazoval polymorfizmus T1 a po korekcii vzhl'adom
k poctu analyzovanych SNP bola n4jdend i hrani¢na asociacia pre
S2 a'V_3 polymorfizmy®'. Dalej zostavili haplotypy zo §tyroch SNP
— S2, T1, T2 (SNP, ktory nebol signifikantny po korekcii na
mnohopocetny vyber) aV_3 auzistili Statisticky vyznamnu vézbu
haplotypu CCTG na vyskyt astmy v dospelosti. V protiklade k tymto
vysledkom, nebol ani jeden zo Studovanych polymorfizmov
asociovany sastmou v islandskej populacii®®. Autori viak este
uskuto€nili meta-analyzu s vyuzitim dostupnych literarnych udajov,
a nasli signifikantnt1 asociaciu polymorfizmov ST+7, F+1, Q 1, S2
aTl sastmou. Prvé dva ztychto polymorfizmov boli vo velmi
tesnej vizbe (linkage disequilibrium = 0.965).

Howard a spol.**® hladali asociaciu medzi astmou (+ event.
suvisiacim fenotypom) a 8 polymorfizmami v 4 réznych populaciach
— holandskej, belosskej z US, afroamerickej a hispanskej. I ked nasli
asociaciu piatich polymorfizmov s astmou, tak ani jeden
polymorfizmus nebol asociovanym s danym fenotypom vo vsetkych
populaciach. Drobnou vynimkou bol len S2 SNP, ktory nebol
asociovany len v holandskej populécii. Haplotypovou analyzou
odhalili vzdy 2 haplotypy so signifikantnou asociaciou v holandskej
a afroamerickej populacii. V ostatnych populaciach signifikantna

vizba sledovanych haplotypov k vyskytu astmy nebola zistena®”.
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Velka australska $tidia neobjavila asociaciu medzi ziadnym z 10
skimanych polymorfizmov, odhalila vSak niekolko haplotypov,
ktoré boli vyznamne spojené s astmou — za tento trend boli najviac
zodpovedné polymorfizmy V-1 a ST+7°*. Lind a spol.** sa pokausili
replikovat’ asociaciu Siestich SNP (S1, T1, V-1, VI, V4 a T2)
s astmou, jej zavaznostou, odpoved’ou na bronchodilatacné latky
a hladinou celkovych IgE v populaciach z Mexika a Portorika.
Asocidciu sa im vSak nepodarilo najst’ ani pre jeden polymorfizmus
¢ haplotypy (kombinacie 2 — 6 SNP). Jongepier aspol.’” sa
zamerali na vztah SNP v ADAM33 k progresii astmy. V skupine 200
astmatikov sledovanych viac nez 20 rokov zistili, Ze vzacna alela
polymorfizmu S2 bola asociovana s vyraznym rocnym poklesom
parametra FEV,. Tato praca poukazala teda na mozny vplyv SNP
v ADAM33 nielen na rozvoj astmy, ale aj na priebeh choroby.
Asociaciu detskej astmy s polymorfizmami v ADAM33
skimali Simpson a spol.*”” v britskej populacii deti vo veku 3 a5
rokov. Vzacna alela F+1 SNP bola v tejto populécii vo vézbe na
znizenil funkciu plic u trojrocnych deti. S vyuzitim recesivneho
modelu dedi¢nosti bola pozorovana asociacia F+1, S1, ST+5 a V4
s meranim $pecifickej rezistencie v dychacich cestach u pat’ roénych
deti. Srizikom vyskytu nizkeho FEV; boli zase asociované
polymorfizmy F+1, M+1, Tl aT2 ariziko vyskytu prechodného
skorého piskania predstavovala alela A polymorfizma F+1
v heterozygotnom stave®”’. Raby a spol.**® sledovali 652 nukledrnych
rodin s vyskytom astmy a posudzovali asociaciu 17 SNP v ADAM33
s vyskytom detskej astmy. Iked v beloSskej a afro-americkej
populacii zUSA nebol aastmou asociovany ani jeden zo
sledovanych SNP, tak polymofizmy T1 a T+1 vykazovali hrani¢na
asociaciu  (p = 0,04) vpodskupine hispanskej populacie.
Haplotypovou analyzou odhalili v belosskej populacii z USA
asociaciu haplotypu ¢. 16 (p=0,006). Tieto stadie poukazuji na to, ze
vplyvy SNP v ADAM33 za¢inajl uz prinajmensom v ranom detstve.
Medzi posledné asociacné Stidie patri i vyzkum vztahu
astmy a fajc¢enia s polymorfizmami v ADAM33 v skupine mladych
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japonskych Zzien. Pri uvazovani kodominantného modelu bola
najdend asocidcia AA genotypu polymorfizmu Q-1 (rs612709)
sastmou pri porovnani s genotypom GG. Signifikantnii vézbu
s vyskytom astmy vykazoval haplotyp CCGGAAGA (obsahuje
mimo iné i alelu A polymorfizmu Q-1 a G alelu polymorfizmu S2).
Hranicu signifikancie pre vzajomnu interakciu s fajéenim pri vzniku
choroby takmer dosiahli polymorfizmy V-3 a S2°*. Signifikantne
zvySené riziko pre astmu u deti prestavovali v populacii zo Saudskej
Arabie polymorfizmy T1 a T2 (pri vyuziti dominantného modelu).
Polymorfizmy S1 aST+4 neboli aastmou v tejto populacii
asociované’'’. Navy$e v meta-analyze zdat populcii v UK
azIslandu, ktora analyzovala celkovo 1299 pacientov a 1665
kontrol, bola najdend asocidcia F+1 a ST+7 polymorfizmov
s vyskytom astmy’''. Skutoéna a najsilnejSia asocicia spomedzi
polymorfizmov sledovanych v jednej z poslednych GWAS stadii
bola zistena pre S2 polymorfizmus v ADAM33°"%.
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4. Ciele dizertacnej prace
Medzi gény najCastejSie spojené s atopiou a hladinou IgE patri
STAT6 a medzi gény najCastejSie asociované s astmou a/alebo BHR

patri

zase ADAM33. Pretoze SNP vtychto génoch mozu

ovplyviiovat' ich funkciu aviest tym padom krozvoju astmy
a alergie, tak tato dizertacna praca mala nasledujice ciele:

1.

urcit’ genotypy vybranych polymorfizmov (SNP) v STAT6
aADAM33 v sledovanych rodinadch s vyskytom astmy
av skupine kontrol, nasledne Statisticky zhodnotit’ ich
asociaciu s astmou, hladinou celkovych IgE a BHR,

zo ziskanych genotypov SNP v STAT6 av ADAM33
vytvorit  haplotypy STAT6 aADAM33  a Statisticky
zhodnotit’ ich asocidciu s astmou, hladinou celkovych IgE a
BHR,

posudit mozny rozdielny vplyv zostavenych haplotypov
v zavislosti od ich rodicovského povodu (maternalny vs.
paternalny prenos).
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5. Material a metody

5.1 Charakteristika sledovanych skupin

Do vyskumu bolo zaradenych 109 deti s diagnézou asthma
bronchiale. Sucasne boli vySetreni aj ich pribuzni (rodi¢ia a
surodenci), celkove 375 0s6b z 108 rodin. Kontrolnt skupinu tvorilo
45 nahodne vybranych o0s6b zbeZnej populacie. Projekt bol
schvaleny etickou komisiou pri fakultnej nemocnici v Olomouci.
Rodic¢ia vSetkych deti zaradenych do vyskumu podpisali
informovany suhlas. Diagndza atopickej astmy bola ur¢end podla
doporuceni GINA zroku 2002 u vSetkych 109 pacientov
vySetrenych na Detskej klinike vrokoch 2003 — 2005. Podla
rovnakych doporuceni bol u pacientov vyhodnoteny stupen
zévaznosti ochorenia a na zaklade klinického obrazu a vysledkov
laboratornych vysetreni (absolutny pocet ecozinofilov, celkova
hladina IgE v sére, percentudlne mnozstvo eozinofilov s CD44 na
povrchu). Do suboru pacientov bolo zaradenych celkove 75 chlapcov
a 34 dievcat s vekom 0,4 — 20,2 rokov (median 11 rokov). Deti
s vrodenou chybou dychacich ciest alebo so zavaznou chorobou
respiracného traktu neboli do vyskumu rieSeného touto dizertatnou
pracou zaradené.

5.1.1 Posuidenie atopie v sledovanych skupinach

Atopicky status bol posudeny u vsetkych pacientov
pomocou kozného prick testu svyuzitim extraktov beznych
alergénov (pele travin a stromov, roztoce, plesne, extrakty srsti psov
a maciek). Hladiny celkovych IgE protilatok boli urcené
nefelometrom BN II, Dade Behring s kitom N Latex IgE mono,
firmy Siemens. Podstatou tejto metédy je to, ze polystyrénové
Castice obalené Specifickymi protilatkami proti ludskym IgE su
agregované po pridani vzorku obsahujiceho ludské IgE. Tieto
zrazeniny rozptyluji lu¢ svetla prechadzajtci vysetrovanou vzorkou.
Koncentracia vysetrovaného analytu je imerna intezite rozptyleného
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svetla, meranie musi byt vzdy porovnané so vzorkou o znamej
koncentracii. Meranim hladiny celkovych IgE v skupine pacientov
ikontrol amedzi tymito skupinami bol signifikantny rozdiel
(p<0,01. Obr. 18).

5.1.2 Postidenie pPicnych funkcii a BHR pomocou spirometrie

Spirometria bola u sledovanych o0sdb uskutoénena pred
nasadenim protizapalove] terapie. Vsetky sledované deti boli bez
znamok infekcie respiraéného traktu a to po dobu 4 tyzdnov pred
uskutoénenim  spirometrického  vySetrenia. U  vsetkych
vySetrovanych  subjektov  sa  pozadovalo wvysadit liecbu
kortikosteroidmi, antihistaminikami 1 antileukotriénami 72 hodin
pred samotnym vySetrenim. Podanie kratkodobo ucinkujucich B-
mimetik v pripade potreby bolo povolené. Rano v den testovania
nebolo povolené podavanie salbutamolu. Osoby, u ktorych bola
zakladna hodnota FEV1 pod 80% predpokladanej hodnoty, boli zo
Studie vylucené. Spirometrické vySetrenie sa uskuto¢nilo pomocou
pristroja Jaeger MasterScreen Spirometry system (Jaeger Co.,
Némecko). Pltcne funkcie boli vySetrené v polohe po sediacky.
Vsetky vysetrované osoby museli mat’ zakladni hodnotu FEV1 nad
80% smenej nez 5% variabilitou medzi tromi nasledujicimi
meraniami. Hodnoty plicnych funkcii boli vyjadrené ako absolutne
hodnoty apercentd zpredpokladanych hodnét. Predpokladané
hodnoty pre kazdy testovany subjekt boli uréené pomocou
Standardizovanej met6dy s prihliadnutim k pohlaviu vySetrovanych
0sdb, ich veku, hmotnosti a vysky.

Samotnd bronchoprovokacia bola vykonand pomocou
histaminu a metacholinu, vzdy s vyuzitim dvoch rozlicnych metod
podavania:

e metéda bolusového podania dozimetrickym MedAid
nebulizatorom (Jaeger Co, Nemecko) — -elektronicky
riadeny ventil davkuje kalibrované mnozstvo aerosdlu pri
nadychu alebo v priebehu casti nadychu, kedy je prietok
v dychacich cestach najefektivne;jsi
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Obr. ¢. 18 Hodnoty IgE v skimanych siboroch celkovo a podl’a pohlavia v skupine pacientov.
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metoda pokojného dychania — aerosol je vytvarany
dozimetrickym DeVilbiss 646 nebulizatorom (DeVillbis,
Bornemouth, Velkad Britania) a konStantné mnozstvo 1 ml
kazdej koncentracie je inhalované 2 minlity pokojnym

vdychovanim.

Po uplynuti 60 sekind od ukoncenia inhalacie testovanej
koncentracie latky sa uskutocnilo vySetrenie FEV1. Pokles FEV1 o

20% zpovodnej hodnoty aviac bol povazovany za pozitivny
a vySetrenie bolo ukoncené. Pacientom boli nasledne podané 2
vstreky Salbutamolu a zdverecné vySetrenie spirometrie prebehlo
opakovane po 2, 5 a 15 mintutach od inhalacie salbutamolom.
Tabulka ¢. 2 sumarizuje podavané mnozstva bronchoprovokacnych
latok. Bronchoprovokacéné testy s oboma latkami a sucasne podané
oboma sp6sobmi sa podarilo vysetrit' u 96 deti.

Tab. ¢.2 PrehPad podavanych davok latok pri bronchostimulaciach.

Inhalacia s Histaminom

MedAid |koncentracia [mg/ml] 0BO0 | 1,000 | 2000 | 4,000 | 8,000 | 16,000
jednotliva davka [mg] 0024 | 0032 | 00RO | 0159 | 0320 | OR40
kumulativna davka [mg] | 0025 | 0056 | 0136 | 0235 | O0G15 | 1,265
iroven BHR tazks stredna rigrna

de Villbis | koncentracia [mg/ml] 0010 | 0,100 | 0300 | 0B00 | 1,000 [ 2,000
jednotliva davka [mg] 0004 | 0028 | 0101 | 0202 | OR72 | 1334
kumulativna davka [mg] | 0005 | 0,032 | 0133 | 0335 | 1370 | 2714
iroven BHR heawy stredna mierna

Inhalacia s Metacholinom

MedAid |koncentracia [mg/ml] 200 4,00 g,00
jednotliva davka [mg] 0,03 0,05 020
kumulativna davka [mg] | 003 0,02 0,29
uroven BHR tazka migrna

de Villbis | koncentracia [mg/ml] 2,00 4,00 4,00 8,00 8,00 | 1600
jednotliva davka [mg] 005 01a 030 0,50 1,00 150
kumulativna davka [mg] | 005 015 045 1,05 205 355
uroven BHR tazka stredna rietna

V tabul’ke jeuvedené i primarne rozdelenie zavaznosti BHR
inhalovanej latky nutnej k prejavom BHR.

podla mnozstva
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5.2 Genotypizacia

DNA bola izolovand zo vzorky periférnej krvi Standardnou
vysolovacou metédou (Millerova metoda). Na zaklade literarnych
zdrojov bolo pre asociacnll analyzu primarne vybranych viacero
SNP v STAT6 av ADAM33, ich prehlad prinasa tabulka ¢.3. Vo
vSeobecnosti, genotypy pacientov, ich pribuznych i kontrol boli
urc¢ené pomocou real-time PCR s vyuzitim sekvencne Specifickych
sond typu TagMan. Spravnost’ genotypizacie bola overena pomocou
priamej sekvenacie oblasti obsahujucich sledované polymorfizmy u
15 pacientov a ich pribuznych, celkovo u 50 0s6b.

5.2.1 Izolacia DNA zleukocytov periférnej krvi Millerovou
metddou

Vzorka odobranej krvi sa preleje do 50 ml Falcon
skamavky, doplni sa LB pufrom do objemo 50ml, premiesa sa a
inkubuje sa 10 min. pri izbovej teplote alebo 45 min. na lade.
Nasledne sa realizuje centrifugacia pri 2000 rpm po dobu 30 mintt.
Po opatrnom odliati supernatantu tak, aby na dne zostal pelet
leukocytov, sa prida 5 ml LB pufra, premiesSa sa a opat’ scentrifuguje
10 min. pri 2000 rpm. Supernatant sa odleje, pelet sa znovu zl'ahka
oplachne LB pufrom, skimavka sa oto¢i a nadbyto¢ny pufor sa
necha vykvapkat’ na servitku. Potom sa pridaji 3 ml NBL pufra,
50ul proteinazy K, 150pl 20% SDS, zmes sa dokladne pretrepe (cca
15s) a cez noc sa pri 37°C inkubuje v termostate.

Po inkubécii sa prida 1 ml 6M NaCl, dokladne pretrepe (cca
15s) a centrifuguje 15 min pifi 5000 rpm. Supernatant sa po
centrifugacii prenesic do ¢istej 10 ml skimavky a v nej sa opat
centrifuguje po dobu 10 min. pri 4500 rpm. Vzniknuty supernatant sa
prenesie do Cistej 15 ml skimavky a doplni sa 96% ethanolom do
objemu 15 ml a opatrne premiesa (ota¢anim skiimavky v rukach). Do
skamavky typu Eppendorf sa napipetuje cca 1 ml 70% ethanola a
precipitovand DNA sa pomocou sterilného skleneného hacika do nej
prenesie. Tuto skimavku potom centrifugujeme 5 min pri 14 000
rpm., ethanol nasledne opatrne odlejeme a DNA nechame vyschnit
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pri pokojovej teplote po dobu cca 1 hod. Po vyschnuti DNA sa do
skimavky pridd TE pufor (100 — 500 pl podla velkosti precipitatu
DNA) a necha sa rozpustit’ cez noc pri pokojové teplote nebo 1 hod
pri 65°C. Stakto pripravenou DNA je potom mozné dalej
manipulovat’.

5.2.2 Sekvenacia

Sekvenacia bola zahdjend Standardnou amplifikaciou
usekov v skumanych génoch, obsahujicich prislusné sledované
polymorfizmy. Reakcia prebiehala vobjeme 30 upl. Zoznam
pouzitych primerov k amplifikacii (a taktieZ nésledne i k vlastnej
sekvenacii) uvadzaju tabul’ky ¢. 4 a 5.

Zlozenie reak¢nej zmesi je nasledovné:
15 pl Combi PPP Master Mix (Top-Bio)
13,1 pl PCR vody (Top-Bio)

0,3 pl primera F (10 pmol/pl)

0,3 pl primera R (10 pmol/ul)

1,3 ul DNA (100 pmol/pl)

Termalny profil amplifikacie:
- 5 min. 95 °C — uvodna denaturacia,
- 10 cyklov: 30 s 94 °C,
30560 °C,
90 s 72 °C,
- 25 cyklov: 305 90 °C,
30560 °C,
90 s 72 °C,
- 10 min. 72 °C a na zaver 10 °C.
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Tab. 3 Prehl’ad sledovanych SNP v STAT6 a ADAM33.

Oznacenie STAT6 SNP .

Pozicia v Typ

Duetsch a podfa GenBank géne zameny

spol.
in2SNP1 rs167769 intrén 2 AIG
in2SNP2 rs324012 intron 2 AlG
in2SNP3 rs324011 intrén 3 AIG
in16SNP1 rs3024972 intron 16 A/IC
in17SNP1 rs841718 intron 17 CIT
in18SNP1 rs3024974 intrén 18 CIT
3'UTR SNP1 rs324015 3'UTR AIG
3'UTR SNP2 rs703817 3'UTR AlG
3'UTR SNP3 rs1059513 3'UTR AIG
3'UTR SNP4 rs4559 3'UTR A/G
3°'UTR SNP5 rs13983 3'UTR AIG
Oznacenie ADAM33 SNP Pozici T
ozicia v
Ee’de""?%h a podra GenBank géne Zérggﬂy
spol.

F+1 rs511898 intron 6 G/A
L-1 rs2280092 intrén 11 G/A
S1 rs3918396 exon 19 G/A
S2 rs528557 exon 19 G/C
S+1 rs2853209 intrén 19 T/IA
ST+4 rs44707 intron 19 T/C
ST+5 rs597980 intrén 19 A/C
12136 rs17548872 intron 19 G/IC
T1 rs2280091 exon 20 T/C
T2 rs2280090 exon 20 CIT
T+1 rs2280089 intrén 20 CIT
V-3 rs628977 intrén 21 G/A
V-2 rs628965 intrén 21 CIT
V-1 rs543749 intrén 21 C/IA
V4 rs2787094 3UTR C/G
V5 rs3746631 3UTR AIG

V tabulke su uvedené vsetky SNP, ktoré boli primarne vybrané ku genotypizacii
pomocou sond typu TagMan.
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Spravny priebeh reakcie a tym padom pritomnost
produktov je mozné overit' elektroforézou v 1,5% agare, pricom
vizualizacie PCR produktov je dosiahnuté interkalaciou 5%
Ethidium bromidu (EtBr) obsiahnut¢ho v géle v priebehu
elektroforézy. Nakol'ko je EtBr fluorescencny farbivom, tak po jeho
oziareni UV svetlom cervenooranzovo fluoreskuje. Takto ziskané
produkty je pred dalSou manipulaciou nutné precistit, k tomuto
ucelu bol vyuzity Quick-Start protokol s kitom QIAquick® PCR
purification (Qiagene).

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

e k10 pl PCR produktu pridat 50 pl PB pufra a dokladne
pretrepat,

e vzorku s PB pufrom preniest’ do QIAquick kolonky umiestnene;j
v 2 ml skimavke,

e centrifugovat’ 60 s pri 12 000 rpm,

e vyliat obsah 2 ml skiimavky a QIAquick koléonku do nej opat’
vlozit,

e do QIAquick kolonky pridat’ 750 ul PE pufra,

e centrifugovat’ 60 s pri 12 000 rpm,

e obsah 2 ml skiimavky vyliat a QIAquick koléonku do nej spét
umiestnit’,

e centrifugovat’ 60 s pri 12 000 rpm,

e QIAquick kolonku umiestnit’ do 1,5 ml skumavky, na stred
membrany QIAquick kolonky pridat’ 50 pl EB pufra.

e  centrifugovat’ 60 s pri 12 000 rpm.
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Tab. ¢.4 Prehl’ad sekvencii primerov pre STAT6.

SNP OZI.]aée“ie Sekvencie PCR primerov Relka PCR
primerov produktu
i in2A1-f 5-GCC TTG AGG AGA AAS GAG C-3
in2SNP1 [ivoi.r 5"AGG AGG AGA GGT GGAAM Ga | 497 b
v in2f2-f 5-CTC TCC CAT CCT CTT CAT C-3
in2SNP2  [ior.r 5-GCATCC CTA GAC AAA CCTC.3 | #24bP
: in2SMNP3_b-f 5-TTCCCACCCCTETGTCTATC-3”
in2SNP3 i25NP3 bor 5 AGCCAGTCACCCAGAAGATG-F A
. in16/1-f 5-TCA GCG ACT CAG AGATTG G-3°
ISSIEY |inien 5-GGT CTT TGG CAG AGA ATG G-3° s
. in17/1-f 5-GAA CAT CCA GCC ATT CTC TG-3
TSI | 5.ATA ACC OCT GOC ATC CTTACE | 20 PP
- in1g-f 5-GTA AGG ATG GCA GGG GTT ATG-T
inT8SNPT i 11.r 5-TGC TCA TG AGG AAT CAG G-3° 2ol
3UTR SNP1 FUTR1- E-CAG ACC TGC TCT GGA CAC TTG-3 320 bp
FUTR1-r 5-GCC CTA ACC TGT GCT CTT ACC-3°
3UTR SNP2
FUTR2-E51 E-CAG GGA TAG AGG ATATTG GG-3°
JUTR SNP3
374 bp
JUTR SNP4
FURT2-E-¢ 5. ACA CTT GCT GCT GTC TIC TG -3
3UTR SNP5
Tab. &.5 PrehPad sekvencii primerov pre ADAM33.
SNP 02|.1acen|e Sekvencie PCR primerov Dl RER
primerov produktu
Adam 33 - 20f 5% cctecctettgocootettget -3°
Bt Adam 33 - 20r 5'- gagccctgaccaccaat -3° =aahp
A Adam 33 - 24f 5" aggootggogatcagaga -3
L1 Adam 33 - 24r 5~ gagagotccatgeegaga -3 594 bp
51 Adarm 33 - 4f 5 ccttggggttectaatee -3°7 eeel
52 Adam 33-4r 5" ctyggagtcggtageaac -3° P
5+1 Adam 33 - 28f 5" gecetyettectgageeta -3°7
g;z: Adam 33 - 28r 5" tgtcagacatygccacaga -3° 2L
12::?6 Adam 33 - 30f 5"- geggacatccaaggttctt -37
T2 597 bp
T+1 Adam 33 - 30r 5% guotctgygagaaatgyty -3°
V-3 . .
V2 Adam 33 - 31f 4'- ctccttocagatgggeageac -3 598 bp
V-1 Adam 33 - 31r 5~ tgccectycagticaagt -3°7
V4 Adarn 33 - 32f 5'- gocaagatoctgootety -3 590 b
V5 Adarn 33 - 32r 8- gotgtageactgggatigy -3° 5
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PreCistené PCR produkty boli pouzité k vlastnej
sekvenacnej reakcii (ako templat) v ktorej bol pouzity sekvenacny
kit ABI PRISM® Big Dye® Terminator v 3.1 s fluorescencne
oznacenymi dideoxy-nukleotidmi (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP).
Sekvenacny kit bol nariedeny v pomere 1 : 3 sekvenacnym pufrom
(ABI PRISM® Big Dye® Terminator v 3. 1, 5x sequencing buffer).
Reakcia prebiehala v objeme 10pl.

Zlozenie reak¢nej zmesi pre vlastntl sekvena¢nu PCR:
e 4l nariedeného sekvenacného kitu
e 2 ul deionizovanej vody
e 2 ul primeru, (10 pmol/ul, F a R primery su pouzité pre
samostatné reakcie, nie spolu)
e 2 ul DNA templata (precisteny PCR produkt).

Termalny profil PCR pro sekvenaciu:
-2 min. 94 °C
- 34 cyklov:
e 10596 °C,
e (1°C/s—50°C)aSs50°C,
e 4 min. 60 °C.

Po ukonceni sekvenacnej reakcie sa za Gc¢elom odstranenia
prebytocnych zloziek reakcie vykonala dalSia purifikacia, podla
nasledujuceho postupu:

e 10 pl PCR produktu zmiesat’ s 40 pl roztoku octanu sodného
s ethanolom, pretrepat’.

e  Precipitécia pri izbovej teplote viac nez 15 min (avsak nie dlhSie
nez 24 hod) a po tme, event. 40 - 60 min. v tme v chladnicke,

e  centrifugacia 20 min. pri 15 000 rpm.

e po opatrnom odsati supernatantu pridat 125 pl 70% ethanola,
dokladne pretrepat’.

e  centrifugacia 5 min. pri 15 000 rpm.
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e opatrne odsati supernatantu, susit’ v otvorenej mikroskiimavke
v trube 10 min. pri 60°C.

e pripipetovat 15 pl formamidu a dokladne pretrepat’ aby doslo k
uvolneni PCR produktu.

Tymto spésobom pripravené produkty sekvenacnej reakcie,
boli potom separované v kapilarnej elektroforéze, kde doslo
k rozdeleniu fragmentov podra dizky. Ziskané data boli analyzované
programom Sequencing Analysis, zistena sekvencia z vySetrenej
vzorky bola porovnana so Standardnou sekvenciou uvedenou na
internete pomocou aplikacie a databazy BLAST. Obrazok ¢. 19
ilustruje jednu takuto sekvenciu.

Obr. ¢. 19 Elektroforetogram - sekvenacia polymorfizmu 3'UTR SNP1
(rs324015) v STAT6.

Na obrazku je znazorneny graficky vystup z vyhodnocovania vysledkov po kapilarnej
elektroforéze vzoriek sekvenacnej reakcie, v tomto pripade sa jedna o polymorfizmus
3’UTR SNPI. Modra $ipka oznaCuje miesto tohto polymorfizmu vo vySetrovanom
vzorku. Zobrazena sekvencia je sekvenciou zodpovedajucou protilahlému (R) retazcu
DNA. V tomto vzorku sa polymorfizmus 3"UTR SNP1 nachadza v homozygotnom
stave (genotyp C/C).

106



5.2.3 Genotypizacia s TagMan sondami

Vzorky pre real-time PCR reakciu boli nandSané do 96-ti
jamkovej dosticky, v ktorej potom prebiechala reakcia isamotné
meranie fluorescencie. Pri zostavovani reakCnej zmesi sa
postupovalo podl'a doporuceni od dodavatela kitov obsahujucich
TagMan sondy, ktory bol modifikovany na potreby nasho
laboratoria. Jednotlivé pouzité sondy pre genotypizaciu sledovanych
SNP v suboroch pacientov, ich rodinnych prislusnikov a kontrol su
uvedené v tabulkach ¢. 6 a¢. 7.

ZloZenie reakénej zmesi pre real-time PCR:

H,0 6,28 ul
Rox farbicka 0,02 ul
SNP genotyping assay (AppliedBiosystem) 0,20 ul
DyNAmo Probe qPCR Kit F450L (Finzyme) 4,00 pl
DNA 100 ng/pl 0,50 ul

Reakéné podmienky (teplotny profil):
95 °C, 15 min —uvodna denaturacia
55 cyklov: 95°C, 15s denaturéacia,
60-62°C, 1 min. pre annealing/elongacny krok.

K uskutoéneniu  PCR reakcie bol vyuzity termocyklér
Stratagene Mx3005P. Priebeh reakcie, meranie fluorescencie
a hodnotenie nameranych dat bolo uskutocnené pomocou softwaru
MxPro - Mx3005P v3.00 Build 311. UrCovanie genotypov
v sledovanych polymorfizmoch bolo zalozené na postdeni velkosti
atvaru kriviek fluorescencie (dRn data), d’alej priebehu kriviek
ahodnote Cp (hodnota pre konkrétnu fluorescenénu farbi¢ku
irozdiel ACt medzi pouzitymi fluoroférmi). Vsetky tieto data boli
zavislé na mnozstve vstupnej DNA a sGfasne ina zaklade miery
$pecifickosti vazby sondy ku konkrétnej alele SNP. Kazdy genotyp
ma Specificky tvar ipriebeh kriviek. Priklady vzhladu
fluorescencnych dat a priebehu kriviek su na obr. 20 a 21.
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Tabul’ka ¢. 6 Polymorfizmy s beZne dostupnymi Kitmi (predesigned assay).

SNP Assay ID Kontextova sekvencia
IN2 SNP3 | C 620399 10| TCCCATAGATAGCCCTCCTAGGGACIC/TJIGTCCCCACCACCACTCATGGCCAGA
IN17 C__7480858_10 | ATAGGGAGTGACATCAGGATGACACIA/G]JCGGGCAGGGAGAGGAGGGCAGCGGG
IN18 C__ 26439023 10 AGGGTTGATGCCACCCCTCCTTCCT[A/G]ICAGATAAGCACTAAGCCCCTGACCT
3'UTR3 | C__ 7480847_10 GCTATACACGAAGAATCTCAGCCCTIC/TIGTACTTTTGCATAGTCTCATACACG
3'UTR4 |C 620397_10 TCATGCAACTAAGGTGCCAGCTATA[C/TIATTTAACATATCCTAGGTACATACA
T C__ 15969370 10| TCCAGTGGCTGTGGGGCCCAACTCCIA/GITGGGGTGAACGCCGCCCAGGGGGTG
T+1 C__15969381_10| TGACTGGGTGCTGCCCATCTGGAAG[A/GJAGGCAGGAGGCATGAGCCCTTCCCT
S1 C___ 1276547 20 | GCCCCTGGGAGCAGAGGCAGCAGGA|[C/TIGCTGAGGAGCATGGCCAGCAGGAAG
V4 C__11201381_1 | TTTGTTTGCAGAGGCCAGCCAGGCT[C/G]JCAGGGGAGTGTGGACTCAGTCGAAC
ST+4 C 601720 20 | TGTGCAGAGGAAGTGGCAAAGGGCC[A/CJAAAACTGGTGAGACAGAGGCTGGAC
S2 C 601719 20 | GGTAGCAACACCAGGCCAGGCCGGC[C/GICCTGGGAGCAGAGGCAGCAGGACGC
T2 C__15969380_10| GTGCCTCACTCACCCAGGGGCCAGG[A/G]JCTGTCCAGTGGCTGTGGGGCCCAAC

Prvych 5 SNP patri STAT6, zvy$né SNP sa nachadzaji v ADAM33. Dalej je i znazornena kontextova sekvencia,
na ktort boli navrhnuté sondy, miesto daného polymorfizmu oznacuju hranaté zatvorky — prvy z polymorfnych
nukleotidov je oznaCeny farbickou VIC, druhy v poradi je oznafeny farbickou FAM. Tuénym pismom je
zvyraznena sekvencia, pre ktort bola sekvencia sondy pripravena podl'a reverzného (protil'ahlého) retazca.
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Tabul’ka ¢. 7 Polymorfizmy, pre ktoré bol kit vytvoreny na zaklade poZiadavku (custom assay).

SNP Assay ID Sekvence primeru (5"~ 3’) Sekvence sondy
L-1 ADAM33 24f-24f | GCGTCTGGCGGCTGTA CAGTCCCCCAACCC
B GAGGGCATTGGGCATGGA ACAGTCCTCCAACCC
V 3 | ADAM33 31f-31f1 | CTGTGGCTTTTCCTGGATCACT ACTGAGTGAGGGTGGG
B B CCCCAGGCTGCAAGCT CTGAGTGAGGATGGG
S+1 | ADAM33 28i-28f1 | GTAGCTTTGAACAGGAGGTTCCA CACCCCCACGCTTG
B GCGGTGCTGGTGGTG CACCCCCTCGCTTG
VvV 1 | ADAM33 31-31f3 | CCACACAGCTTGCAGCCT CCCCAGTCCTTAGGG
B B GCTGAGAATGAGGAGGATATGTTGT CCCAGTCATTAGGG
F+1 ADAM33 20f-20f | GGAGTGGGAATGCTGTATCTATAGC AGAGACGGGAATTC
B TGGGACTCGAGGCCTGT AAGAGACAGGAATTC
V5 | ADAM33 32f-32f2 | GGTTCGACTGAGTCCACACT CTCTGCAAACAAACAT
B CAGGAAGGAAGGTCCCCAAAATT CTGCAAGCAAACAT
In2-2 | STATEIN222-IN22 CATCATCTAGCCTTGTGGTTTTCATTTTTAT TTTTGAGGCAGAGTCT
GCCTGGGCGACAGAGA TTTATTTTGAGACAGAGTCT

Posledny SNP v tabul’ke patri je v STAT6,0statné v ADAM33. Primery zvyraznené tu¢nym pismom predstavuji
kit, kde sonda bola navrhnuta na reverzny retazec. Miesto SNP v sonde je zvyraznené tuénym pismenom, prva
sonda (pre kazdy SNP) je znacena farbickou VIC, druha sonda je znacena farbickou FAM.
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5.3 Haplotypizacia

Haplotypy z uréenych genotypov SNP sledovanych génov
boli uréené dvomi rozlicnymi spdsobmi. V prvom pripade boli
haplotypy uréené na zaklade znalosti genotypov sledovanych
polymorfizmov u rodicov a surodencov, priCom tento pristup hned’
urcil i parentalny povod daného haplotypu. V uréitych rodinach boli
ale niektoré polymorfizmy neinformativne ateda nebolo mozné
spol'ahlivo ur¢it, ktort alelu dieta zdedilo od ktorého rodica (vsetci/
skoro vSetci vySetreni rodinni prislusnici boli bud’to homozygotni
alebo heterozygotni v sledovanom polymorfizme) a nebolo tak ani
mozné presne urcit’ haplotypy.

V druhom pripade sa kurceniu haplotypov vyuzili
Statistické metdody odhadu pomocou expektaéného algoritmu
modifikovaného pristupom ,partition ligation’" a také pomocou
Bayesovského teorému®'. Tento druhy pristup potvrdil spravnost
uréenych haplotypov na zaklade prvého a zaroven bol schopny
dour¢it’ d’alsie haplotypy v skupinach pacientov i kontrol. Vyhodou
druhého Statistického pristupu je to, Ze nie je nutné vySetrovat
rodinnych prislusnikov — v tomto pripade ale zase tato metdda nie je
schopna potom postdit’ parentalny povod haplotypov.

5.4 Statistika

Pre potreby Statistického vyhodnotenia distribucie
polymorfizmov a potom i haplotypov boli vytvorené tri skupiny —
¢.1 detski astmatici, ¢.2 detski astmatici spolu sich rodinnymi
prislusnikmi a ¢.3 kontrolna skupina. Zo ziskanych dat boli v prvom
rade urcené frekvencie jednotlivych genotypov a aliel pre kazdy
polymorfizmus. Vzajomne sa porovnavali skupina ¢.1 s €3 a ¢.2
s ¢.3.
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Obr. &. 20 Fluorescenéné krivky z real-time PCR z 96 vzoriek, SNP F+1 v ADAM33.
Na obrazku je vidiet’ 3 oddelen¢ zvizky kriviek, ktoré zodpovedaji homozygotom (horny a dolny zvizok) s heterozygotmi medzi nimi.

111



9o B W n M W B W B W W B M & M
Cycles

Obr. &. 21 Vztah tvaru a vel’kosti fluorescenénych kriviek 3UTR SNP4 v STAT6.
Sipky ukazuju na krivky pre jednotlivé genotypy. A/A homozygoti (vzorky 9 a 11)
maju krivku zo sondy FAM vysoku a strmu, ktora dosahuje fazu plata najrychlejsie,

heterozygoti (vzorky 6 a 7) maju krivku zo sondy FAM mensiu a menej strmu, nez
A/A homozygoti, mierne vysie Cr pam a vysSiu, strmsiu krivku zo sondy VIC.
Homozygoti G/G (vzorky 8 a 10) maju krivku z VIC najvyssiu, je i najvyssie Cr vic,
asucasne Cr yic je uz mensie nez Cr pam. Zaroven je pozorovatelny i nespecificky
FAM signal.

Skupina pacientov bola d’alej delena s ohl'adom na klinické
udaje / fenotypy choroby ato principialne do dvoch zakladnych
skupin. Prva skupiny zohl'adhovala samotny atopicky status. V tejto
skupine Statisticka analyza vyuzila 2 mozné pristupy — hodnotenie
hladiny IgE ako spojitého spektra a naopak rozdelenie pacientov do
podskupin s atopickou a non-atopickou astmou a to na zaklade
hladiny IgE protilatok. Vsetky deti, ktoré mali hladinu IgE vyssiu
nez 150 IU/ml boli zaradené do podskupiny atopickej astmy. Obidva
pristupy sa nasledne vyuzili pri Statistickej analyze asociacie SNP /
haplotypov s hladinou IgE.
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Do druhej skupiny boli pacienti zaradovani na zaklade
vysledku bronchoprovokaénych testov — kazdy, kto reagoval na
provokaciu neSpecifickym agens (Histamin a metacholin), bol
zaradeny do podskupiny ,reagoval“, ostatni do skupiny
»hereagoval®. Samozrejme toto je zakladné principidlne delenie.
Bronchoprovokaéné testy sa vykonavali s?2 latkami, ktoré boli
podavané 2 rozliénymi spésobmi. Preto pacienti boli vyberani 2x
podla toho, ¢i boli provokovani Histaminom alebo Metacholinom —
nasledne boli prerozdeleni na zaklade toho, ¢i reagovali alebo nie
a to 2x podl'a spdsobu podania provokujucej latky (bolusové podanie
vs. metdda pokojného dychania). Podla koncentracie podanej latky
(tab. ¢. 2), pri ktorej doSlo k prejavom BHR (,,zareagoval®), sa
urcoval istupen BHR (mierny — stredny — tazky), pre samotné
Statistické vyhodnotenie miery BHR so sledovanymi genetickymi
markérmi boli podskupina stredného a tazkého stupna zlucené do
jednej skupiny tazkého stupna.

Hardyho — Weinbergova rovnovaha v zastipeni frekvencii
genotypov skumanych polymorfizmov bola overena pomocou -
testu u pacientov i kontrol samostatne. K popisu primarnych dat bola
vyuzitd Standardnd neparametricka Statistika, napr. absolitna a
relativna frekvencia, median a rozsah hodnét vyjadrené¢ 10. — 90.
percentilom.

K porovnaniu rozdielov medzi variantmi v kategorickych
premennych boli aplikované ML-x? test a Fisherov test. IgE ako
jedina kvantitativna premenna v S§tadii vykazovala asymetricka
distribiciu  log-normalneho typu. Ztohto doévodu boli data
logaritmicky transformované, X, = In (X+1) a porovnania skupin
(jednocestny ANOVA test, t-test) boli uskutoénené na
transformovanych datach Transformacia sa ukazala ako efektivna
v normalizacii IgE distribucie (Shapiro — Wilkov test). Hodnoty
transformovanych IgE vykazovali homogénne odchylky v skupinach
pacientov a kontrol (Leveneov test). Pri hodnoteni rozdielu hladiny
IgE medzi viacerymi skupinami bol pouzity Kruskal — Wallisov test.
V pripade Statisticky vyznamného vysledku bolo d’alej aplikované
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parové mnohopocetné porovnanie s Bonferroniho korekciou.
Konecné posudenie vzt'ahu medzi hladinami IgE a haplotypmi bolo
vykonané pomocou neparametrického Mann-Whitneyho testu
s vyuzitim primarnych dat hladin IgE. Pre Statistické¢ vyhodnotenie
bol pouzity program IBM® SPSS ® Statistics 19. Statisticka analyza
ziskanych dat prebehla v spolupraci i Instititom bioStatistiky
a analyz Masarykovej univerzity v Brne.
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6. Vysledky

6.1 Polymorfizmy STAT6 a ADAM33 a ich vzt’ah k
hladine celkovych IgE a k vyskytu astmy.

6.1.1 Charakteristika primarnych dat

Genotypizacia sa uskutocnila u vSetkych os6b zaradenych
do stadie, teda u 109 astmatikov, ich rodicov a strodencov (celkovo
375 oso6b) a v skupine 45 kontrol. Genotypizacia primarne pouzila
celkovo 6 genotypizacnych kitov pre SNP v STAT6 a 13 kitov pre
SNP v ADAM33. Ziskané data z genotypizacie polymorfizmov T2
a V-1 v ADAM33 na zaklade hodnotenia charakteru fluorescenénych
krivick ahodnét Cr vSak nesthlasili s genotypmi ziskanymi
pomocou priamej sekvendcie apreto boli tieto polymorfizmy
vyradené z d’alSej analyzy. V asociacnej stadii sa teda pracovalo
s celkovo 6 SNP v STAT6 as 11 SNP v ADAM33. Genotypizacia
tychto 18 SNP bola uspesna u vsetkych vySetrenych o0s6b.
Pozorované frekvencie genotypov boli v Hardyho — Weinbergovej
rovnovahe v skupine pacientov i kontrol (hodnotené pomocou x*-
testu, p>0,05).

6.1.2 Asociacia polymorfizmov s hladinou IgE a astmatickym
fenotypom

Grafy €. 1 — 6 postupne dokumentuju distribiciu genotypov
sledovanych SNP v STAT6 a ADAM33 v skupinéach rodin (pacienti +
pribuzni), pacientov samotnych a kontrol, grafy ¢. 7 a 8 a tabulky ¢.
8 a 9 porovnavaju distribuciu majoritnych aliel medzi pacientmi
a kontrolami. Medzi tymito skupinami boli uréit¢ rozdiely vo
frekvenciach genotypov a aliel, avSak signifikantny rozdiel v ich
distribcii zisteny nebol apreto ich asociacia so sledovanymi
fenotypmi (astma, BHR, hladina celkovych IgE) nebola
analyzovana.
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Graf ¢. 1: Distribucia genotypov SNP v STAT6 v skupine rodin s det'mi s astmou (pacienti + pribuzni).
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Graf ¢. 2: Distribucia genotypov SNP v STAT6 v skupine pacientov.
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Graf ¢. 3: Distribucia genotypov SNP v STAT6 v skupine kontrol.

Kontroly

IN2-SNP2  IN2-SNP3 IN17 IN18 3UTR-SNP3 3UTR-SNP4

‘D Homozygot 1 E Heterozygot B Homozygot 2 ‘

Homozygot 1 je homozygot pre majoritnu alelu, homozygot 2 je homozygotny pre minoritnu alelu.

118



Graf ¢. 4: Distribucia genotypov SNP v ADAM33 v skupine rodin s det’'mi s astmou (pacienti + pribuzni).
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Graf ¢. 5: Distribucia genotypov SNP v ADAM33 v skupine pacientov.
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Graf ¢. 6: Distribucia genotypov SNP v ADAM33 v skupine kontrol.
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Graf ¢. 7: Porovnanie distribiicie majoritnych aliel SNP v 7476 medzi pacientami a kontrolami.
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Graf ¢. 8: Porovnanie distribuicie majoritnych aliel SNP v ADAM33 medzi pacientmi a kontrolami.
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Tabul’ka ¢. 8 Frekvencie genotypov a aliel polymorfizmov v ADAM33

Pacienti (N =109)

SNP/ F+1 |L-1 | S1 | S2 |[S+1 ST+4| T1 |T+1 |[V.3 | V4 | V5
Genotypy —

Hom. 1 0,29 10,63 /0,86 /0,45 /0,37 /10,39 10,61 |0,62 |0,73 | 0,60 |0,87
Heter. 0,53 10,34 |0,14 /0,42 |0,45 /0,47 10,35 0,36 | 0,25 | 0,38 |0,12
Hom. 2 0,17 10,03 /0,00 /0,13 /0,18 10,15 (0,05 /0,03 |0,03 | 0,03 0,01
Alely G-AG-AG-AC-GA-TT-CT-CC-TG-AC-GA-G
Majoritnd 0,56 10,80 10,93 /0,66 0,59 /0,62 0,78 0,79 |0,85 [ 0,78 0,93
Minoritna 0,44 10,20 10,07 10,34 /0,41 10,38 10,22 |0,21 | 0,15 | 0,22 |0,07

Kontrolna 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 10,69 |0,80 | 0,47 |0,31 10,42 [0,69 0,60 | 0,76 | 0,60 10,91
Heter. 0,49 10,27 |0,18 0,40 |0,49 [0,42 [0,27 [0,36 | 0,20 | 0,38 |0,09
Hom. 2 0,18 10,04 |0,02 10,13 |0,20 [0,16 |0,04 [0,04 | 0,04 |0,02 |0,00
Alely G-AG-AG-AC-GA-TT-CT-CC-TG-A|C-GA-G
Majoritnd 0,58 10,82 [0,89 0,67 |0,56 0,63 [0,82 [0,78 | 0,86 |0,79 |0,96
Minoritng 042 0,18 [0,11 10,33 [0,44 [0,37 [0,18 |0,22 0,14 |0,21 0,04

Vysvetlivky: Hom. 1- homozygot pre majoritnu alelu, Heter. — heterozygot, Hom. 2 — homozytog pre minoritnu
alelu.
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Tabul’ka ¢. 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
Majoritna 0,51 0,58 0,57 0,90 0,94 0,61
Minoritna 0,49 0,42 0,43 0,10 0,06 0,39

Kontrolna 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
Majoritna 0,58 0,59 0,66 0,94 0,94 0,70
Minoritna 0,42 0,41 0,34 0,06 0,06 0,30

Vysvetlivky: Hom. 1- homozygot pre majoritnu alelu, Heter. — heterozygot, Hom. 2 — homozytog pre minoritna

alelu.
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6.2 Asociacia haplotypov s hladinou IgE

6.2.1 Distribucia haplotypov v skiimanych skupinach

Z uréenych  genotypov  sledovanych SNP v STAT6
aADAM33 boli zostavené haplotypy u pacientov, pribuznych a
kontrol. Haplotypy zostavené na zaklade znalosti genotypov SNP
pribuznych, boli doplnené¢ o haplotypy dour¢ené pomocou
Statistickych metod (EM algoritmus a Bayesovsky teorém).
V skupine astmatikov tak Gspe$nost’ haplotypizacie bola 65,1% (N =
71) pre SNP v ADAM33 a 77,1% (N = 84) v pripade polymorfizmov
STAT6. Uspesnost uréenia haplotypov v skupine kontrol bola
v pripade ADAM33 22,2% a 24,4% v pripade STAT6.

Kazdy z tychto dvoch génov mal 3 najcastejSie haplotypy,
ktoré¢ boli oznacené ako al-a3 pre ADAM33 asl-s3 pre STAT6 a to
zostupne podla ich frekvencie zastupenia v skupine pacientov.
Frekvencia tychto najcastejSich haplotypov v skupine pacientov v§ak
nebola vyznamne odlisna od ich frekvencii v kontrolnej skupine
(tabulka 10). Samostatna analyza d’alSich minoritnych haplotypov
nebola mozna, avsak ich celkovy spolo¢ny mierny vplyv na vyskyt
astmy nemohol byt vylaceny.

Dalia analyza sa zamerala na asociaciu jednotlivych
najcastejSich haplotypov s hladinou IgE, pricom S$tatisticka analyza
pracovala primarne so spojitym suborom hladin IgE.

6.2.2 Haplotypy STAT6 a hladina celkovych IgE

Vsetky tri najcastejSie haplotypy (s1-s3) vykazovali vplyv
na hladiny celkovych IgE. Jednozna¢nu a stcasne signifikantnii
viazbu k zvySenym hladinam celkovych IgE v stibore pacientov
prejavoval haplotyp s1(Obr. 22). Median celkovej hladiny IgE
haplotypu sl v skupine pacientov bol 455 TU/ml, p < 0,001 (tabul'ka
¢ 11). Statisticky vyznamna asociacia bola zistena taktiez i pri
analyze jednotlivych pacientov, ktori mali aspofi jeden haplotyp sl
(p = 0,012). Zaujimavym bol vztah haplotypu s3 k hladine IgE,
ktory prejavoval védzbu k fyziologickym hladinam (p = 0,008).
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Tabul’ka ¢. 10. Frekvencie urcenych haplotypov v STAT6 a ADAM33 v skupinach pacientov a kontrol.
ADAM33 STAT6

Haplotyp Pacienti [%] | Kontroly [%] p 1-G,2-A |1-G, 2-A
11112111111 al 27,1 30 0,792 1-G,2-A |1-C,2-T
& | 140 haplotypovu ' 11111 | a2 22,9 25 0,783 1-G,2-A [1C,2-T
S | pacientov
< 22121122111 | a3 16,4 10 0,742 1-C,2-G |1-C, 2-T
S,; 20 haplotypovu | 11111211121 8,6 15 0,405 1-A,2-T |1-G, 2-A
kontrol 21111211111 6,4 10 0,63 1-A,2-C |1-G, 2-A
© 168 haplotypov 221111 sl 39,9 50 0,368 1-T,2-C
:: pacientov 112112 s2 27,4 9,1 0,071 1-C,2-T
; 22 haplotypov u 111111 s3 11,9 4,5 0,477 1-G,2-A
kontrol 212212 4,8 0 0,6 1-C,2-G
1-A,2-G

Haplotypy su vytvorené z polymorfizmov v poradi F+1, L 1, S1, S2, S+1, ST+4, T1, T+1, V_3, V4 a V5 v pripade
ADAM33 a IN2-2, IN2-3, IN17, IN18, 3°UTR-3, 3’°UTR-4 v pripade STAT6. Na boku vpravo umiestnena legenda
podava vysvetlenie numerického kédu pre haplotypy, 1 vZdy oznacuje majoritnu alelu, 2 tak potom minoritn.
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Haplotypova analyza
(N=190 haplotypov)

IgE 2500 A
[TU/ml] Kruskal-Wallisov
a test: p <0.001
2000 - —_
1500 A a,b
b
1000 - b
500 -~ » b
A i
0 T T T T
s1 s2 s3 Ostatné Kontroly

Obr. &. 22 Vztah haplotypov STAT6 k hladinam celkovych IgE. Haplotyp s1 v STAT6 ma signifantnu vizbu
k zvySenym hladindm celkovych IgE, v porovnani k ostatnym haplotypom u astmatikov i v porovnani s kontrolnou
skupinou. Skupiny oznac¢ené rovnakym pismenkom nie si vzajomne Statisticky odlisné. Spojnicovy graf znazorfuje
median a 10.-90. percentil hladin celkového IgE. Skupiny oznacené rovnakym pismenom nie si vzajomne
vyznamne rozdielne.
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Tabulka ¢.11 Hladiny celkovych IgE u pacientov v zavislosti od haplotypov a ich parentalneho povodu.

Haplotypovy celkovo Paternalne haplot Maternalne haplot
1gE [IU/ml] (NI=)19gll)1apylotypov) HG (N=95 ostl"))b) G (N=95 osﬁll))) W HG
sl 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] | Aspoii jeden s1 (N=95) | HG ] Aspoii jeden s3 (N=95) | HG
sl 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

Tabulka sumarizuje hladiny celkovych IgE u95 o0s6b (spolo¢ne pacienti a kontroly s tispe$ne uréenymi
haplotypmi). Pre kazdy haplotyp je uvedené percentualne zastiipenie z poctu 95 osdb. Hladina IgE je vyjadrena
pomocou medianu, v zatvorke st hodnoty 10. — 90. percentilu. Skupiny (HG) oznacené rovnakym pismenom nie st
vyznamne rozdielne (podrobnosti su v texte). Nakolko nebol rozdiel v distribucii haplotypov v porovnani
s astmatikmi, tak kontroly boli analyzované ako celok, bez zohl'adnenia konkrétneho haplotypu.
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6.2.2.1 Parentalny povod haplotypu a hladina celkovych IgE

Pri vyskyte atopie bol pozorovany rozdielny vplyv pohlavia
rodi¢ov, pricom s atopiou boli spojené alely zdedené od matky'” ¥
¥V subore vySetrovanych pacientov bol preto analyzovany
i potencialne rozliény vplyv konkrétneho haplotypu v zavislosti od
jeho parentalneho povodu (zdedeny maternalne vs. paternalne).

Pri zohl'adneni rodi¢ovského povodu, boli najdené urcité
rozdiely v hladinach IgE (subor spojitych hladin IgE) pre haplotypy
s1-s3. Statisticky vyznamny rozdiel bol zisteny pre haplotyp sl
zdedeny paterndlne (Obr. 23), median celkovych IgE bol 618 IU/ml
v skupine pacientov vs. 107 IU/ml v skupine kontrol, p<0,001
(Tabulka 11).

E 2500 7 A Paternilne -Kruskal-Wallis test:
5 A a p <0.001
= 1= - @ Maternslne - Kruskal-Wallis test:
w2000 -
o p =0.047
1500 A AB a
B a
1000 - B a
A
500 A B a
I Iz
0 T T T T 1
sl s2 s3 Ostatné Kontrola

B Median :[ 10. - 90. percentil

Obr. 23 Vplyv rodi¢ovského povodu haplotypov STAT6 na
hladinu IgE. Obrazek dokumentuje vyznamny vplyv haplotypu s1
zdedeného od otca (paternalny pévod) na zvysenie hladiny
celkovych IgE.
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6.2.2.2 Pohlavie a hladina celkovych IgE

Alergické ochorenia sa CastejSie vyskytuja
u chlapcov, hlavne v pripade astmy, pricom v puberte dochadza
k zmene vo vyskyte, tieto ochorenia st potom CastejSie pozorované
u zien. V sledovanom subore preto bola uskutocnena analyza vizby
haplotypu sl k hladine IgE v zavislosti na pohlavi pacientov. Vézba
tohto haplotypu k hladine IgE bola vyznamna u oboch pohlavi, avsak
ovela vyraznejSia je v pripade muzského pohlavia, p = 0,009
(Tabulka 12).

Dalej bol analyzovany znovu irodi¢ovsky povod sl
haplotypu medzi chlapcami a diev€atami. V tomto pripade bola
znovu zistend vyrazne signifikantna vézba paternalneho haplotypu sl
k hladine celkovych IgE uchlapcov (p = 0,002). U dievcat bola
zistena len hrani¢na asocidcia (Tabul'ka 12). Maternalny s1 haplotyp
vsak nevykazoval signifikantne castejSi vyskyt u oséb so zvysenou
hladinou celkovych IgE celkovo, ani pri rozdeleni do skupin podla
pohlavia. V pripade tejto analyzy pri rozdeleni i podl'a pohlavia sa
jednalo o skupiny s malym mnoZstvom pacientom, atak nie je
mozné vylucit chybu malych ¢isiel.

6.2.2.3 Haplotypy STAT6 a ich vizba na kategorizovanou hladinu
IgE

Hladina celkovych IgE je za normalnych okolnosti nizka,
stupa u atopickych osob. Vizba haplotypov STAT6 bola analyzovana
i ku kategorizovanej hladine IgE — hranica cut off bola zvolena na
200 IU/ml. I analyzou pacientov s hladinou IgE nad 200 IU/ml bola
najdena vizba sl haplotypu k hladine IgE. Sucasne sa tiez potvrdil
vplyv parentalneho povodu - 73,5% pacientov s IgE nad 200 1U/ml
mali paternalny s1 haplotyp (p < 0,01) a 57,6% pacientov mali tento
haplotyp zdedeny od matky (hrani¢na vizba p = 0,08).
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Tabul’ka 12 Vzt’ah parentalneho povodu s1 haplotypu na hladinu celkovych IgE.

Hladina | Haplotypova analyza HG Paternalne haplotypy HG Maternalne haplotypy | H

IgE [IU/ml]| (N=120 haplotypy) (N=30 osdb) (N=30 osdb) G

sl 41,7%; 381 (42; 1970) | a | 41,7%; 484 (81;1970) | a | 41,7%; 123 (26;1970) | a

g S 25,8%; 116 (34; 829) |a,b] 30,0%; 116 (26;913) |a,b] 21,7%; 116 (38;829) | a

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

O “|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 o0sob) (N=24 o0sdb)

sl 35,4%; 812 (102; 2800)| a |37,5%; 812 (102;2800) | a | 33,3%; 695 (54;2800) | a

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

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

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

Vizba sl haplotypu k hladine celkovych IgE je analyzovana zvlast u diev¢at i chlapcov a zaroven je zohl'adneny
irodi¢ovsky pdvod tohto haplotypu. Signifikantnd asociacia je zvyraznena tuénym pismom. Heterogénne
skupiny (HG) oznacené rovnakym pismenkom nevykazuji medzi sebou S$tatisticky vyznamny rozdiel.
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Tabul’ka 13. Vztah haplotypov v ADAM?33 k hladine celkovych IgE.

Hladina gE | Haplotypova analyza | Paternalne haplotypy | Maternalne haplotypy
[TU/ml] (N=160 haplotypy) (N=80 osob) (N=80 osdb)

al 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

Tabulka sumarizuje rozloZenie hladin IgE (spojity subor, analyza pacientov a kontrol dohromady)
vySetrovanych o0s6b s plne uréenym haplotypom. Je tu uvedené percentualne zastiipenie osdb s danym
haplotypom celej skupiny 80 oséb / 160 haplotypov, jedna sa o pacientov a kontroly dohromady (osoby
s uréenym haplotypom). Dali idaj predstavuje median hladin IgE a v zatvorkach su hladiny IgE reprezentujiice
10. a 90. percentil hodnét IgE. Hodnota Statistickej vyznamnosti p bola ur¢ena pomocou Kruskal — Wallisovho
testu.
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6.2.3 Haplotypy ADAM33 a hladina celkovych IgE

Vztah haplotypov ADAM33 khladine IgE bol taktiez
analyzovany a tieto haplotypy vykazovali urcity trend k vézbe na
hladinu IgE. Vyraznej$i vplyv bol pozorovany pre haplotyp a2,
avSak nedosiahol statistickej vyznamnosti (Tabul’ka 13).

6.3 Asociacia haplotypov s uroviiou BHR

Bronchoprovokaéné testy s histaminom boli vykonané
u vSetkych 109 deti zaradenych do $tadie. Kompletné vysetrenie
tymito testami s histaminom a sucasne i metacholinom podstipilo
len 99 tychto deti. Pozitivnou odpoved’ou na provokaciu bol pokles
FEV1 pod 20% z vstupnej hodnoty — tzv. parameter PC 20 a pacienti
boli rozdeleni do skupiny s 'ahkou a tazkou BHR.

6.3.1 Haplotypy ADAM33 a bronchoprovokacie s histaminom

Analyza odpovedi pri bronchoprovokacii metddou
bolusového podania odhalila vyznamnu vazbu haplotypu a3 k BHR
(p = 0,013), ale len v pripade haplotypu paternalneho povodu. Pre
haplotyp maternalneho povodu nebola zistena signifikantna vézba.
Distribucia s3 haplotypu medzi pacientami a kontrolami vSak nebola
so signifikantnym rozdielom (Tab. 14). Haplotyp a2, ktory
vykazoval urcita tendenciu k vézbe (i ked’ nesignifikantnil) na IgE,
vsak nebol v ziadnej vdbze k BHR, nebol pozorovany ani rozdiel
v jeho distribucii v zavislosti od jeho parentalneho pdvodu.

Bronchoprovokacie s metdédou pokojného dychania dopadli
podobne, bola zistena vyznamna vazba s3 k BHR (p < 0,01) a znovu
tato vdzba bola vyznamna len v pripade haplotypu prenesené¢ho
paternalne (Obr. 24).

6.3.2 Haplotypy ADAM33 a bronchoprovokacie s metacholinom
Hodnotené boli vysledky ziskané pomocou obidvoch metdd
provokacie (metdda pokojného dychania vs. bolusové podanie),
avsak haplotypy ADAM33 nevykazovali Ziadnu vézbu na vysledky
bronchoprovokacie metacholinom (tab. 15, obr. 25).
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Tabul’ka 14. Haplotypy ADAM33 vo vzt’ahu k BHR vySetrenej metodou bolusového podania histaminu

Paternalne haplotypy Maternalne haplotypy Porovnanie frekvencii
maternalnych a
Haplotypy Tazka BHR Haplotypy Tazks BHR E:Lel;':;‘::;yvcsﬁ Padkej
BHR:
al (n=18) 66,7 % (12)° al (n=21) 61,9 % (13) p=0,757
a2 (n=14) 643 % (9)*° a2 (n=18) 66,7 % (12) p=0,888
a3 (n=15) 86,7 % (13)° a3 (n=218) 75,0 % (6) p=0,482
ostatné (n=24) | 91,7 % (22)" ostatné (n = 24) 83,3 % (20) p=0,383
Rozdiely vo frekvenciach Rozdiely frekvenciach tychto
haplotypov: p = 0,013 haplotypov: p = 0,412

Porovnanie vyskytu haplotypov ADAM33 vo vztahu k tazkej BHR je znazornené zv1ast pre paternalny a zv1ast
pre maternalny haplotyp. V poslednom stipci je analyzovany irozdiel medzi materndlnym a paternalnym
haplotypom. Skupiny oznacené rovnakym pismenkom (horny index ,,a“ a ,b“) nevykazovali medzi sebou
Statisticky ~ vyznamny v distribucii. testu.

rozdiel Hodnota p bola kalkulovanda pomocou ML-y2
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Paternalny haplotyp

S tazkou BHR (%)
p<0.010
20 40 60 80 100
0% % % % % %
al (n=18)
a2 (n=14)
a3 (n=15)

ostatné (n=24)

Maternalny haplotyp
S tazkou BHR (%)
p=0.580
20 40 60 80 100
0% % % % % %
al (n=21) 28,6%
a2 (n=18) 44,4%
a3 (n=8) 50,0%
ostatné (n=24) 45,8%

Obr. 24 Vztah haplotypov ADAM33 kBHR po podani
histaminu. Histamin bol aplikovany metédou pokojného dychania.
Rozdiely medzi haplotypmi boli analyzované pomocou y* testu
s maximalnou vierohodnostou.
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Tabulka 15. Haplotypy ADAM33 vo vzt'’ahu k BHR vysetrenej metodou bolusového podania metacholinu

Paternalne haplotypy Maternalne haplotypy Porovnanie frekvencii

maternalnych a

Haplotypes Tazka BHR Haplotypes Tazks BHR E:g:)‘t‘;‘:ﬁc;ﬁ Pakej
BHR:

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

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

a3 (n=15) 73,3 % (11) a3 (n=38) 37,5% (3) p = 0,046

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

Rozdiely vo frekvenciach Rozdiely vo frekvenciach
paternalnych haplotypov: p = 0.658 maternal haplotypov: p = 0,539

Porovnanie vyskytu haplotypov ADAM33 vo vztahu k tazkej BHR je znazornené zv1ast pre paternalny a zv1ast
pre maternalny haplotyp. V poslednom stipci je analyzovany irozdiel medzi maternlnym a paternalnym
haplotypom. Hodnota p bola kalkulovana pomocou ML-%2 testu
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Paternalny haplotyp
—| i 7 2 0
p=0.750 Tazka BHR (%) 100
0% 20% 40% 60% 80% %

22,2%

al (n=18)

a2 (n=14) 14,3%

a3 (n=15) 20,0%

ostatné (n=24) 29,2%

Maternalny haplotyp
—| 1l 7 2 o,
p=0.360 Tazka BHR (%) 100
0% 20% 40% 60% 80% %

19,0%

al (n=21)

a2 n=18) [ 11,1%

a3 (n=8) 25,0%

ostatné (n=24) 33,3%

Obr. 25 Vztah haplotypov ADAM33 k BHR po podani
metacholinu metédou pokojného dychania. Rozdiely medzi
haplotypmi boli analyzované pomocou %’ testu s maximalnou
vierohodnost’ou.
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6.3.3 Vzt’ah haplotypov STA76 k BHR

Analyza vzt'ahu haplotypov STAT6 pouzila rovnaky pristup,
tak ako v pripade ADAM33 — analyzovali sa vysledky provokacii
histaminom i metacholinom, pricom zakazdym sa pouzili oba
sposoby podavania tychto latok. Haplotypy STAT6 vsak nemali
ziaden vzt'ah k irovni BHR, bez ohl'adu na podanu latku ¢i spdsob
jej podania a ani pri deleni podl'a parentalneho povodu haplotypov
(vid’ Obr. 26 a 27, v pripade bolusového podavania).

Paternalny haplotyp

p=0.760 Tazka BHR (%) o

0% 20% 40% 60% 80% %

77,1%

s1 (n=35)
s2 (n=24) 87,5%
s3 (n=10) 80,0%

ostatné (n=14) 78,6%

Maternalny haplotyp

p=0.970 Tazka (%)

100
0% 20% 40% 60% 80% %

s1 (n=34) 79,4%

s2 (n=20) 80,0%

s3 (n=10) 80,0%
ostatné (n=19) 84,2%

Obr. 26 Vzt'ah haplotypov STAT6 k BHR po bolusovom podani
histaminu. Rozdiely medzi haplotypmi boli analyzované pomocou
x* testu s maximalnou vierohodnost'ou.
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Paternalny haplotyp

— | i v/ 2 0
p=0.990 Tazki BHR (%)

0% 20% 40% 60% 80% %

s1 (n=35) 54,3%
s2 (n=24) 54,2%
s3 (n=10) 50,0%
ostatné (n=14) 50,0%
Maternalny haplotyp
p=0.550 Tazka BHR (%)

100
0% 20% 40% 60% 80% %

s1 (n=34) 44,1%

s2 (n=20) 55,0%

s3 (n=10) 60,0%
ostatné (n=19) 63,2%

Obr. 27 Vztah haplotypov STAT6 k BHR po bolusovom podani
metacholinu. Rozdiely medzi haplotypmi boli analyzované
pomocou ¥ testu s maximéalnou vierohodnostou.
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7. Diskusia

Od dcias prvej asociacie chromozémovej oblasti 12q
s vyskytom astmy alebo nadprodukciou IgE'™®'**"* hola tejto oblasti
venovana znacna pozornost’ a prebehlo viacero §tadii zameranych na
asociaciu polymorfizmov kandidatnych génov v danej oblasti
zéujmu, a to ivrdznych populaciach®', pricom najvyznamnejsim
z tychto génov sa javi STAT6. Tento gén patri do skupiny génov,
ktorych asociacia s hladinou IgE ¢i astmou bola replikovana v 6 — 10
stadiach®'’. Doposial’ prebehlo niekol’ko asociaénych stadii, ktoré
poukdzali na spojitost niektorych polymorfizmov a haplotypov
STAT6 sastmou alebo zo zvySenou hladinou celkového IgE.
Nagarkatti aspol. identifikovali CA repeticny polymorfizmus
v prométorovej oblasti STAT6 — oznadeny ako R1°*°. Tento
polymorfizmus je cca 1,2 kb vzdialeny od d’alSieho CA repeticného
polymorfizmu - tzv. R3, ktory je umiestneny v prvom exone STATG.
Tieto 2 polymorfizmy a aj ich haplotypy 16 15 a 17 15 (v poradi
R1 _R3) asociovali s atopickou astmou a hladinou celkovych IgE.
Leung a spol.”’* skumali komplexny vplyv Siestich kandidatnych
génov na vyskyt astmy, medzi inymi i STAT6. Posudzovali vplyv
polymorfizmov T1309C (rs841718) a C1570T (rs3024974) v 17.
al8. exone na funkéné parametre pluc, pricom zistili, ze
polymorfizmus CI1570T vyznamne ovplyviluyje pokles FEV,
(spirometrické  merania  prebehli ~ vro¢nych  odstupoch).
V predchadzajticej Stadii tychto autorov vsak tento polymorfizmus,
umiestneny priblizne v polovici 18. intrénu, nebol asociovany
s hladinou celkového IgE v &inskej populacii’”. V kaukazskej
populacii bol vSak naopak popisany vyznamny vplyv tohto
polymorfizmu na hladinu Igg*".

Jednym zcielov tejto dizertacnej prace bolo posudit’
asociaciu Siestich polymorfizmov (SNP) v STAT6 s hladinou
celkovych IgE a astmou, pricom vSetky tieto SNP boli lokalizované
v intronoch alebo v UTR oblastiach tohto génu. Pri porovnani
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frekvencii vyskytu jednotlivych polymorfizmov s vyskytom astmy
alebo hladiny celkového IgE (hodnota cut off 200 mg/ml), sa
niektoré SNP u detskych astmatikov vyskytovali relativne castejsie
(napr.In2-SNP3), avSak rozdiel nedosiahol S$tatisticky vyznamnu
hladinu. Tento vysledok nebol az tak uplne prekvapivy a
neocakavany, nakolko niekolko ztychto SNP (napr. In2-SNP3,
In17, In18, 3UTR-SNP4) bolo v niektorych $tudiach asociované
s elevovanou hladinou IgE *7*"%'7 3 v inych zase nie *"*?’%. Tento
rozdiel by sa dal vysvetlovat’ rozdielnym po¢tom o0sdb (pacientov)
zahrnutych do S$tudie avSak medzinarodné Studie pracujuce so
subormi 0s6b — astmatikov majicich rozsah stoviek az tisicok oso6b
(Stidie zamerané na kaukazskil populéciu), Casto nenasli Statisticky
vyznamné rozdiely”’>*'7. Toto naznaduje skor na individualne
rozdiely v distribucii genotypov SNP vo wvnutri jednotlivych
skamanych populacii. Do S§tadie bolo zapojenych 109 deti
s diagnoézou asthma bronchiale a 45 kontrol. Tieto pocty by sa mohli
zdat malé, ale aj napriek tomu boli dostaujuce pre Statistické
zhodnotenie, tak ako to bolo aj vpripade niektorych inych
europskych vyskumnych projektoch zaoberajucich sa asociaciou
polymorfizmov v STAT6 s vyskytom astmy alebo hladiny IgE*"*"".
Ba ¢o viac frekvencie genotypizovanych SNP spolo¢nych pre nasu
studiu i pre niekol’ko nemeckych studii (In2-SNP3, In18 a 3UTR
SNP4) boli porovnatel'né, rozdiely v alelickych frekvenciach boli
maximalne do 5%(ref. **"*""), a alelické frekvencie boli porovnatelné
i so §tadiami na skupinach vel’kosti cca 1500 0sob*”.

Kazdy polymorfizmus moéze prispievat malym efektom,
preto bola v nasledujicom kroku uskuto¢nena haplotypova analyza.
Frekvencie jednotlivych haplotypov u pacientov i kontrol sumarizuje
tabul’ka ¢. 11. Haplotyp oznaceny ako sl je signifikantne viazany na
elevovanu hladinu IgE — pri kombinovanej analyze vzdy dvoch
haplotypov (u vySetrovanych probandov) bolo zistené, ze uz len pri
pritomnosti jedného haplotypu sl mé sledovany pacient vyznamne
vyssie hladiny celkového IgE. Pre moznost’ porovnania s vysledkami
uz publikovanych prac bola potom pozornost zamerana len na
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polymorfizmy, ktoré boli vySetrované sGcCasne v nasej Stadii
i v zahranicnych - nemeckych Stidiach (In2-SNP3, Inl8, 3UTR
SNP4). Z polymorfizmov spolo¢nych pre porovnavané §tudie boli
znovu zostavené (,,0Cistené™) haplotypy, podla ich frekvencie
v sledovanom subore pacientov boli najcastejSie z nich oznacené
znovu sl — s3 (na zaklade sekvencie v skimanych SNP, v podstate
odpovedali povodné haplotypy novym) a porovnané so znovu
zostavenymi (rovnakou metddou) literarnymi haplotypmi. Tymto
porovnanim bolo zistené, ze nie len frekvencie jednotlivych SNP,
ale dokonca aj frekvencie odpovedajucich najcastejSich haplotypov
boli velI'mi podobné (Tabulka 16). Toto pozorovanie je zaujimavé aj
z toho hladiska, ze sa jednd o dve rozdielne populacie (Ceska vs.
nemeckd). Nase haplotypy s1, s2 a s3 teda odpovedali (pri uvazovani
len troch vyssie spomenutych SNP v haplotypoch) frekvenciam
haplotypov 1, 5 a 4 v sprave od Weidingera a spol.*”" a haplotypom
1, 3 a2 zreportu Duetschové a spol.”®” Pri porovnani vysledkov
vyskumu v &eskej populacii s vysledkami Duetschové a spol.*®’
doslo k jednej vynimke a sice, ze ich najCastejsi haplotyp (¢.1) mal
na poslednom miesto (polymorfizmus 3UTR SNP4) uvedenu alelu
G, zatial’ ¢o najcastejsi haplotyp uvadzany v tejto dizertaénej praci (i
haplotyp v praci Weidingera a spol.”’") ma alelu A. PretoZe v tychto
dvoch citovanych prac sa v podstate jedna o rovnaku populaciu
aiuvadzané alelové frekvencie v tychto studiach st ve'mi podobné,
jedna sa pravdepodobne len o ,,preklep” v zapise alely polymorfizmu
3UTR SNP4.

Pri zahrnuti len tychto troch SNP do haplotypov vysli
podobné vysledky v dvoch nemeckych pracach v porovnani
k vysledkom z ¢eskej populacie, je preto pravdepodobné, ze na vznik
astmy, resp. atopie budi mat najvacsi vplyv prave tieto
polymorfizmy — In2-SNP3, In18 a3UTR SNP4 (rs324011,
rs3024974, 1s4559). Z tychto polymorfizmov ma podla literarnych
udajov preukézatel'ne najvacsi vplyv prave prvy z nich, In2-SNP3.
Uz Schedelova aspol””® vroku 2004 popisali jeho asociaciu
s hladinou IgE. Zaroven ich zaujimala jeho mozna uloha v regulécii
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STATG, preto uskutocnili pocitacovil analyzu sekvencie intronu ¢.2,
pricom objavili 2 mozné miesta pre naviazanie transkripéného
faktoru (TFB) — nuklearneho faktoru kB (NF- «B).

Tabul’ka 16. Frekvencie haplotypov v ¢eskej a 2 nemeckych populaciach.

Haplotyp | Ceska populicia Weidinger271 Duetsch”®’
TCA (s1) 43.68 37.51 42.82
CCG (s2) 26.84 26.00 15.87
CCA (s3) 20.52 25.04 23.30

Ceska populacia prestavuje astmatikov vySetrovanych v ramci tejto dizertaénej prace.

Uloha NF- kB v IL-4 indukovanych odpovediach je znama
uz dlhsiu dobu, viaze sa na sekvencie v promotorovych oblastiach
cielovych génov a to v blizkosti $pecifickych sekvencii pre STAT6.
Pre vyvolanie tvorby IgE je potrebné, aby sa viazal na obidve
cielové sekvencie, pricom bolo poukazané na to, Ze sa tak vel'mi
pravdepodobne deje v proteinovom komplexe spolu s dalSimi
transkripénymi faktormi ako napr. PU.1°*. Tieto dve TFB v2
introne STAT6 su v tesnej blizkosti vedla seba, pricom distalnejsie
TFB v sebe nesuce SNP 15324011 je vytvorené prave v pritomnosti
alely T a miesto tohto SNP je silne konzervované medzi priméatmi*’.
Ked'ze NF- kB synergicky spolupracuje s STAT6 v IL-4 mediovanej
ceste tvorby IgE, Schedelova aspol.”” vyslovili predpoklad, Ze
zmenou sekvencie vtomto druhom TFB mieste by rs324011
polymorfizmus mohol prispievat k zvySenej tvorbe IgE. Pre
potvrdenie tejto hypotézy sa Schedelova aspol.”’ rozhodli
uskutoCnit’ in vitro aex vivo experimet, v ktorom skumali vplyv
intronu 2 a polymorfizmu rs324011 na funkciu STAT6. Zistili pri
tom, ze samotny intrén 2 ma tlmivy G¢inok na aktivitu promoétora
STAT6 (a tym aj na mieru jeho expresie), priCom je jedno, ¢i bol
v pouzitych konstruktoch umiestneny po smere alebo protismere.
Toto naznacuje na to, Ze v samotnej oblasti promotoru STAT6 (cca
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I, — 5,6 kb pred zaCiatkom translacie) su taktiez tlmivé
(silencingové) elementy, nakolko konStrukty obsahujuce len
promoétor (bez intronu 2) boli vyraznejsie aktivnejsie v zavislosti od
dizky sekvencie pred miestom translaéného poéiatku. Pri zabudovani
intronu €.2 do pouzitych konstruktov, doslo teda v pritomnosti wt
alely 1s324011 kvyraznému znizeniu aktivity —promotora,
v pritomnosti alely T rs324011 vsSak doslo znovu k vyraznému
narastu aktivity promodtora STAT6 — ale len v pripade konstruktu
obsahujticeho najdlhsiu sekvenciu STAT6 promdtora (5643 bp). Toto
poukazuje na moznost’ fyzickej interakcie intrénu 2 s promotorovou
oblastou. Za zvySenie aktivity promotera je zodpovedné alelo—
Specifické viazanie NF-xB, ¢o bolo preukazané pri EMSA
(electrophoretic mobility shift assay) experimentoch — k naviazanie
NF- kB do $pecifickych DNA/proteinovych komplexov dochadzalo
len v pritomnosti T alely rs324011%%,

Tieto in silico pozorovania chceli overit' ex vivo, preto
merali aktivitu STAT6 mRNA od deti s astmou. Prekvapivo popisali
pritomnost’ 2 novych izoforiem STAT6, ktoré obsahovali Inl7
aInl7+In18 (STAT6d a STAT6e), ich pritomnost si vysvetlovali
intronovou retenciou alebo alternativnym miestom zaciatku
translacie. V pritomnosti TT genotypu v 1s324011 dochadzalo
u pacientov s astmou k miernemu, nesignifikantnému narastu
hladiny beznej formy STAT6 avSak k vyznamnému narastu hladin
STAT6d a STAT6e mRNA. Uloha tychto dvoch isoforiem STAT6 na
tvorbu IgE je v8ak zatial’ nejasna. V suhrne teda potvrdili, Ze alela T
v 1s324011 zvySuje aktivitu STAT6 promotora a to tym Ze sa vytvara
nové miesto pre Specifické naviazanie NF- kB. Na zéaklade svojich
vysledkov  predpokladaju  fyzicki  interakciu  intronu 2
s promoétorovou oblast'ou (prostrednictvom formacie sl'ucky) a d’alej
zmenu 3D Struktry STAT6 alebo jeho epigenetickej signatary
v dosledku vizby NF-«B*. Zmeny v interakcii intronu 2 (v
pritomnosti T alely rs324011) s promotorovou oblast’ou umoziujice
uplatnenie epigenetickych vplyvov by mohli byt vysvetlenim
rozdielov pozorovanych v distribucii haplotypov STAT6 v skupine
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pacientov (popisovanych v tejto dizertacnej praci) vysetrenych na
zéklade parentdlneho pdvodu vo vztahu k hladine IgE. Analyza
preukdzala, ze v pritomnosti len jedného haplotypu sl sa
signifikantne zvysuje pravdepodobnost’ vyskytu elevovanych hladin
IgE. Zvazovanim vplyvu parentalneho pdvodu haplotypu bolo
odhalené, Zze sl haplotyp predisponoval k zvySenym hladinam IgE
bez ohl'adu na to, ¢i bol od otca alebo matky. Signifikantne CastejSie
vSak bol sl haplotyp zdedeny od otca (p < 0,01 ap = 0,08 pre
haplotypy otcovského a materského povodu). Toto pozorovanie
poukazuje na to, ze sl haplotypu paternadlneho poévodu moze
predisponovat’ k rozvoju atopie ovela viac, nez haplotyp
maternalneho poévodu (k vzniku atopie je vSak pravdepodobne
zaroven nutna interakcia s d’al$imi faktormi, nakolko rodi¢ia boli
v prevaznej vacsine pripadov asymptomaticki).

Dalsim cielom dizertaénej prace bolo postdenie asociacie
SNP a haplotypov STAT6 s vyskytom BHR u pacientov s astmou.
Posudzoval sa jednak vplyv latky pouzitej k bronchoprovokacii,
jednak 1ispdsob jej inhalacie (dychanie danej koncentracie
v definovanej asovej jednotke vs. bolusova aplikacia). Statisticka
analyza vSak neodhalila vdzbu ani jedného zo sledovanych
polymorfizmov alebo znich zostavenych haplotypov STAT6 na
uroveinl bronchidlnej reaktivity, ¢o len potvrdzuje dblezité postavenie
STATG6 v regulacii tvorby IgE.

ADAM33 patri medzi prvé kandidatske gény spojené
s astmou identifikovany metédou pozi¢ného klonovania. Eederwegh
aspol.'® pri celogenomovom screeningu spojili astma s oblastou
20q13 apri naslednej analyze polymorfnych markérov nasli dva
signaly vo vnutri ADAM33. Sekvenovanim tohto génu identifikovali
celkovo 55 SNP, 14 znich bolo asociovanych s vyskytom astmy
v kaukazskej populécii (skupina z UK, skupina z US a spojena
skupina), no distribticia jednotlivych asociovanych polymorfizmov
v sledovanych skupindch pacientov a v kombinovanej skupine
pacientov  bola rézna. Eederwegh aspol.”® predpokladali
kumulativny vplyv identifikovanych polymorfizmov na funkciu
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ADAM33 a tym aj na vznik astmy a z tohto dévodu uskutoc¢nili eSte
haplotypovu analyzu (kombinéaciu vzdy 2 SNP do haplotypu) z SNP,
ktoré¢ boli samostatne asociované s astmou. Tieto zaujimavé
vysledky vzbudili velky zaujem o StGdium ulohy ADAM33 pri
vzniku astmy a mnozstvo skupin sa pokusilo asociovat SNP
v ADAM33 s astmou v réznych populaciach.

