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Anotace

Ve své praci SOC jsem se zabyvala vlivem genotypu v polymorfismu v genu pro MDR1 na
atopickou dermatitidu dospélych. Konkrétné se jednalo o jednonukleotidovy polymorfismus
3435 C/T v exonu 26. U 90 pacientt s atopickou dermatitidou byla provedena genotypizace.
Vysledky byly statisticky zhodnoceny a byla u nich provedena studie genotyp-fenotyp, ktera
porovnavala genetické predispozice s vyslednym fenotypem. Genotypizace se provadéla
pomoci metody PCR, restrikéni analyzy, elektroforézy a nasledné vizualizace pod
UV svétlem. Vysledky naseho vyzkumu prokazaly u zen moznou souvislost zkoumaného
polymorfismu s rodinnou anamnézou atopie, potravinovymi alergiemi V osobni anamnéze
a jinymi nealergickymi nemocemi Vv osobni anamnéze. Signifikantnim se také u Zzen ukazal
byt zacatek klinick¢é manifestace atopické dermatitidy v souvislosti S osobni anamnézou na
potravinové alergie a piitomnost ¢i nepfitomnost elevace IgE v souvislosti s TEWL v oblasti
predlokti.

Klicova slova
Atopicka dermatitida-geneticka predispozice-MDR1-polymorfismus-PCR
Annotation

This thesis SOC deals with the influence of genotype in polymorphism in the gene coding for
MDR 1 on atopic dermatitis in adults. Specifically, it concerns the single nucleotide
polymorphism 3435 C/T in exon 26. Genotyping was performed in 90 patients with atopic
dermatitis. The results were statistically evaluated and genotype-phenotype study was
performed. This genotype-phenotype study compared genetic predispositions with the
resulting phenotype. Genotyping was performed using PCR, restriction analysis.
electrophoresis and subsequent visualization under the UV light. The results of our research
have shown in women a possible association of examined polymorphism with positive family
history of atopy, personal history of food allergy and other non-allergic illnesses in personal
history. The onset of clinical manifestation of atopic dermatitis in connection with positive
personal history of food allergy and the presence or absence of elevation of IgE associated
with TEWL in the forearm area has also been significant in women.
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1. UvoD

Atopicka dermatitida je komplexni onemocnéni, které se projevuje suchosti kiize, svédivosti
a tvorbou zanétlivych lozisek. Jeji vyskyt v populaci se stale zvySuje (za poslednich dvacet let
stoupl pocet pacientd trpicich atopickou dermatitidou az trojnasobn¢). Atopicka dermatitida
postihuje déti i dospé€lé a vede k dlouhodobému snizeni kvality jejich Zivota. U déti patii mezi
nejcastéj$i kozni onemocnéni. Atopickd dermatitida se tadi mezi tzv. multifaktorialni
onemocnéni (tj. vznika na zakladé vlivu vice faktorl). Mezi takovéto faktory patti ku prikladu
vlivy vnéjsiho prostiedi, porusenost epidermalni bariéry a také geneticka predispozice. [1, 37]

V prubéhu genetickych studii bylo jiz nékolik gend asociovano s atopickou dermatitidou.
Geny, které¢ jsou urCitym zpusobem podeziel¢ ztoho, ze maji né&jaky vliv na dané
onemocnéni, se oznacuji jako tzv. kandidatni geny. Studie kandidatnich genii jsou zaloZeny
na znalosti biologické funkce a patofyziologii produktu dané¢ho genu na onemocnéni.
Kandidatni geny jsou velmi Castym predmétem genetického vyzkumu. Mezi takovéto geny
asociované s atopickou dermatitidou patii mimo jiné i gen MDR1. [39]

MDR1 gen koduje bilkovinu (P-glykoprotein), ktera hraje vyznamnou roli pii tvorbé
epidermalni bariéry a transportu mnohych 1é¢iv. Pokud je vSak MDR1 gen né¢jakym zplisoben
pozménén, mize to mit ve svém disledku vliv na fungovéani P-glykoproteinu. Spatna funkce
vysychani a vétsi nachylnosti na alergeny a jiné latky z vnéjsiho prostiedi, coz muze byt jedna
z pti¢in vzniku atopické dermatitidy. Dale muze vést ke Spatnému transportu 1é¢iva do kuze
(pfi lokalni aplikaci) ¢i z mozku do krve (u jiného zpisobu aplikace). V ptipadé Spatného
transportu pres kizi jsou pak léciva méné ucinna ¢i uplné neucinna a v piipadé Spatného
transportu z mozku do krve se 1é¢iva v mozku hromadi a mohou zde mit toxicky ucinek. Jiz
zminéné lokalni aplikace 1éCiv se hojn€ vyuziva prave pii lécbé atopické dermatitidy a Spatny
transport 1é¢iva by mohl pii 1é€bé ptinést znaéné komplikace. [1, 4, 13]

Tato prace se vénovala zkoumani podoby urcitého exonu (¢asti genu, ktera koduje bilkovinu)
daného useku v MDR1 genu. Konkrétné se jednalo o jednonukleotidovy polymorfismus
C3435T v exonu 26. Zminény polymorfismus je stav, kdy existuje pro jeden znak vice
genetickych variant a zaroven jsou tyto varianty v populaci v zastoupeni vys$im nez 1%. [8,
9, 10]

Nasim cilem bylo pomoci metod molekularni diagnostiky provést genotypizaci u dospélych
pacientl s atopickou dermatitidou a nasledné, na zaklad¢ statistického zhodnoceni vysledkd,
uréit vliv zvoleného polymorfismu na vyslednou podobu atopické dermatitidy.

Objasnéni genetické predispozice k onemocnéni, v naSem piipad¢é k atopické dermatitidé,
umoziuje prohloubeni nasich znalosti o patogenezi daného onemocnéni, coz vede ke zlepSeni
diagnostiky a 1écby, dale také umoznuje zavést specifickou a strategickou prevenci. Ve
vysledku pak mtize vést k vyvoji kauzalni 1é€by (1é€by zaméfené na pfi¢inu onemocnéni),
Vv ptipadé¢ atopické dermatitidy tedy specifické genové terapii. [39]



2. TEORETICKA CAST

2.1. Atopicka dermatitida

Atopickd dermatitida (AD), téz atopicky ekzém, je chronické, recidivujici, svédivé,
neinfekéni kozni onemocnéni S variabilnim pribéhem i morfologii. Podle formy a lokalizace
ma ruzné projevy v podobé erytému, papul, suchych lozisek, krust a jinych. K propuknuti
dochazi ve vétsiné piipadi v kojeneckém ¢i détském véku, Casto v kombinaci s pozitivni
osobni ¢i rodinnou anamnézou na alergickou rymu, zanét spojivek a bronchidlni astma. AD
ve svém dusledku vede ke sniZeni kvality Zivota a pfindsi riziko systémovych alergickych
chorob. [1, 2, 3, 4, 5]

2.1.1. Epidemiologie

Celosvétova prevalence AD ve vSech vékovych skupinach se pohybuje v rozmezi 1-30 %.
Prevalence AD pro evropskou populaci ¢ini pro déti 15-20 % a pro dospé€lé 2-5 %. Nejvétsi
mnozstvi ptipadt (az 70 %) se manifestuje do Sesti let véku, pti¢emz maximum je v kategorii
do tfi let v€ku. U vétSiny nemocnych déti dojde ke spontdnnimu ustupu nemoci pied
dosazenim dospélosti. Prvni projev nemoci miize vSak také nastat az v dospélosti. [1, 3]

AD ma v poslednich dekadach ptevazné trvale rostouci trend. Pro nartst poctu nemocnych
muze piinést vysvétleni tzv. hygienicka teorie ¢i tzv. haptenova hypotéza. [1, 3]

Hygienicka teorie poukazuje na nedostateCnost kontaktu ditéte v raném véku s alergeny,
mikroby, potravinovymi a dal$imi vlivy, které jsou podstatné pro spravné fungovani regulacni
a stimula¢ni funkce imunitniho systému. Tato absence potiebného kontaktu je vysadou

vvvvv

Haptenova hypotéza pak odivodnuje rostouci trend mechanismy nespecifické imunity, kdy
jsou organismy podprahové vystavovany latkam haptenové povahy, coz jsou latky schopné
navozovat imunitni odpovéd’ ¢i tvorbu protilatek. Nejveétsi vliv ma vystavovani se témto
latkdm v téhotenstvi a kojeneckém ¢i batolecim veku, kdy dochazi k navozovani
imunologické tolerance. Haptenova teorie tedy doporucuje V téhotenstvi a ve vySe
zminéném kritickém véku omezit opakovany kontakt stémito latkami, mezi které se fadi
napiiklad konzervanty, detergenty, barvy, parfémy, lepidla, dezinfekéni latky, kosmetické
ptipravky a dalsi latky chemického primyslu. [3]

V nékterych zapadoevropskych zemich vSak trend jiz nevykazuje rtst a je stabilizovany,
jelikoz manifestace AD v populaci pravdépodobné dosahla hodnot genetické predispozice. [1]



2.1.2. Etiopatogeneze

AD patii mezi multifaktorialni onemocnéni. