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Abstrakt

Atopie je predispozice k hyperprodukci imunoglobulinu E (IgE) proti béZnym alergentim
prostfedi. Podili se na vzniku onemocnéni jako je atopicka dermatitida, astma a alergicka
rhinitida. Vnimavost k atopickym onemocnénim je ovlivnéna jak prostfedim, tak genetickymi
faktory a v riznych populacich se lisi. Pfi genetickém rozboru komplexnich znaki se pouZiva
ptistup kandidatnich gent i testy zahrnujici cely lidsky genom, coZ vede k mapovani
kontrolnich chromozomalnich oblasti a identifikaci genti vnimavosti k atopii.

Rostouci prevalence a zvySujici se zavaznost alergickych onemocnéni v poslednich
desetiletich vyznamné ovliviiuji spole€nost nejen fadou omezeni postizenych jedinct, ale také
ekonomickymi disledky. Z téchto divodi pfedstavuji tyto choroby intenzivné studovanou

oblast.

Klicova slova: atopie, astma, kandidatni gen, SNP, vazba

Abstract

Atopy is a predisposition to hyperproduction of immunoglobulin E (IgE) against common
environmental allergens. It contributes on development of such diseases like atopic dermatitis,
asthma and allergic rhinitis. The susceptibility to atopic diseases is influenced by both genetic
and environmental factors and it varies in different populations. A genetic dissection of
complex traits is using candidate gene approach as well as genome-wide search. That leads to
a mapping of control chromosomal regions and identification of atopy susceptibility genes.
The increasing prevalence and severity of allergic disorders in the last decade has a
significant impact on the society not only because of a number of limitations of suffering
individuals but also because of economical consequences. For these reasons allergic disorders

represent an area of intense investigation.

Key words: atopy, asthma, candidate gene, SNP, linkage



1. Uvod

Atopie (fec. atopos-ne na svém misté, neobvykly, pfekvapujici) je geneticka
predispozice vedouci k imunopatologické reakci typu I. Ta se projevuje tim, Ze imunitni
systém jedince reaguje na neSkodné alergeny (antigeny) vnéj$iho prostfedi zvySenou produkci
protilatek typu imunoglobulin E (IgE). Lidé trpici takovymto druhem pfecitlivélosti se
nazyvaji atopici. Mezi alergeny vyvolavajici tuto reakci patfi naptiklad sloZky pylovych zrn,
zviteci srst, antigeny rozto¢i domaciho prachu, potravinové alergeny aj. Mezi atopicka
onemocnéni patii atopicka dermatitida (AD), astma, senna ryma a alergie na potraviny.

Geneticky podklad atopickych onemocnéni neni znamy. Pfedpoklada se polygenni
dédi¢nost, kdy se na vzniku choroby podili nékolik gent, které se vSak u jednotlivych jedinct
projevuji rizné. Genetické dispozice vSak nejsou jedinou pfi€inou, vyznamnou roli hraji i
podminky Zivotniho prostfedi jako je zneci$téni vzduchu (Brauer et al. 2002), mira expozice
alergenu, aktivni i pasivni koufeni (Cline and Burrows 1989; Tager 1998), a dale virové
infekce v détstvi jako je naptiklad hepatitis B virus (Cakir et al. 2008). Diky
multifaktoridlnimu vlivu se nachylnost k atopickym onemocnénim v riznych populacich lisi
(Warner 1999).

Rostouci prevalence a zavaZnost alergickych onemocnéni v poslednich desetiletich
vyznamné ovliviiuje spoleénost nejen v omezeni postiZzenych jedinct, ale také svymi
ekonomickymi dusledky. Proto se odbornici snaZi riznymi metodami rozlustit etiopatogenezi

téchto onemocnéni a najit prostiedky pro vhodnou 1é¢bu a prevenci.

2. Klasifikace atopie

Atopie patii mezi imunopatologické reakce, které se vyznacuji tim, Ze mohou vyvolat
vice ¢i mén¢ zavazné poSkozeni organismu. Tato poskozeni jsou u atopickych onemocnéni
vysledkem neadekvatni reakce na neSkodné vné&si antigeny. Podle pfevladajicich
efektorovych mechanismi ji fadime k humoralni imunopatologické reakci typu I.

Mechanismy imunopatologickych reakci jsou v zasadé stejné jako u prospéSnych obrannych
reakci, lze tedy najit jisté paralely mezi fyziologickou a imunopatologickou reakci.
U atopickych onemocnéni jsou touto paralelou mechanismy, které se fyziologicky uplatiiuji

pti odpovédi na mnohobunééné parazity.



3. Prubéh reakce

Atopicka reakce se také oznacuje jako precitlivélost ¢asného typu, protoZe k ni
dochézi velice brzy po kontaktu s alergenem. Je obdobna jako fyziologicka obrana proti
mnohobunéénym parazitim. Po setkani imunitniho systému s alergenem prostiednictvim
bazofill, Zirnych bun€k (mastocyti) a eosinofili dochazi k senzibilizaci pacienta naslednymi
procesy (viz obr.1): stimuluje se proliferace a diferenciace pomocnych T lymfocytt (Ts2).
Efektorové Tu2 dale stimuluji proliferaci a terminalni diferenciaci B lymfocyti pfedev§im
sekreci cytokint-interleukini IL-4, IL-5, IL-6 a IL-13. Vliv maji i interleukiny sekretované
mastocyty a jinymi antigen prezentujicimi butikami. Diky vlivu IL-4 dochazi pak
k izotypovému pfesmyku a produkci protilatek typu IgE. Ty se navaZou na vysokoafinni IgE-
receptory mastocytt a bazofili a vyzbroji je antigenné specifickymi receptory. Po
opakovaném setkani s alergenem dojde k agregaci téchto receptori na povrchu téchto bunék a
k uvolnéni mediatort (pfevazné histamin, heparin-prvni faze alergické reakce)

z cytoplazmatickych granul. Zahy poté se aktivaci membranové fosfolipazy A2 vytvaieji
metabolity kyseliny arachidonové (prostaglandiny, leukotrieny, tromboxany-druha faze
alergické reakce). Tyto produkty napomahaji amplifikaci celé zanétlivé reakce.



Obr. 1 : Rozvoj imunitni TH2 odpovédi. Pfevzato z Gould and Sutton (2008)

4. Urceni fenotypu

Pro genetické studie polygennich chorob stejné tak jako pro 1é¢bu pacienti je velice
dilezité definovat klinicky fenotyp sledované nemoci. K tomu napomaha uréeni symptomti a
stanoveni objektivnich kritérii, podle kterych se fidi vyhodnocovani studii. Atopie je
detekovana pfevazné pomoci koZnich testt (tzv. skin prick test), kvantifikaci celkového IgE
v séru a méfenim specifickych IgE protilatek proti alergeniim s pouZitim
radioalergosorbentniho testu (RAST) nebo metodou ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay). Atopicka onemocnéni jsou také ¢asto doprovazena krevni eozinofilii (Daniels et al.
1996).



Ke klinickym projeviim atopie patfi astma bronchiale, rhinitis a dermatitida. Astma je
definovano jako chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest, charakteristické bronchialni
obstrukci a symptomy jako sipot, dusnost & kasel. Uzce souvisi také s bronchiélni
hyperreaktivitou. Vyskytuje se pfevazné v détstvi, ale pfileZitostné se n€které jeho projevy
mohou objevit i v dospé€losti. Alergicka rhinitis je oznacovana jako ob¢asny nebo
pretrvavajici zanét nosni sliznice s nasledujicimi symptomy: nasalni neprichodnost, kychéni,
sv€déni. Nejbéznéjsi forma rhinitis, senna ryma, se s vyjimkami objevuje okolo sedmého roku
Zivota. Atopicka dermatitida se nejmarkantnéji projevuje v détstvi, je charakterizovana
svédivou, zarudlou vyrazkou (Feijen et al. 2000).

Vétsina studii voli pti stanoveni nasledujici kvantitativni znaky-fenotypy, které byly
primarné vyvinuty jako klinické: kozni testy (skin prick test), celkové a specifické IgE v séru,
pocet eozinofili v periferni krvi a bronchialni hyperreaktivitu (BHR). Dale zmifiuji kritéria
jen né€kolika vybranych fenotypu.

4.1. Stanoveni imunoglobulinu E v séru

Imunoglobulin E (190kDa) se vyskytuje u zdravych lidi v séru v nepatrnych
koncentracich, udavany obsah se pohybuje v rozmezi 0-380 kU/I, u riznych jedinci je vSak
velice variabilni (AntoSova et al.1985; Marsh et al. 1994). Uplatiiuje se v obrannych reakcich
proti mnohobunéénym parazitim na sliznicich a je hlavni pfi¢inou atopickych reakci.
Vysokoafinni receptory pro IgE se nachazeji na povrchu Zirnych buné€k a bazofili. Vazbou
multivalentniho antigenu na IgE zakotvené v membrané téchto bun€k dojde k jejich
degranulaci a uvolnéni biologicky aktivnich mediatort. ZvySena hladina celkového IgE
koreluje s klinickou expresi alergie a astmatu (Xu et al. 2000).

Pfi méfeni specifického IgE se nejCastéji méfi senzitivita k béZnym inhalaénim
alergeniim jako je srst zvifat (ko¢ka, pes, ki), rozto¢i (Dermatophagoides pteronyssinus,

D. farinae), pyly trav a stromi, domaci prach (Haagerup et al. 2002; Gusareva et al. 2006).
Atopie je definovana zvySenou hladinou IgE proti alesponi jednomu z testovanych alergenti a
hladinou celkového IgE vys$si nez 100 kU/1 (Haagerup et al. 2002).
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4.2. Kozni testy (skin prick test)

Tyto testy se li§i v poCtu i sloZeni testovanych alergenti (Ober et al. 2000; Koppelman
et al. 2002; Dizier et al. 2000; Altmuller et al. 2005). Pozitivni koZni reakce na jeden a vice

alergent je povaZovana za patologicky stav.

4.3. Bronchialni hyperreaktivita

Bronchialni hyperreaktivita je pfehnana bronchospasticka odpovéd’ na riznorodé
podnéty. Objevuje se u lidi s astmatem i u asymptomatickych jedinci, kde pfedstavuje riziko
vzniku astmatu. Byva méfena mnoha zpisoby s pouZitim riznych provokaénich stimuld,
napfiklad metacholin (Daniels et al. 1996; Van Eerdewegh et al. 2002) nebo histamin (Xu et
al. 2000).

BHR je pfitomna ve zvy$ené mife u atopického i neatopického typu astmatu u jedincti

z méstskych aglomeraci (Vondra et al. 1990).

5. Prevalence

Prevalence atopie se v zapadnich populacich pohybuje v rozmezi mezi 40-50%
(Daniels et al. 1996), pfi¢emz se zvySuje hlavné u déti (Yap et al. 2005). Lisi se znané po
celém svéte, i mezi jednotlivymi evropskymi zemémi. Podle vysledki ISAAC (The
International Study of Asthma and Allergies in Childhood, 1998) je prevalence astmatu a
atopické dermatitidy, které patfi k nejéastéj$im alergickym projeviim u atopiki, nejniz§i
v zemich vychodni Evropy, Indii a Cin& a naopak nejvy3si ve Velké Britanii, Australii,
Novém Zéland¢ a Irsku (Jarvis and Burney 1998). Tento narist je pfipisovan zméné Zivotniho
stylu v zapadnich zemich, ktery charakterizuje pfevaha pobytu ve méstech, v uzavienych
prostorach, zména stravovani, vétsi vyskyt vzdusnych alergenti a mensi promotenost
obyvatelstva infekcemi. Na zakladé téchto aspektl bylo vytvofeno n€kolik hypotéz, naptiklad
dietni, ktera mimo jiné diskutuje vliv matefského mléka versus probiotickych nahrad
v kojeneckém véku (Huurre et al. 2008; Waser et al. 2007). Hygienicka hypotéza se zabyva
absenci infek¢nich nemoci v détstvi. Paradoxné vyssi droven hygieny u rodin s malym

poctem déti vede k vy$8imu vyskytu atopickych onemocnéni (Strachan 1989).
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Naopak protektivné mohou pisobit opakované infekce v raném détstvi, které mohou sniZit
riziko vzniku alergickych onemocnéni (Lewis 1998). Maji vliv na vyvoj imunitniho systému a

mohou tak zvratit imunologicky proces vedouci k Ty2 odpovédi.

6. Dédicnost a vyskyt atopie

PrestoZe se atopicka onemocnéni nefidi podle piedpokladaného vzorce dédiénosti dle
Mendela, prvotni provedené studie navrhovaly dominantni, recesivni, kodominantni i
polygenni modely dédi¢nosti atopie a hladiny IgE. Diivody pro tuto odchylku v dédi¢nosti
jsou nasledujici: (1) na projevu fenotypu se podili nékolik geni (polygenni dédi¢nost); (2) u
riznych jedinci se mohou vyskytovat odli$né alely pro danou chorobu (geneticka
heterogenita); (3) interakce s prostfedim mohou vést k netiplné penetranci, tedy
pravdépodobnost projevu daného fenotypu je mensi neZ 1:1 (Anderson and Cookson 1999).

1. Borecki se jako prvni pokusil najit souvislost mezi hlavnim regula¢nim lokusem,
ovliviiyjicim vysokou hladinu imunoglobulinu E, a riznymi projevy atopickych chorob
(Borecki et al. 1985; Barnes 2000). Pouzil k tomu klinicka data ze studie Gerrarda et al.
(Gerrard et al. 1978). V piipadé astmatu a atopické dermatitis odpovidal u¢inek genu
recesivni dédi¢nosti. Meyers et al. (Meyers et al. 1994) také navrhli hlavni autozomalné
recesivni lokus uréujici vysokou hladinu IgE, zatimco Martinez et al. (Martinez et al. 1994)
pro ten samy znak navrhli kodominantni dédi€énost autczomalniho lokusu.

W. Cookson (Cookson and Hopkin 1988) ve své studii uvedl autozomaln¢ dominantni
dédi¢nost atopie a pozd€ji pomoci vazebné analyzy nalezl diikaz pro “atopicky gen® na
chromozomu 11q13 (Sheikh 2002). Ani s jednou teorii se neztotoZnila studie Lawrence et al.
(Lawrence et al. 1994), ktera neprokazala Zadny efekt hlavniho genu na jakykoli znak
asociovany s atopii (astma, ekzém, dusnost, celkové IgE, pozitivni koZni test, bronchialni
hyperresponzibilita).

Je znamo, Ze atopie se projevuje zvySenym vyskytem v rodinach s pozitivni rodinnou
anamnézou. Moffatt et al. (Moffatt and Cookson 1997a) poukazuji na zvySené riziko atopie u
déti, jejichZz matky jsou atopiky. Cookson et al. (Cookson et al. 1992) udavaji, Ze pfenos
atopie na lokusu chromozomu 11q je detekovatelny pouze pies matetskou linii. Relativni
riziko (kolikrat ¢ast&ji se dané onemocnéni vyskytuje u jedinct s danou alelickou formou nez
u jedinci, ktefi tuto alelu nenesou) 1,40 pro atopii u déti s pozitivni rodinnou anamnézou

oproti 1,14 bez pozitivni anamnézy uvadi Yap et al. (Yap et al. 2005). Mechanismus tohoto
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fenoménu neni znamy, ale existuji hypotézy zabyvajici se vlivem genetického imprintingu
(proces, kdy je urcity gen odli$n€ aktivovan ¢i umléovan v zavislosti na pohlavi rodice, od
kterého byl zdédén) nebo imunologickymi interakcemi matky a ditéte v déloze a po porodu.
Neékteré vysledky studii dvoj¢at poukazuji na to, Ze konkordance pro atopii a hladinu
IgE je vy$8i u monozygotnich nez dizygotnich dvojéat a to nezavisle na tom, zda jsou
vychovavany spole¢né nebo oddélené (Feijen et al. 2000; Los et al. 2001). Takovato shoda

uvniti paru dvojéat pro sledovany znak svéd¢i o pfitomnosti genetické slozky.

6.1. Metody mapovani

V zéasad¢ jsou pouZivany tfi postupy identifikace genli zodpovédnych za komplexni

onemocnéni jako je atopie: funk&ni klonovani, vazebna analyza a asociaéni studie (obr. 2).

Candidate-gene
HHypoIhesis-drivan

Nature Reviews | Genetics
Obr. 2: Metody mapovani. Pfevzato z Wills-Karp and Ewart (2004)
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6.1.1. Funk¢ni klonovéni
Prvni zptisob vychazi zjiZ existujici znalosti vztahu daného genu ke
konkrétnimu onemocnéni, anebo se takovy vztah da vzhledem k dosud ziskanym poznatktim
o jeho funkci ¢i struktufe prfedpokladat. Takovy kandidatni gen je pak podroben genetické a
molekularné biologické analyze a jsou testovany hypotézy o asociaci/kosegregaci
specifickych variant (polymorfizmii) daného genu se zkoumanym znakem. Tento postup je
nazyvan funkéni klonovani (“functional cloning®).

6.1.2. Vazebni analyza
Oproti tomu druha metoda vychazi vyluéné z identifikace oblasti genomu, kde

se na zaklad¢ vazebnych studii nachazi misto (lokus), ktery vyznamné ovliviiuje variabilitu
zkoumaného znaku.V misté nejsilnéj$i vazby se pak v idealnim piipadé molekularné
genetickymi metodami shrnutymi v pojmu poziéni klonovani (“positional cloning*) podaii
pomoci vysoce polymorfnich markert identifikovat zodpovédny gen, respektive jeho alelu
kauzaln¢ spjatou se segregujicim znakem. Diky nartistu po¢tu znamych gent, ke kterému
doslo v disledku rozsahlych projekti sekvenace genomi ¢lovéka a modelovych organizmu,
se viak metody pozi¢niho klonovani nej¢astéji pouzivaji zarovei s asociaénimi studiemi.
Jsou identifikovany pravdépodobné kandidatni geny v iseku genomu, jehoZ spojitost se
zkoumanym znakem prokazala vazebna analyza. Pro tuto strategii se pouZiva “pozi¢né-
kandidatni pfistup“ (positional candidate gene approach).

U vybrané skupiny rodin s frekventnim vyskytem onemocnéni, pfipadné u souboru
sourozencl sdilejicich ur¢ity fenotyp zkoumame, jestli postiZeni jedinci vyznamné Eastéji
nesdileji n€které alely. Toto testovani pfedpoklada znalost genotypu pro mnoho mist
v genomu u jedinct ze souboru. Metodou zvanou testovani celého genomu (genome-wide
search) se provadi genotypizace pomoci stovek anonymnich markerid rozmisténych po celém
genomu, charakterizujicich polymorfizmy typu mikrosateliti (kratkych repetic di-, tri- nebo
tetranukleotidi) s vysokou mirou heterozygocie, ktera je zakladem pro informativnost
analyzy. Tyto vysoce polymorfni genetické markery slouZi jako ukazatele piibliZzné lokalizace
genu, ktery se pravdépodobné G¢astni na projevu daného onemocnéni. Pro vyhodnoceni
experimentli pouZivajicich vazebnou analyzu jsou nej¢astéji uZivané tzv. neparametrické
metody, tedy takové, kde a priori nepfedpokladame Zadny konkrétni zptisob dédi¢nosti, pocet
gent nebo miru vlivu negenetickych faktor. Vysledek vede oby¢ejné k identifikaci oblasti
genomu o velikosti 10-20 milioni part bazi, tedy 10 centimorganti [cM] a vice, coZ znamena,

Ze mohou obsahovat stovky kandidéatnich genti (Whittaker 2003). Ve studiich kandidatnich
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genu byl doposud dikaz vazby prokazan ve vice jak dvaceti lokusech v patnacti

autozomalnich chromozomech (Whittaker 2003).

6.1.3. Asocia¢ni studie kandidatnich geni
Asociaéni studie se pfimo zamé&fuji na testovani vztahu mezi konkrétni alelou,

genotypem nebo haplotypem (souborem uzce vazanych genotypii) a onemocnénim. VéEtSinou
maji charakter “case-control“ (pfipad-kontrola), kdy se porovnava relativni zastoupeni
ur¢itého polymorfizmu mezi skupinami, z nichZ jedna dané onemocnéni vykazuje (atopici),
zatimco druha nikoli. Cilem této metody je najit polymorfizmy v genu znamé funkce a
porovnat frekvenci alel v pfipadech a kontrolach. Pokud je i pfi zachovani zasad spravného
vybéru obou skupin a po statistickém odfiltrovani fale$né pozitivnich vysledki nalezena
asociace mezi zkoumanou genetickou variantou a onemocnénim, 1ze tento vysledek
interpretovat nékolika zptisoby. Bud’ tato alela pfimo ovliviiuje expresi daného fenotypu, nebo
je ve vazebné nerovnovaze (linkage disequilibrium) se skute¢nou kauzalni alelou (Palmer and
Cookson 2001) a slouZi viceméné jako jeji marker. Takto je mozZné testovat polymorfizmy
¢isté funk&nich kandidatnich genti o znamé funkci nebo takovych, na které ukazala piedchozi
vazebna analyza. Z principu této metody jsou zfejma i jeji omezeni. Aby byl vysledek
povaZovan za biologicky vyznamny, je nutné ovéfit ho v dalsi, alespoii jedné nezavislé studii.

V nedavné dobé se zacal pouZivat novy zplisob- tzv. genome-wide association studies.
Jedna se o vyhledavani polymorfizmi v jednom nukleotidu (single nucleotid polymorphisms
[SNPs]) v lidském genomu a jejich asociace s onemocnénim. Tyto studie vyZaduji dvé
skupiny u¢astniki: jednu s danym onemocnénim a druhou skupinu zdravych jedinci. Pokud
se urdity polymorfizmus nachazi s vys$i frekvenci ve skupiné nemocnych, lze fici, Ze je tato

variace “asociovana“ s danym onemocnénim.

Kazda z téchto metod vSak naraZi na uskali vyplyvajici z multifaktorialni podstaty
atopickych onemocnéni. Jsou to pfedev§im polygenni dédi¢nost, geneticka heterogenita a
neuplna penetrance (diskutovano v kap. 6.1.). Problémem jsou také fenokopie tykajici se
jedinci, ktefi nezdédili predispozi¢ni alelu, ale mohou onemocnét v disledku plsobeni
environmentalnich nebo jinych ndhodnych pfi¢in, nebo riizny vék nastupu (age of onset), diky
némuz je mozné, Ze u jedinct s nediagnostikovanou atopii v dobé provadéni studie dojde

v pribéhu ¢asu k manifestaci geneticky determinovaného znaku (Lander and Schork 1994).
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Vyznamnou pfekazkou je i etnicka heterogenita. Vychazi se z pfedpokladu, Ze pro
populace riznych etnik se budou skupiny odpovédnych genii do ur¢ité miry liit a vyznam
jednotlivych variant bude mit v riiznych populacich jinou miru relevance pro vysledny
fenotyp. Jako feSeni se jevi stratifikace kohorty nebo pouziti specidlnich statistickych modelt
zahmujicich pfedpoklad tzv. genetického pfimiseni (admixture). Podstatné mensi heterogenitu
vykazuji populace izolované geograficky, kulturné nebo naboZensky a které v mnoha
ptipadech historicky vznikly jen z velmi omezeného poétu pivodnich zakladatell. V téchto
skupinach, kde je environmentalni prostfedi relativné homogenni, se predpoklada i podobnost
alel. Vétsina studii se proto zamétuje na inbredni populace s homogennim genetickym i
environmentalnim pozadim jako jsou Amishové, Hutterité (Ober et al. 2000), Hispanci
(Martinez et al. 1994) nebo na vyhrazené populace bez znatelného inbreedingu jako jsou napf.
Japonci (Shirakawa et al. 1996).

V piipadé studii kandidatnich gent se Casto stava, Ze asociace nalezena v jedné populaci se
neprokaze v Zadné z dalSich. To miZe byt zpisobeno rozdily v uspofadani studie, velikosti
studovaného vzorku, diagnostickych kritériich nebo v popula¢nich rozdilech (Anderson and
Cookson 1999).

6.2. Genetické faktory podilejici se na vzniku atopickych onemocnéni

Pfi hledani genti zodpovédnych za atopii se vyzkum zaméfil ptedevsim na
genotypizaci polymorfizmi v jednom nukleotidu (SNPs) jakoZto jednim z typti DNA
sekvenénich variant. Jedna se o zaménu jednoho paru bazi DNA a vyuziva diky vétsi stabilité
ve srovnani s jinymi polymorfizmy. Dal$i vyhodou je jejich rozsahly vyskyt v lidském
genomu, nachézi se v exonech, intronech, promotorech, enhancerech a intergennich oblastech.
Z doposud publikovanych studii vyplyva, Ze kromé poruch geni kédujicich proteiny ucastnici
se imunitnich reakci pfispiva k atopii a zejména k jeji organové manifestaci ne zcela jasnym
zpusobem i fada geni kddujicich molekuly mimo imunitni systém.

Ve své préci se budu zabyvat takovymi useky chromozomt s potencialnimi geny pro

atopii, které byly potvrzeny ve vice neZ jedné studii a zaméfuje se na n€ nejvétsi pozornost.
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6.2.1. Lokusy kontrolujici vnimavost k atopii
Doposud bylo u lidi provedeno mnoho celogenomovych vazebnych studii.
Vazby k atopii byly nalezeny ve specifickych etnickych skupinach, s pouzitim riznych
fenotypi a odli$nych hladin statistické vyznamnosti. Nejvétsi pozornost se vénuje lokustim
5q23-31, 6p24-21, 11q21-13, 12q24-12 a 13q14-12. VétSina t€chto chromozomalnich usekt
je v8ak rozsahla, v rozmezich deseti aZ tficeti megabazi (Mb), a obsahuje mnoho kandidatnich
geni. Pomoci pozi¢niho klonovani, genotypizace SNP a mapovani vazebné nerovnovahy se

vytipuji a identifikuji potencidlni geny, a to i bez znalosti jejich pfesné funkce.

Chromozom 5q

Jednou z oblasti kde je silny priikaz vazby k atopii a astmatu je lokus 5q31-q33.
Obsahuje velky pocet genu, které hraji dileZitou roli v regulaci IgE a vyvoji zanétlivych
onemocnéni asociovanych s alergii a astmatem. Nachazi se zde geny kdédujici nékolik
prozanétlivych cytokini podilejicich se na Ty2 odpovédi (IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13), 8,
adrenergni receptor (ADRB2), leukotrien C4 syntazu (LTC4), glukokortikoidni receptor
lymfocytu 1 (GRL1), kolonie stimulujici faktor (CSF2) a mnoho dalsich (Bleecker et al.
1997). Pfedmétem zajmu na tomto chromozomu je vazba asociovana se tfemi fenotypy: BHR,
astmatem a celkovym IgE. Prvni studii zabyvajici se posledné uvedenym fenotypem provedli
Marsh et al. (Marsh et al. 1994) na zakladé geneticky izolované populace Amishi a objevili
vazbu mezi celkovym IgE v séru a n€kolika markery v tomto lokusu v&etné IL-4, interferon
regulatory factor (IRF-1) a IL-9. Nasledovaly dalsi studie lokusu 5q31.1 (Meyers et al. 1994;
Martinez et al. 1998; Postma et al. 1995) navrhujici asociaci i s dal§imi znaky jako BHR,
pocet eozinofili. Vyzkum vazby astmatu a souvisejicich fenotypt na chromozom 5q
uskuteénilo mnoho védeckych skupin, které testovaly rodiny z Japonska (Noguchi et al.
1997), Australie (Palmer et al. 1998) nebo rodiny Hutteriti (Ober et al. 1998).

Koppelman a spolupracovnici (Koppelman et al. 2002) shromézdili soubor
holandskych atopickych rodin. Pomoci vazebné analyzy a pozi¢niho klonovéni se jim na
chromozomu 5 podafilo identifikovat gen pro protokadherin-1 (PCDH1) asociovany s BHR.
PCDHI1 je exprimovan v plicni tkani, konkrétn€ v bronchialnich epitelialnich burikach, které
se G&astni interakci mezi vn&j$im prostfedim a prostfedim plic (Whittaker 2003).

I pies pfesvédCivé pozitivni vysledky vétsiny studii jsou i takové, které diikaz vazby
na chromozomu 5q nepotvrdily (Daniels et al. 1996; Laitinen et al. 1997).
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Chromozom 6q

Na tomto chromozomu se nachazi rozsahly hlavni histokompatibilni komplex (MHC
komplex), u lidi zvany HLA komplex (human leukocyte antigens). Hlavni funkci MHC
glykoproteinti je vazat antigeny a prezentovat je na svém bunééném povrchu tak, aby byly
rozpoznatelné pro T-lymfocyty. Nejvétsi pozornost je vénovana HLA-D (DR, DQ a DP)
useku, ktery je lokalizovan na kratkém raménku (lokus 6p21.3). D. Marsh a jeho kolegové se
zaméfili na imunitni odpovéd” ke dvéma alergenim Ambrosia artemisifolia- Amb a 5 a Amb
a 6 (Barnes and Marsh 1998). Tyto studie jasné ukazaly vztah mezi pfitomnosti ur¢itého
HLA-D fenotypu a specifické IgE a IgG protilatkové odpovédi. Asociace v HLA-D oblasti se
rozsifily o dalsi alergeny véetné roztoCe Dermatophagoides pteronyssinus (Moffatt et al.
2001) a travni pyly (Woszczek et al. 2002). U polskych pacientt s pylovou alergii byla
identifikovana alela HLA-DRB*01, ktera je asociovana s vyznamné vys$$i hladinou
imunoglobulinu E.

Tan et al. (Tan et al. 2007) se zabyvali SNP v 3 nepiekladané oblasti HLA-G tuseku,
ktery je u rodin z Chicaga a Nizozemi asociovan s astmatem. Stejny fenotyp se nepodatilo
prokazat v asociaci s alelou HLA-DRBI1 u australskych Aborigini (Moffatt et al. 2003).

V blizkosti HLA-D se nachazi gen kdédujici tumor necrosis factor a (TNF-a), dileZity cytokin
v zanétlivych odpovédich. Polymorfizmus v komplexu TNF je asociovan s odli$nou expresi

TNF-a a pfitomnosti astmatu (Chagani et al. 1999).

Chromozom 11

Diikaz vazby Siroce definovaného fenotypu atopie k markeru na chromozomu 11q13
byl poprvé popsén v roce 1989 skupinou W. Cooksona (Cookson et al. 1989; Bleecker et al.
1997). Byl proveden screening moZnych vazeb za pomoci 17 polymorfnich markera
rozptylenych v genomu. Pozdéjsi studie Cooksona et al. provedena na dvou separovanych
populacich (australské a britské) méla shodny vysledek (Daniels et al. 1996). Nasledovaly
studie, které naopak neprokazaly Zadnou vazbu: Hizawa et al. (1995); CSGA- The
Collaborative Study on the Genetics of Asthma (1997).

Brzy po prvotni studii Cookson navrhl jako prvofadého kandidata gen FCERIB, ktery
kdduje B fetézec vysokoafinniho receptoru pro IgE. Tento fetézec neni nezbytny pro funkci
FCERIB, ale stabilizuje povrchovou expresi receptoru ajakakoliv variace na urovni exprese 3
fetézce miZe pozménit funkci receptoru.

Polymorfizmus v genu pro FCERIB je spojovan s nékolika fenotypy atopie vCetné
BHR u italské populace (Trabetti et al. 1998), celkového/specifického IgE u australské
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populace (Palmer et al. 1998; Daniels et al. 1996) a atopického astmatu v japonské populaci
(Shirakawa et al. 1996). Sekven¢ni varianta (Gly237Glu) identifikovana Shirakawou et al. pro
posledné zmitiovany fenotyp vSak nebyla potvrzena ve studii Sandforda et al. (Sandford et al.
2000). Young et al. (Young et al. 1992) navrhli, Ze region 11q13 obsahuje hlavni lokus
zodpovédny za IgE odpovidavost, dileZitou imunologickou odchylku, ktera charakterizuje
atopii. Kandidatni geny v této oblasti zahrnuji matrix metaloproteinazovy gen 1, 3 a 8, dale o,
vy a € podjednotky CD3 (Koppelman et al. 2002) a FGF3 (fibroblast growth factor 3).
Zajimavosti je i polymorfizmus spojeny s regulaci IgE u australskych Aboriginti
nakaZenych parazity, ktery naznacuje protektivni roli genu v ptipadé zamofeni helminty

(Palmer et al. 1997).

Chromozom 12q

Pozornost se soustfedi na pomérné rozsahly chromozomalni usek 12q14.3-q24.1, ktery
obsahuje velky pocet kandidatnich geni pro astma a alergii. Jsou to pfedevsim geny kodujici
interferon gama (IFGN), cytokin, ktery inhibuje aktivitu IL-4; stem cell factor (SCF); insulin-
like growth factor-1 (IGF1); leukotrien A4 hydrolazu (LTA4H) a podjednotku nuklearniho
faktoru-Y (NFYB). DileZitym genem je i STAT6 (signal transductor and activator of
transcription 6), coZ je transkrip¢ni faktor nezbytny pro IL-4/IL-13 zprostfedkovanou
transduk¢ni drahu.

Vazba na chromozomu 12q ke koncentraci celkového IgE byla poprvé popsana u dvou
populaci: Amishi a afro-karibské populace z ostrova Barbados (Anderson and Cookson
1999). CSGA (1997) prokazala vazbu astmatu k markeru na stejném useku u dvou ze tii
studovanych rasové odlisnych populaci: bélochti a hispanci. Souhlasné vysledky ma studie
Carole Ober et al. (Ober et al. 1998), ktera se zaméfila na populaci Hutteriti. Dikaz vazby byl
v§ak zaznamenan pfes znanou vzdalenost (>60cM), proto je potfeba jesté dalSich

upfesiiyjicich analyz.

Chromozom 13

Na tomto chromozomu byl proveden genome-wide screen australské (Daniels et al.
1996), francouzské (Dizier et al. 2000) a nizozemské (Koppelman et al. 2002) populace
vedouci k identifikaci vazby pro atopii, pocet eozinofili, SPT a celkového IgE v séru. Kimura
et al. (Kimura et al. 1999) poukazali na asociaci atopického astmatu k markeru na
chromozomu 13 u japonské populace. Zhang et al. (Zhang et al. 2003) nasli pomoci pozi¢niho

klonovani asociaci mezi celkovym IgE a n€kolika alelami genu PHF11.
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Ostatni chromozomy

Na chromozomu 14 (lokus 14q11.2-13) bylo identifikovano n€kolik kandidatnich
gend, konkrétn€ TCRA (receptor T lymfocytt s a fetézcem) a TCRD (receptor T lymfocytt
s 0 fetézcem), asociovanych se zvySenou koncentraci specifického IgE a pozitivnim koZnim
testem (Mansur et al. 1999).

Lokus 1p31 byl zkouman v souvislosti s astmatem a alergickou rhinitis ve francouzské
populaci (Dizier et al. 2000; Dizier et al. 2007), a s koncentraci IgE v nizozemské populaci
(Koppelman et al. 2002).

Vysledky celogenomového screeningu evropskych, australskych a americkych rodin
uskutenéného Pillaiem et al. (Pillai et al. 2006) ukazuji moZnou vazbu BHR k lokusu na
chromozomu 2p a naopak vylu€uji vazbu k astmatu.

Pomémé Sirokym lokusem na chromozomu 17 se zabyvaly jiZ tfi celogenomové studie
(CSGA 1997; Koppelman et al. 2002) zaméfené na fenotypy spojené s imunitni odpoveédi.
Jednim z lokust bohatych na geny asociované s astmatem a zanétem dychacich cest je
17q11.2-q21, kde jsou seskupeny geny kdédujici C-C chemokiny. Nejprobadanéj$im
chemokinem je RANTES. Sekven¢ni varianta v jeho promotoru je asociovana s atopickou
dermatitidou, SPT, ale nikoli s hladinou celkového IgE (Nickel et al. 2000; Fryer et al. 2000).
Testovani celého genomu pro atopickou dermatitidu identifikovalo u skupiny jedinci ze
severni Evropy vazbu AD k lokusu 17925 (Morar et al. 2006).

Prvotni analyza CSGA (1997) s pouZitim neparametrickych vazebnych metod
poskytla dikaz pro lokus vnimavy k astmatu na chromozomu 11q11.1-q11.2 u afro-
americkych rodin.

Skupina védci identifikovala lokus vnimavy k atopické dermatitis na chromozomu
3921 u 199 rodin evropského ptivodu (Lee et al. 2000). Shodny zavér vyvodila studie
T. Kurze et al. (Kurz et al. 2005).

6.2.2. Geny kontrolujici vnimavost k atopii
Doposud bylo navrzeno pfes 100 genti podilejicich se na rozvoji astmatu a

ptibuznych fenotypti (Zhang et al. 2008), coZ odrazi riznorodost, ktera tyto znaky
charakterizuje. U vétSiny geni vSak nebyl uréen jejich vliv a funkce v rozvoji vnimavosti k
onemocnéni. Pozi¢ni klonovani indikovalo sedm genti v lokusech 2q14-32 (DPP10-
dipeptidyl serine protease), 2q33 (CTLA4- cytotoxic T-lymphocyte-associated-4 gene), 5q32-
33 (PCDHI1- protocadherin-1), 7p14.3 (GPRA- G-protein-coupled receptor), 13q14 (PHF11-
PHD finger protein 11), 20q13 (ADAM33- A desintegrin and metalloproteinase domain 33)
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a 1q32.1 (CHI3L1- chitinase 3-like 1), jejichZ alely disponuji svoje nositele k atopickym

chorobam, anebo znakim provazejicim atopie.

Dipeptidyl serine protease (DPP10)

M. Allen et al. (Allen et al. 2003) objevili asociaci mikrosatelitu D2S308 k astmatu,
800 kilobazi distalné od interleukinového klusteru na chromozomu 2q14. Mapovani 244
britskych rodin vedlo k identifikaci haplotypu lokalizovaného ve vazebné nerovnovaze, ktera
byla asociovana s astmatem. Ten samy haplotyp byl také asociovan s astmatem u
astmatickych déti z Némecka. Navic haplotyp D2S308*3 mél vyssi vyskyt u steroidné-
dependentnich astmatikid. Jedinym genem exprimovanym v této chromozomalni oblasti byl
MEX4FB-1. Zadny kodujici polymorfizmus v DPP10 genu nebyl nalezen.

DPP10 patti mezi konzervovanou rodinu dipeptidyl proteiniz, které mohou odstépovat
koncové dipeptidy z chemokinti a cytokinti a regulovat tak jejich aktivitu (Huang 2005). Dalsi
funk¢ni vlastnosti DPP10 jesté nejsou zcela objasnéné.

Cytotoxic T-lymphocyte-associated-4 gene (CTLA4)

Kwviili imunitnim porucham byly studovany tfi polymorfizmy v CTLA4 genu: C/T
polymorfizmus na pozici -319 v promotoru, A/G zaména na pozici +49 v exonu 1 (Nistico et
al. 1996) a mikrosatelitni AT repetice v 3’neptekladané oblasti.

Mapovani chromozomu 2q33 v nizozemské populaci odhalilo asociaci mezi SNP
v CTLA4 genu a hladinou celkového IgE v séru (Howard et al. 2002b). Kombinace
polymorfizmu +49 A/G a AT repetice byla asociovana s hladinou celkového IgE, zatimco
-1147 SNP byl asociovan s BHR a astmatem. Jedinci s rizikovymi genotypy pro BHR (-1147
CT nebo TT) a vyssi hladinu IgE (+49 AA) méli zvySené riziko vzniku astmatu.

Protocadherin-1 (PCDH1)

Pomoci vazebné analyzy a pozi¢niho klonovéni provedeném v nizozemské populaci
Whittaker et al. identifikovali na chromozomu 5 gen protocadherin-1, asociovany s BHR
(Whittaker 2003). PCDHI se sklada z integralnich membranovych proteint, které se u€astni
v kalcium-dependentni buné¢né adhezi (Sano et al. 1993) a je exprimovan v bronchialnich

epitelidlnich buiikach.
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G-protein-coupled receptor (alias GPRA, GPR154, GPR14, VRR1)

G-protein-coupled receptor lokalizovany na chromozomu 7p15 byl identifikovan jako
kandidatni gen pro astma ve finské a francouzsko-kanadské populaci (Laitinen et al. 2001).
GPRA se vyskytuje ve dvou hlavnich izoformach (Kere 2005) s alternativné sestfihanym
3’exonem (371 aminokyselina pro izoformu A a 377 aminokyselina pro izoformu B). Exprese
GPRA-B izoformy v plicich se li§i mezi astmatiky a zdravymi jedinci. Pfi tomto porovnani
byla pouze u astmatiki zvy$ena hladina izoformy B, a to v butikach hladkych svali dychacich
cest a epitelialnich burikach.

Bylo nalezeno nékolik haplotypti a SNP tomto genu, které byly asociovany se
zvy$enou hladinou IgE, astmatem a atopii (Laitinen et al. 2001). Rizikové haplotypy se
v ruznych populacich lisily.

Studium déti z péti zapadoevropskych zemi vedlo k objeveni haplotypd H1, HS a H6,
asociovanych s alergickou senzitizaci, a haplotypu H1, ktery je asociovan s alergickym
astmatem (Melen et al. 2005). Kormann et al. (Kormann et al. 2005) se zabyvali
polymorfizmy v GPRA genu asociované s astmatem, BHR a zvy$enou koncentraci IgE
v némecké populaci.

Pii genotypizaci a analyze dvaceti sedmi GPRA polymorfizmi v mexické populaci
nebyla nalezena Zadn4 asociace s atmatem nebo atopii (Wu et al. 2008).

PHD finger protein 11 (PHF11)

Y. Zhang a kolegové (Zhang et al. 2003) se zabyvali lokusem kontrolujicim
kvantitativni znaky na chromozomu 13q14 a nalezli asociaci mezi hladinou celkového IgE
v séru a mikrosatelitem USAT24GI. Dalsi studie odhalily 3 polymorfizmy v genu PHF11,
které jsou asociované s hladinou IgE: dva v intronech a jeden v 3¢ nepfekladané oblasti
(Huang 2005).

Piesna funkce genu PHF11 neni znama4, ale pfitomnost dvou motivi zinkového prstu

naznacuje, Ze by se mohl podilet na regulaci lymfocyti a imunoglobulinové syntéze.

ADAM 33 (A desintegrin and metalloproteinase domain)

Celogenomové skenovani 460ti rodin bélo§ského piivodu z Velké Britanie a
Spojenych stati americkych vedlo k identifikaci lokusu na chromozomu 20p13, ktery je
spojovan s astmatem a BHR (Van Eerdewegh et al. 2002). Nasledny vyzkum polymorfizmu
v jednom nukleotidu ve 23 genech ur¢il ADAMB33 jako gen asociovany s astmatem.
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Proteiny ADAM obsahuji disintegrinovou a metaloproteazovou doménu a vyskytuji se
na povrchu bunék. Tyto metaloproteindzy maji v aktivnim misté navazany atom zinku, aby
mohly $tépit peptidové vazby jinych proteini (Whittaker 2003). Jsou exprimovany v plicnich
fibroblastech a hladkych svalech pridusek (Vercelli 2003). Ugastni se adheze bungk, jejich
signalizace i proteolyzy. Pfedpoklada se, Z¢ ADAM proteiny hraji roli spiSe v remodelaci
dychacich cest nez v imunitné zprostfedkovaném zanétu. Asociaci ADAM33 k astmatu
potvrdila studie Powella et al. (Powell et al. 2004), a naopak neprokazala studie provedena v
australské (Kedda et al. 2006) a mexické populaci (Lind et al. 2003).

Chitinase 3-like 1 (CHI3L1)

CHI3L1 je gen kddujici “chitinase-like* protein YKL-40 (téZ zvany human cartilage
glycoprotein 39 [HCgp39]). Tento protein narozdil od pravych chitinaz postrada
enzymatickou aktivitu. YKL-40 byl ve zvy$eném mnoZstvi nalezen v séru a plicich pacientd
s astmatem, u kterych hladiny proteinu pozitivné korelovaly s mirou astmatu, tloustkou
subepitelidlni membrany a neptimo s plicni funkci (Chupp et al. 2007). Pfi zkoumani vlivu
genetické varianty na hladinu proteinu YKL-40 byla provedena celogenomova asocia¢ni
studie ¢lenti Hutteritské komunity z JiZzni Dakoty. Ober et al. (Ober et al. 2008) nalezli
promotorovy SNP (-131C/G) v CHI3L1 genu, ktery byl asociovan se zvy$enou hladinou
YKL-40, astmatem, BHR a hodnotami plicni funkce. Stejny SNP nebyl vyznamné asociovan
s atopii a s hladinou celkového IgE. Konkrétné nositelé jedné nebo dvou kopii C alely méli
vy$$i hladinu YKL-40 v séru a byli nachylnéj$i k astmatu. Naopak alela G vykazovala
protektivni u€inek.

Pro potvrzeni té€chto vysledk testovala stejna védecka skupina dvé kohorty
evropského ptivodu. U obou skupin byla prevalence C alely vys$i u pacientt s astmatem
v porovnani s kontrolami. Déle zjistili, Ze polymorfizmus -131G je asociovén s hladinou
YKL-40 od narozeni do péti let véku a naopak nepredikuje vznik astmatu u déti v Sesti letech

véku.

Jako dal$i zmituji pfedpokladané kandidatni geny o znamé funkci, ktera je urcitym

zpisobem spojuje s imunitni reakcemi.
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B podjednotka vysokoafinniho IgE receptoru (FCERIB)

FCERIB se nachazi na povrchu Zirnych bunék a bazofili. Po navazani molekul IgE na
tento receptor dojde k sekreci mediatora véetné IL-4. Mutace v FCERIB genu mohou
pozménit produkci IL-4 a nasledné hladinu IgE. FCERIB se sklada ze sedmi exont a Sesti
intronti. Sekvenovani kédujicich oblasti podjednotky vysokoafinniho IgE receptoru odhalilo
dva polymorfizmy v exonu 6 (L1811 a L183V), které jsou asociovany s atopickym astmatem a
atopii ve vzorku britské a australské populace (Traherne et al. 2003). Studie Hilla et al. (Hill
et al. 1995) uvadi maternalni dédi¢nost obou téchto variant, pfestozZe tyto alely nebyly
v australské populaci béZné.

Dalsi kodujici polymorfizmus E237G byl nalezen v exonu sedm u 5,3 % vzorku
australské populace (Hill and Cookson 1996). Jedinci s touto variantou méli vyrazn€ vyssi
bronchialni reaktivitu a zvySené riziko vzniku astmatu. Samantha Green et al. (Green et al.
1998) objevila mutaci E237G asociovanou s BHR u astmatiki z Jizni Afriky. Prevalence
daného polymorfizmu byla vétsi u astmatiki v erno$ské populaci nez v bélosské. Nasledujici
studie neprokazaly asociaci z Zadnym polymorfizmem: Dickson et al. 1999; Deichmann et al.
1999.

Alfa Fetézec receptoru T lymfocyti (TCR) a human leukocyte antigen-DR (HLA-DR)
Polymorfizmy v genu, ktery koduje alfa fetézec TCR, maji vliv na periferni repertoar
receptorti T lymfocyti (Loveridge et al. 1991) a mohou ovlivnit imunitni odpovéd’ k antigenu.
Vazba specifické IgE odpovédi k TCR-a/d lokusu (nikoliv k B-TCR) na chromozomu 14 byla
stanovena ve dvou skupinach zkoumanych subjektii (Moffatt and Cookson 1997a). TCR-0/8
oblast obsahuje mnoho ¢&asti, které mohou ovliviiovat rozpoznani specifickych antigent.
Lokalizace téchto ¢asti zavisi na asociacich mezi specifickymi alelami a IgE odpovédi. Byla
nalezena silna asociace mezi alelou 2 Va8.1 polymorfizmu (Va8.1*2) a reaktivitou na roztoce
Der p 2 (Dermatophagoides pteronyssinus) a pouze slaba asociace k Der p 1. Tato asociace
byla pozorovana pouze u HLA-DRB1*1501 a zaroveii Va8.1*2 pozitivnich jedincti (Moffatt
and Cookson 1997a). To naznacuje, Ze vzajemné pusobeni téchto dvou variaci modifikuje

odpovéd’ k exogennim antigentim.

Tumor necrosis factor a (TNFa)
Ve vzdalenosti zhruba 5 cM od HLA-D leZi gen kédujici tumor necrosis factor a, coZ
je dilezity prozanétlivy cytokin. Moffatt a Cookson (Moffatt and Cookson 1997b) zkoumali

asociaci astmatu a polymorfizmu v TNF genu v 88 rodinach. Astma bylo detekovano u
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jedinci s alelou 1 LTa Ncol polymorfizmem (LTa Ncol*1) a alelou 2 TNF-308
polymorfizmem (TNF-308* 2). Tato asociace astmatu byla omezena na LTa Ncol*1/ TNF-
308* 2 haplotyp, takZe neni mozno rozliSovat mezi pisobenim alely LTa Ncol a TNF-308.
Z t&chto vysledki vyplyva, Ze genotypy ovlivnéné zvysenou sekreci TNF jsou asociovany se
zvySenym rizikem astmatu.

Asociaci polymorfizmi LTa Ncol a TNF-308 k astmatu, atopii, BHR a celkovému
IgE nepodpotila studie italské populace (Trabetti et al. 1999).

Jiny polymorfizmus (C-863A) v promotorové oblasti TNF-a byl asociovan s nizkou
hladinou TNFa v séru (Skoog et al. 1999).

Interleukin 4 (IL-4)

Interleukin 4 hraje duleZitou roli v syntéze IgE tim, Ze aktivuje pre-T pomocné
lymfocyty, které se nasledné diferencuji na T2 a spoustéji izotypovy presmyk IgM/IgG na
IgE v B buiikach. Lze tedy pfedpokladat, Ze zvySena exprese IL-4 vede k rozvoji atopickych
onemocnéni.

Gen kodujici tento cytokin se nachazi v jiz zminéném lokusu 5¢23-31. V roce 1995
Rosenwasser et al. popsali funkéni polymorfizmus v oblasti promotoru IL-4 (konkrétné -
590C/T), ktery je asociovan se zvySenou hladinou IgE v séru astmatickych jedinct (Hoffjan
and Ober 2002).

Asociace stejného polymorfizmu se specifickym IgE a sipotem byla slabé podpofena
studii australské populace (Walley and Cookson 1996) a potvrzena pro AD u japonské
populace (Kawashima et al. 1998) a pro alergické astma u iranské populace (Hosseini-
Farahabadi et al. 2007).

Basehore et al. (Basehore et al. 2004) zkoumali SNPs u astmatikti bélosského, afro-
amerického a hispanského ptivodu. Podafilo se jim identifikovat devét polymorfizmi
asociovanych s regulaci celkového IgE a pét SNP asociovanych s astmatem pouze v bé&lo§ské
populaci. Dale se zaméfili na frekvenci haplotypt, kterd se mezi populacemi zna¢né lisila.
Vyhodnoceni tii haplotypti béZnych u bélosské populace odhalilo, Ze pouze polymorfizmus
3017G/T byl konkordantni s hladinou celkového IgE v séru. Burchard et al. (Burchard et al.
1999) se zabyvali porovnanim genotypt na lokusu C-589T u pacienti s astmatem bé&lo$ského
a afro-amerického piivodu. Pouze jedinci bé&lo$ského ptivodu s homozygotnim TT genotypem
vykazovali snizenou hodnotu FEV, (jednovtefinova vitalni kapacita plic). Zna¢ny pocet studii
vSak s prokazanim asociace k variacim v IL-4 genu neuspél (Elliott et al. 2001; Walley and
Cookson 1996; Liu et al. 2003).
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Interleukin 10 (IL-10)

Interleukin 10, lokalizovany na lidském chromozomu 1q32.1, inhibuje u Tyl a Ty2
lymfocytl syntézu cytokinti a navozuje antigenné-specifickou toleranci. Hladina interleukinu
10 miZe byt sniZena v pfipadé atopickych onemocnéni a zintenzivnit tak zanétlivou reakci.
SniZena produkce IL-10 byla nalezena u astmatikii v porovnani s kontrolami (Borish et al.
1996).Vystavenim IL-10 se inhibuji B buiiky produkujici IgE. Podle Denverské studie
interleukinu 10, provedené u astmatiki a zdravych jedincti, Borish a jeho kolegové
identifikovali zamé&nu C-A bazi (Hobbs et al. 1998). Tento polymorfizmus byl asociovan se
zvy$enou hladinou celkového IgE u homozygotnich i heterozygotnich jedinci.

Interleukin 13 (IL-13)

Interleukin 13 je zajimavy pro svou souvislost s IL-4. Oba patfi mezi cytokiny
produkované Ty2 buiikami a spousti izotypovy pfesmyk v B burikach. Interleukin 13 hraje
dilezitou roli v patogenezi astmatu nezavisle na IL-4. Gen kédujici IL-13 leZi na
chromozomu 5q31, ktery je spojovan s astmatem a piibuznymi fenotypy, coZ prokazaly
mnohé vazebné studie (Postma et al. 2005; Noguchi et al. 1997; Martinez et al. 1998).
Spole¢nou komponentou pro oba interleukiny je alfa fetézec receptoru pro IL4 (IL4RA).
Howard et al. (Howard et al. 2002b) se zabyvali vzijemnym pisobenim té€chto genti. Zjistili,
Ze jedinci, ktefi jsou nositeli homozygotni Ser478 IL4RA alely a alely -1111T IL-13, maji
skoro pétkrat vétsi riziko vzniku astmatu v porovnani s ostatnimi genotypy.

Van der Pouw Kraan et al. (van der Pouw Kraan et al. 1999) poprvé popsali
polymorfizmus -1050C>T (v jinych studiich odpovida pozici -1111 nebo -1112), ktery byl
asociovan s alergickym astmatem, BHR (Howard et al. 2002a), atopii a zvySenym IgE (Liu et
al. 2000; Graves et al. 2000; Liu et al. 2003).

Heinzmann et al. (Heinzmann et al. 2000) ve své studii objevili kédujici variantu na
pozici 110 (GIn110Arg), ktera ma vliv na hladinu interleukinu 13 v séru a ur¢ity dopad na
interakce ligand-receptor. Tato zaména byla v Heinzmannové studii britské a japonské
populace asociovana s astmatem. Naopak Zadna asociace nebyla potvrzena v populaci

Hutterita (Ober et al. 2000).

26



Transforming growth factor beta (TGFB1)

Denverska skupina objevila n€kolik polymorfizmii v oblasti promotoru tohoto genu.
Pouze polymorfizmus v promotoru TGF B1 byl asociovan se zvy$Senym IgE v séru (Hobbs et
al. 1998).

RANTES/CCLS

RANTES je jednim z nejvice studovanych cytokinti od doby uréeni vazby astmatu na
chromozom 17p12-17q11.2 (CSGA 1997). Na tomto lokusu se nachazi kluster C-C
chemokinti a pfedpokladalo se, Ze by se jeho mutace mohly podilet na patogenezi astmatu a
ptibuznych fenotypti. RANTES je chemokin z rodiny A, ktery funguje jako u¢inny
chemoatraktant pro lymfocyty, monocyty, eosinofily a bazofily (Kameyoshi et al. 1992).
Nickel et al. (Nickel et al. 2000) identifikovali bodovou mutaci A-401G v oblasti promotoru
genu RANTES. Tento polymorfizmus se vyskytoval s vyssi frekvenci u jedinct afrického
pivodu a byl asociovan s atopickou dermatitis. Dal§i SNP, konkrétné A-403G, identifikovala
studie Fryera et al. (Fryer et al. 2000), provedena na jednotlivcich bé&lo§ského ptivodu. Bylo
zjisténo, Ze nositelé homozygotni alely maji zvy$ené riziko obstrukce dychacich cest.

Z danych vysledku 1ze vyvodit, Ze tento polymorfizmus ma vliv na vyvoj atopie a astmatu.

Clara cell protein (CC16/CC10)

CC16 gen kéduje Clara cell 16 kDa protein a nachazi se 3 megabaze od FCERIB na
chromozomu 11. Jako prvni se timto genem zabyvali Hay et al. (Hay et al. 1995), v této studii
je vSak analogicky pojmenovan CC10. Zjistili, Ze produkt tohoto genu je exprimovan
v neobrvenych epitelidlnich buiikach dychacich cest. Produkce CC16 je sniZena pisobenim
glukokortikoidi a protein sam o sobé€ inhibuje fosfolipazu A, ktera aktivuje drahu vedouci
k syntéze prostaglandint a leukotrienti (Boguniewicz and Hayward 1996). Hay a
spolupracovnici navrhli asociaci tohoto genu k astmatu.

Australska skupina védct provedla screening tfi exonti CC16 a nalezla polymorfizmus

na pozici 38 (A38G), ktery asociovala s astmatem (Laing et al. 1998; Laing et al. 2000).

IL-4 receptor (IL4R)

Prvni polymorfizmus genu kédujiciho a podjednotku IL-4 receptoru na chromozomu
16 identifikovali Hershey et al. (Hershey et al. 1997). U pacientt s hyper-IgE syndromem
objevili funkéni variaci na pozici 576 (Q576R). Vyskytovala se u &tyf ze sedmi pacienti s AD
a u tfinacti z dvaceti pacienti s atopii. Mutace R576 predisponuje své nositele k alergickym
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onemocnénim tak, Ze pozméni funkci IL-4 receptoru. Tato alela byla spojovana se zvy$enou
expresi CD23, coz nebylo potvrzeno v jiné studii (Risma et al. 2002).

Némecka skupina se zaméfila na étyti polymorfizmy lokalizované v intracelularni ¢asti IL-
4Ra. Podatilo se ji ur¢it asociaci dvou polymorfizmi (Q576R a S503P) s nizkou hladinou
celkového IgE (Kruse et al. 1999).

Mitsuyasu et al. (Mitsuyasu et al. 1999) identifikovali mutaci Val50Ile v receptoru pro
IL-4. Frekvence varianty Ile50 byla vys$i neZ Val50 u pacienti s atopickym astmatem a
korelovala s hladinou celkového IgE v séru a s hladinou specifického IgE proti rozto¢tim.

Tato mutace také pfispiva ke zvySeni syntézy IgE.

B2- adrenergni receptor (ADRB?2)

Gen kodujici ADRB2 se nachazi na dlouhém raménku chromozomu 5q32. Tento
receptor je cilem pro ligandy pouZivané k 1é¢bé akutni bronchokonstrikce u astmatiki. Je
exprimovéan na Zirnych buiikéch v plicich a hladkych svalech priidu$ek. Bylo popsano devét
mutaci, z nichZ &tyfi jsou vysledkem bodovych mutaci: Argl6Gly, GIn27Glu, Val34Met a
Thr164Ile (Anderson and Cookson 1999).

Asociace fenotypt k témto polymorfizmiim jsou ¢asto protichudné. PfestoZe byla u
Hutteritti na lokusu 5q23-31 nalezena vazba k astmatu, nemuze byt tento fenotyp asociovan
s variacemi v ADRB2 genu (Summerhill et al. 2000). Turki et al. (Turki et al. 1995) v§ak
demonstrovali pomérné vysokou frekvenci alely Gly16 u tzv. no¢nich astmatikii. Takto
postiZenym lidem se zhor$uji pfiznaky astmatu v noci.

Asociace mezi polymorfizmem GIn27Glu a zvy$enou hladinou IgE v séru byla
nalezena v Southamptonské populaci (Dewar et al. 1997). Italské skupin€ védci se podatilo
replikovat asociaci mezi genotypem Gly16-GIn27 a BHR, ale Zadnou s koncentraci IgE
(D'Amato et al. 1998).
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7. Zavér

V soucasnosti se pozi¢ni klonovani v kombinaci s testovanim kandidatnich genti
(pozi¢né kandidatni metody) zdaji byt nejlepsim feSenim pro pochopeni atopickych
pro vyhledavani geni kontrolujicich vznik onemocnéni. Strategie budoucich studii zahrnuje
testy dosud popsanych kandidatnich lokust a genti a identifikaci novych vhodnych
kandidatnich geni. Nalezeni kontrolnich lidskych genti miZe pomoci pfedvidat priib¢h
choroby u jednotlivych pacientl a tim pfispé&je k G¢inné&jsi a cilené;jsi terapii a prevenci.

NejbézZnéjsimi zpusoby 1éEby atopickych symptomi jsou profylaxe (snaha vyhnout se
alergenu) a pouziti farmak, ktera napf. blokuji receptory pro histamin (antihistaminika),
inhibuji syntézu histaminu a pisobi protizanétlivé (kortikoidy) nebo inhibuji degranulaci
ovlivn&nim vlastnosti membrany mastocti (kromoglykat). Céstedné Gisp&§né jsou pokusy o
kauzélni lé¢bu- tzv. alergenovou imunoterapii (hyposenzibilitaci) pacientti. Pfi ni se podavaji
zvySujici se davky alergenu nebo &asti alergenu, proti niZ pacienti reaguji. Pfi vhodném
zpusobu aplikace 1ze zfejmé dosahnout stimulace konkurenéni Ty1 odpovédi, ktera inhibuje
alergenni Ty2 buriky a blokuje syntézu IgE.

Dalsi studium genetiky a bunéénych mechanizmti pomtize pochopit podstatu etiologie
a patogeneze atopickych onemocnéni. Mnoho problému, které komplikuji lidské genetické
studie mtiZe byt piekonano pouZitim mysiho modelu, kde jsou homologické geny mutovany

jak u mysi, tak u €lovéka.
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