Prvou $tadiou, ktora uspesne replikovala asociaciu SNP
v ADAM33 bola stidia na vzorku nemeckej populécie. V pripade
familiarneho vyskytu boli s astmou asociované F+1, ST+4 a ST+5
polymorfizmy. Niektoré ztychto SNP boli eSte zaroven spojené
s elevaciou celkovych IgE (F+1, ST+5), s BHR (F+1, S2) alebo
s fenotypom astma+BHR (F+1, S2). Pri posudzovani skupiny
pripadov/kontrol bol s astmou asociovany ST+7 asBHR ST+5
polymorfizmus. Haplotypova analyza (dvoj- a troj- polymorfizmové
kombinacie) familiarnych pripadov nasledne asociovala jeden
haplotyp s astmou a d’alsich 5 haplotypov s BHR™.

Spojitost medzi SNP v ADAM33 avyskytom astmy sa
pokusali najst aj Lee aspol.’® v sibore korejskych astmatikov.
Uskutoc¢nili genotypizaciu piatich polymorfizmov z 14 pdvodne
asociovanych  polymorfizmov'®,  jednalo sa  konkrétne
o polymorfizmy S1, T1, V_1 V1 a V4. V skupine 326 astmatikov
a 151 kontrol sa im vSak nepodarilo ndjst signifikantny rozdiel
v distribucii SNP ani haplotypov medzi skimanymi skupinami, ani
vidzbu na hladinu IgE. Jedinou vynimkou bola védzba TI1
polymorfizmu a haplotypu h4 na hladinu BHR vyjadrenej pomocou
PC,, (pokles FEV, 020% pri provokécii metacholinom)(ref.*” ).
Hirota akol.”" skumali vplyv SNP ADAM33 na vyskyt astmy
v dospelosti na subore 504 astmatikov a 651 kontrol v japonskej
populacii. Sekvenacne identifikovali celkovo 48 SNPs, z nich 29 uz
predtym popisal Eederwegh aspol.'”. Do asociaénej analyzy
zaradili 14 polymorfizmov, pricom signifikantntl asocidciu s astmou
v dospelosti, po korekcii vzhl'adom k poétu analyzovanych SNPs,
vykazoval polymorfizmus T1 ahraniéne i S2 aV_3"". Dalej
zostavili haplotypy zo Styroch SNPs — S2,T1, T2 (SNP, ktory nebol
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signifikantny po ich korekcii na mnohopocetny vyber) a V_3 a zistili
Statisticky vyznamnu vézbu haplotypu CCTG s vyskytom astmy
v dospelosti. V protiklade k tymto vysledkom vSak v islandskej
populacii nebol ani jeden zo Studovanych polymorfizmov
asociovany s astmou’””. Autori viak nasledne este uskutoc¢nili meta-
analyzu na podklade literarnych tidajov, kde pozorovali signifikantnu
asociaciu ST+7, F+1, Q 1, S2 a T1 SNPs s astmou, priCom prvé dva
SNP boli vo vel'mi tesnej véizbe (linkage disequilibrium = 0.965).
Howard aspol.’® hladali asocidciu medzi astmou (+ event.
suvisiacim fenotypom) a 8 polymorfizmami v 4 réznych populaciach
— holandskej, belosskej z US, afroamerickej a hispanskej. Tito autori
pozorovali asociaciu Stich polymorfizmov s astmou, avSak ani jeden
znich nebol asociovany sdanym fenotypom vo vSetkych
populaciach. Drobnou vynimkou bol len polymorfizmus S2, ktorého
asociacia nebola zistena len v holandskej populacii. Haplotypova
analyza nasla zakazdym 2 signifikantne asociované haplotypy
v holandskej a afro-americkej populacii, v ostatnych populaciach
nebola najdend signifikantna vidzba haplotypov s vyskytom astmy.
Velka australska Stadia nepotvrdila asociaciu medzi ziadnym z 10
skamanych polymorfizmov, nasla vSak niekol'ko haplotypov, ktoré
boli vyznamne spojené sastmou a za tento trend boli najviac
zodpovedné polymorfizmy V-1 a ST+7°%.

Jednym z cielov tejto dizertacnej prace bolo i posudenie
asociacie celkovo 11 polymorfizmov v ADAM33 s astmou alebo
BHR. Vo vyskyte jednotlivych SNPs medzi skupinou pacientov
a kontrolami sice boli rozdiely, ale ani jeden nedosiahol statistického
vyznamu. Medzi frekvenciami aliel v naSej Ceskej populacii pri
porovnani s ostatnymi §tadiami kaukazskych populacii****'® boli sice
malé rozdiely, tieto vSak neboli signifikantné. Jednotlivé polymorfné
alely mézu mat’ kumulativny efekt na funkciu génu a preto i v stlade
s publikovanymi  zahranicnymi  pracami, bola uskutocnend
haplotypové analyza polymofizmov v ADAM33. Haplotypy boli
zostavené zo vSetkych 11 skiimanych SNPs. Haplotypova analyza
nenasla asociaciu s diagnézou astmy, ani s hladinou celkového IgE, a
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i ked’ 3 hlavné haplotypy mali tendenciu viazat’ sa na vyS$$iu hladinu
IgE, tak tieto védzby neboli Statisticky vyznamné. Tento néalez moze
odrazat’ fakt, z2 ADAM33 ma tlohu v medzibunkovej adhézii — jeho
disintegrinovd doména podporuje adhéziu leukocytov zavisli na
a9B1 — integrine’™ aisamotné mezenchymové bunky (ako napr.
fibroblasty a bunky hladkého svalstva) tento integrin exprimuju’>’.
Polymorfizmy v jednotlivych haplotypoch by teda mohli
ovplyviiovat’ tuto funkciu disintegrinovej domény a tak vplyvat’ na
mnozstvo leukocytov (a tym aj priebeh samotnej zapalovej reakcie)
v dychacich cestach.

Z predchadzajiceho prehladu jednotlivych stadii vyplyva
zatial' akasi neurcitost’ v ilohe ADAM33 polymorfizmov pri vzniku
astmy. Podla imunohistochemickych a expresnych analyz je jasné,
ze samotny ADAM33 je dolezity pre vyvoj dychacej ststavy
(rozdielne zastipenie #ADAM33 ajeho foriem v pltcach
embryonalne a postnatilne) amé tak vyznam pre vznik astmy®’.
Niekolko §tidii, vritane pdvodnej prace Eedervega a spol.'”,
popisuje asociaciu niektorych SNP s astmou — najcastejSie F+1
a ST+7. Tieto vysledky sa v d’alSich studiach replikovali bud’ len pri
meta-analyzach s dalsimi  dodatoénymi  Udajmi  z rasovo

odpovedajucich populacii®*®**®, pri haplotypovej analyze, alebo

vobec™”.

Haplotypova analyza ADAM33 polymorfizmov v skupine
detskych astmatikov vySetrovanych v stvislosti s touto dizertacnou
pracou odhalila asociaciu haplotypu a3 s BHR. Tento haplotyp a3
bol v skupine detskych astmatikov asociovany s bronchialnou
hyperreaktivitou po provokacii s histaminom, pricom bolo jedno,
akym sposobom bol histamin podany. RozloZzenie najCastejSich
haplotypov ADAM33 v sledovanych skupinach sumarizuju grafy 5
a 6. Pozorované frekvencie haplotypov v Ceskej populacii boli
porovnané s frekvenciami asociovanych alebo aspon najcastejsie sa
vyskytujicimi  haplotypmi v §tadidch kaukazskych populacii.
Porovnavat’ vSak haplotypy v §tadiach je problematické
z niekol’kych dovodov:

149



1. kazdd stadia pracuje  srozdielnym  spektrom
polymorfizmov,

2. haplotypy sa niekedy =zostavuji zdvoj- alebo
trojkombinécii SNPs,

3. alebo si uvadzané len ndzvy polymorfizmov bez
odpovedajucich nukleotidov tvoriacich dany haplotyp.

Porovnanie vysledkov z ¢eskej populacie sa vSak podarilo
asponn k nam relativne najblizS8ou nemeckou populaciou a potom
dalej so Studiou vychadzajicou z australskej kaukazskej populacie.
Nemecka S$tadia pripadov akontrol a longitudinalnej kohorty
astmatikov neodhalila asocidciu ani jedného SNP s diagnézou astmy,
avSak nasli asociaciu A alely v S1 a G alely vo V4 s rizikom rozvoja
neatopickej astmy a d’alej asocidciu niekol’kych SNP s plucnymi
funk&nymi parametrami’'®. Haplotypova analyza 8 SNP z 10 (F+1,
S1, S2, ST+4, ST+5, ST+7, T1 a V4) nasledne nasla pre haplotyp H4
(GGGCCGTG) slabt (nesignifikantni, p=0.063) vézbu s astmou
v skupine pripadov a kontrol. Pri kombinacii dat s longitudinalnou
skupinou uz vidzba bola signifikantna, p=0.033. Po zostaveni
haplotypov  z vybranych SNP, spolo¢nych pre porovnavané
populacie, bolo mozné vidiet (Tab. 17), Ze iked rozdiely
vo frekvenciach polymorfizmov medzi tymito populdciami nie st
vel'ké, dochadza k rozdielnej distribucii haplotypov. Frekvencne si
navzajom odpovedaju len haplotypy a2 a a3, vo frekvenciach d’alsich
haplotypov st uz vécsie rozdiely. Haplotyp H4 z nemeckej studie sa
v populdcii naSich astmatikov vyskytuje 2x menej anie je
asociovany ani s astmou ani s BHR. Naproti s BHR je v nasej
populécii asociovany haplotyp ¢.3 (tzv. a3), ktory ma podobnu
frekvenciu ako v nemeckej populacii. V oboch stadiach boli
skamané F+1 a ST+4 SNPs, ktoré by mali k rozvoji astmy prispievat’
najviac.
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Tabulka 17: Frekvencie haplotypov v populacii ¢eskych a nemeckych
astmatikov.

CR Nemecko
a1l 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 st vytvorené z SNP, ktoré boli spolo¢né pre populdciu Ceskych detskych
astmatikov (asociacna $tudia tejto dizertacnej prace) a beloSsku nemecku populdciu
(Schedel aspol®®). Prvé 3 polymorfizmy st najéastejsie a zodpovedaji
polymorfizmom zostavenych povodne zo vsetkych 11 SNP v ADAM33, ktoré boli
skimané v ramci tejto dizertacnej prace.

V pripade australskej $tadie nebola najdena asociacia medzi
ani jednym z 10 SNPs a astmou alebo zavaznostou onemocnenia®™.
Boli vsak opét” pozorované niektoré haplotypy spojené s vyskytom
astmy. Pri porovnani haplotypov vytvorenych zo SNP spolo¢nych
pre Stadiu ceskej populécie a australskej populacie (F+1, S1, ST+4,
V4 a V5, tab. ¢.18) je vidiet’ vyrazny rozdiel vo frekvencii hlavne
prvého a Ciastocne i Stvrtého haplotypu, pricom frekvencie tychto
dvoch haplotypov st priblizne rovnaké medzi nemeckou
a australskou kaukazskou populaciou. Polymorfizmus V5 ma
v tychto haplotypoch iba alelu A (ktora je majoritnd), po jej
vypusteni z konstrukcie haplotypov nedos$lo k vyznamnej zmene
frekvencie haplotypov. Toto mdze naznaCovat, Ze najvic¢Sou mierou
k rozvoju astmy prispievaju len tieto Styri SNP a celkovy prehlad
zastupenia haplotypov v troch porovnavanych populaciach (Ceska,
nemecka a australska) je zobrazeny na grafe ¢. 7.
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Tabulka 18: Frekvencie haplotypov v populacii c¢eskych a australskych
astmatikov.

CR Australia
a1l 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 st vytvorena z SNP, ktoré boli spolo¢né pre populdciu Ceskych detskych
astmatikov (asocia¢na $tudia tejto dizertatnej prace) a belo§sku australsku populdciu
(Kedda aspol®™). Prvé 3 polymorfizmy s najdastejie a zodpovedaji
polymorfizmom zostavenych povodne zo vsetkych 11 SNP v ADAM33, ktoré boli
skimané v ramci tejto dizertacnej prace.

Rozdiel vo frekvenciach haplotypov moze byt spdsobeny
nie len ich rozdielnou distribiciou v populaciach ale aj zrejme
nedostatoénym rozsahom skumanych suborov, ako uz bolo
niekol’kokrat konStatované v niektorych pracach. Tak ako doposial’
nie je ziadny SNP v ADAM33 asociovany s astmou konzistentne vo
vsetkych populaciach (aspon teda v populaciach ktoré si odpovedaju
rasovo), neexistuje ani takyto haplotyp. V kazdej studii boli s astmou
asociované vzdy iné haplotypy aani v pripade viacerych etnicky
rozdielnych populacii v ramci jednej Stadie neboli najdené haplotypy
asociované s astmou, ktoré by boli asociovani stc¢asne vo vsetkych
skamanych populaciach. Moznou pri¢inou tychto rozdielnych
vysledkov je aj rozdiel v definicii samotného fenotypu — je
posudzovana astma ako diagnoéza, alebo len atopicka astma, alebo
BHR. Pritom s ohl'adom na funkciu a lokalizaciu expresie ADAM33
by sa jeho SNPs mali davat do suvislosti s neatopickou astmou.
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ADAM33 haplotypy v 3 populaciach
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Graf 7. Porovnanie vyskytu haplotypov z SNP v ADAM33 v 3 populaciach. Haplotypy st zostavené z polymorfizmov F+1, S1, ST+4
a V4. Prvé 3 haplotypy zodpovedaju podvodnym haplotypom al, a2 a a3 (zostavené zo vsetkych 11 SNP pouzitych v tejto dizertaénej praci).
Uvedené polymorfizmy st spolo¢né pre porovnavané populacie astmatikov v ¢eskej populdcii (predmet asociacnej Studie tejto dizertacnej
prace), nemeckej belosskej populacii (Schedel a spol.*'®) a australskej belosskej populacii (Kedda a spol.**).

153



Niekolko §tadii?®™*!" poukazalo na to, Ze prvotna praca
Eederwegha akol.'”® do wurgitej miery nadhodnotila vplyv
polymorfizmov ADAM33 na rozvoj astmy a vysledky ku ktorym
dospeli mohli byt ovplyvnené v dosledku Specifickej zostavy
vysetrovanych skupin. Okrem toho uz samotny Eederwerg a kol.'*
popisovali, ze okrem ADAM33 pri celochromozoémovej analyze
chromozoému 20, sa v oblasti 20q13 nasli eSte d’alSie 2 gény (resp.
asociacia ich polymorfizmov), ktoré boli signifikantne spojené
s familiarnym vyskytom astmy — GFRA4 a SN. ! Na zéklade vyssie
uvedenych skutoénosti je teda mozné zhrnut, ze ADAM33 podla
doteraj§ich pradc anakoniec 1ivysledkov prezentovanych v tejto
dizertacnej prace ma dolezitu tlohu v rozvoji astmy, hlavne teda
neatopickej. Presné postdenie ulohy polymorfizmov ADAM33 vSak
bude vyzadovat’ este d’alSie Studie na rozsiahlych stiboroch pacientov
pri presne definovanom fenotype astmy — atopické v.s. neatopicka,
presne definované zmeny v plicnych funkciach (spirometrické,
popripade oscilometrické vysetrenie BHR).

Zaujimavym vysledkom analyzy haplotypov v STAT6
1 ADAM33 je ich rozdielna distribucia pri zohladneni ich
parentalneho povodu. V pripade STAT6 bol sl haplotyp asociovany
s hladinou IgE bez ohl'adu na jeho povod, av§ak vyznamne CastejSie
bol prenasany z paternalnej linie. V pripade haplotypu a3 v ADAM33
bola taktiez zistend vyznamna vdzba na BHR po stimulacii
histaminom, ale len v tom pripade, Zze a3 hapotyp bol otcovského
povodu. Pretoze rozdiel v distribucii haplotypv medzi astmatikmi
a kontrolami nebol vyznamny, tak tieto pozorovania naznacuju
moznu interakciu epigenetickych faktorov s tymito génmi.

Vpripade STAT6 by zmeny vintréne ¢. 2 mohli
ovplyviovat interakciu s promotorovou oblastou a tato interakcia by
mohla byt’ ovplyvnena i epigenetickymi faktormi. Samotné vplyvy
prostredia i epigenetické faktory maju tiez délezity efekt na atopiu ¢i
vysledny fenotyp astmy>>'. Hlavnymi epigenetickymi
mechanizmami s acetylacia histonov a metyliacia DNA'"2,
Vyznam DNA metylacie bol zisteny i pri diferenciacii smerom k Th2
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bunkéach. V nediferencovanych Ty bunkach (tzv. naivné bunky) bol
totizto 3 CpG ostrovéek v rad50 hypersenzitivom mieste 7 (RHS7)
pre Th2 LCR (lokus kontrolujiica oblast’) temer uplne metylovany
(96%) akompletna demetylacia RHS7 nastavala v zavislosti od
STAT6™.

Vplyv rodi¢ov na vyskyt atopie alebo astmy bol v literatare
uz dlho acasto diskutovany. Znizené riziko astmy a BHR bolo
pozorované u deti, ktoré zdedili polymorfizmus Vall05 v GSTPI od
svojej matky®*. Vplyv maternalne preneseného lokusu 11q na
vyskyt atopie bol pozorovany hned’ viackrat®+>?*. S maternalnou
atopiou boli spojené izvySené hladiny IgE v pupocnikovej krvi.
Z tychto dévodov je povazovany vplyv matky na vznik astmy alebo
alergie u dieta za omnoho vyznamnej$i, nez vplyv otca, uvazuje sa
jednak o vlastnych epigenetickych zmenach prenesenych na dieta
i 0 vplyve samotnej matky na vyvijajici sa imunitny systém plodu.

V stbore astmatikov popisovanych v tejto dizertacnej praci
bola taktiez zistena rozdielna distribucia haplotypov v zavislosti od
ich rodi¢ovského pdévodu. Zvysena hladina IgE bola vSak
pozorovana v pritomnosti hlavne s1 haplotypu v STAT6 s otcovskym
povodom. A navySe, otcovsky sl haplotyp ukazoval trend
k vyraznejSiemu zvySovaniu IgE nez haplotyp materského povodu.
Tento rozdielny vplyv rodi€ovského povodu haplotypov by mohol
odrazat’ rozdielny charakter imprintingu alely otcovskej a alely
materskej. Niektoré gény su totizto schopné uplne alebo aspon
Clastocne uniknut epigenetickému preprogramovaniu v priebehu
prenatalneho vyvoja*?'**® a mézu si tak ponechavat’ svoj jedineény
charakter DNA metylacie. Niektoré Specifické epigenetické vzorce
tak mozu byt prendané na potomkov bez ich zmeny*****’. Tieto
procesy by tak mohli aspon ¢iastocne vysvetlit’ pozorovany charakter
distribucie IgE — je mozné predlozit’ hypotézu, ze haplotyp sl
otcovského povodu poskytuje vécsie riziko pre vyskyt zvySenych
hladin IgE a tento jeho efekt je eSte nasledne modulovany in utero
matkou v zavislosti napr. od jej stravovacich ndvykov>>’. Rozdiel
v hladinach IgE pri pritomnom sl haplotype bol taktiez pozorovany
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i v zavislosti na pohlavi pacienta. Pri tomto ¢leneni vSak uz nebolo
mozné vylucit’ chybu malych ¢isiel, preto by toto pozorovanie malo
byt skimané na rozsiahlejSom subore pacientov. Mimo to, zavery
niektorych $tudii poukazuji na to, ze rozdiely v hladine IgE medzi
pohlaviami budu zévisiet i od vplyvu inych lokusov, nez je
STATE*****33°  1v pripade ADAM33 bol pozorovany rozdiel
v distribucii haplotypov pri zohladneni ich rodicovského povodu.
Vysledky analyzy v tomto pripade boli eSte zaujimavejSie, pretoze
pozorovand asociacia a3 haplotypu s BHR bola na vrub len
paternalne preneseného haplotypu — v pripade a3 haplotypu
maternalneho pdévodu nebol pozorovany signifikantny rozdiel
v porovnani s ostatnymi haplotypmi. Iv pripade ADAM33 je tak
mozné zvazovat pritomnost’ epigenetickych faktorov, ktoré by
ovplyviovali funkciu ADAM33. V pripade ADAM33 je vSak nutné
uvazovat’ skor o ovplyvneni zostrihu a spektra izoforiem ADAM33,
nakolko zvySena exprimacia kompletnej formy ADAM33 nebola
v dychacich cestach astmatikov pozorovana.

Tieto zaujimavé vysledky s velkou pravdepodobnostou
prvy krat naznacuja, Ze vplyv na alergické ochorenie dietata moze
mat’ iotec anie len matka. Tieto poznatky je vSak nutné overit
v d’al$ich stadiach.
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8. Suhrn

Alergickd reakcia, resp. alergia, je charakterizovana
neadekvatnou odpoved'ou na neskodné vonkajSie antigény. Pri
opakovanej expozicii organizmu tymito antigénmi (alergénmi)
dochadza krozvoju zapalovych zmien v tkanivach a organoch
veducich nasledovne kporucham ich funkcie a integrity.
NajéastejSou reakciou uplatitujucou sa u alergikov je precitlivenost’
1. typu, charakterizovana tvorbou IgE protilatok, preto o alergii
vuzSom slova zmysle hovorime prave v takychto pripadoch.
Atopiou potom oznacujeme geneticky podmienent predispoziciu
reagovat’ na bezné alergény vonkajSieho prostredia zvySenou tvorbou
Specifickych protilatok triedy IgE. Prejavom alergickej reakcie na
klinickej tirovni su alergické choroby, (napr. astma, atopicky ekzém
a polinéza), ktorych vyskyt v poslednych dekadach vyrazne stupol.

Alergické ochorenia maju tendenciu sa vo zvysSenej miere
vyskytovat’ v rodinach, ¢o preukazalo mnozstvo $tudii zameranych
na rodiny s vyskytom alergickych chorob ako hlavne astmy ¢i atopie.
Rozne védzbové a celogendomové asociaéné §tadie odhalili mnozstvo
kandidatskych génov spojenych s vyskytom astmy ¢i atopie. Medzi
gény s opakovane zistenou asociaciou patria STAT6 a ADAM33.
STAT6 ma dolezita ulohu pri izotypovom preskoku a tvorbe IgE.
ADAM33 bude mat dolezitd ulohu pri embryonalnom vyvoji
dychacich ciest a v procesoch veducich k remodelécii dychacich
ciest. V oboch génoch sa vyskytuju polymorfismy, ktoré boli spojené
s vyskytom atopie, astmy alebo s fiou stuvisiacimi fenotypmi.

V experimentalnej Casti tejto dizertaénej praci bola najdena
asociacia haplotypu ATTCAA (haplotyp s1) v STAT6 s hladinou
celkovych IgE. Stcasne bol zisteny i vyznamny rozdiel v distribicii
tohto haplotypu v zavislosti od jeho rodicovského povodu —
vyznamne CastejSie bol otcovského povodu. Vézba polymorfizmov
STAT6 kastme C¢i bronchidlnej hyperreaktivite (BHR) nebola
pozorovana. Viazbu na urovein BHR vykazoval haplotyp
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AAGGATCTGCA (a3 haplotyp) v ADAM33, ktory sa nachadzal
vyznamne cCastejSie u pacientov stazkou BHR. Tento Statisticky
vyznamny rozdiel bol pozorovany len pre a3 haplotyp otcovského
povodu. V distribticii  STAT6 a ADAM33 polymorfizmov ani
haplotypov z nich zostavenych nebol pozorovany vyznamny rozdiel
medzi skupinami detskych astmatikov a kontrolami. Vyznamné
vézby uvedenych haplotypov k hladine IgE a BHR boli v skupine
pacientov preukazané a preto sa pri ich vzniku budu uplatiovat’
i d’alSie, pravdepodobne epigenetické faktory, nasadajice na terén
predispozicie vytvorenej haplotypmi a3 v ADAM33 asl v STATG6.
Vel'mi zaujimavym je i pozorovany rozdiel v distribucii haplotypov
v zé&vislosti od ich rodicovského povodu, nakolko doposial’ bola
s alergickymi chorobami spéjana alergickd choroba matky. Tento
poznatok je ale nutné potvrdit’ v d’alSich $tadiach.
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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 (sl 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
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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.
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10. Pouzité zkratky, vysvetlivky

ADAM33 — 33. protein z rodiny ADAM (z angl. A Disintegrin And
Metalloproteinase)

APC — antigén prezentujuca bunka (DC, monocyty, makrofagy, B
lymfocyty)

BHR - bronchidlna hyperreaktivita

bp — par baz (base pair).

C/EBP-f — k CCAAT a zosiliiovacu (enhancér) sa viazuci protein,
typu B

CBP — protein viazuci CREB

DC — dendriticka bunka

DD - dizintegrinova doména

DHPLC - vysoko rozliSovacia kvapalinova chromatografia (z angl.
Denaturing high performance liquid chromatography)

FceRI — vysoko afinitny receptor pre IgE

FceRII (CD23) — nizko afinitny receptor pre IgE

GAS - zangl. Interferon-Gamma Activated Sequence, sekvencie
aktivované interferébnom y

GWAS - celogenomova asociacna §tadia (z angl. genome wide
association study)

HLA - Tudské antigény leukocytov (z angl. human leukocyte
antigen), patria vSeobecne do MHC (hlavny histokompatibilny
systém)

IgE — imunoglobulin triedy E

kb — kilobazy

MALDI-TOF — hmotnostna spektrometrie, kedy technika MALDI je
vykonavand na spektrometri TOF (z angl. matrix-assisted laser
desorption ionisation, time of flight). Jedna sa o jemnl ioniza¢nu
techniku  vyuzivani v hmotnostnej  spektrometrii  k analyze
biomolekul, ¢i velkych organickych nachylnych k fragmentacii pri
vyuziti beznych ioniza¢nych technik.

MD — metaloproteindzova doména ADAM33
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NCoA-1 — nuklearny koaktivator 1

NF-kB — nukledrny faktor k B, jeden z koaktivatorov transkripcie
OR — odds ratio

LOD (logarithm of odds ratio) — dekadicky logaritmus OR

PCR — polymerazova retazova reakcia

PD — prodoména ADAM33

RFLP — dizkovy polymorfizmus restrikénych fragmentov (restriction
fragment lenght polymorphism)

SNP — jednonukleotidovy polymorfizmus (z angl. Single nucleotide
polymorphism), SNPy (mnozné ¢islo)

SPT — kozny test k posudeniu reaktivity k testocanym alergénom
(skin prick test)

SS — signalna sekvencia ADAM33

SSCP — konformaény polymorfizmus jednovlaknovej DNA (z angl.
single-strand conformational/chain polymorphism)

STAT6 — prenasac signalu a aktivator transkripcie 6 (z angl. signal
Transducer and Activator of Transcription).

TAD — transaktiva¢nad doména STAT6

Ty — pomocny T lymfocyt triedy 1

Ty, — pomocny T lymfocyt triedy 2

Tm — teplota topenia DNA ret’azca

TNF — tumor nekrotizujuci faktor

wt — oznacenie divokého kmenu, napr. nemutovana (wt — wild type)
alela

eGLT — transkripény produkt Ce lokusu (z angl. € germ line
transkript) obsahujuci i exon le.
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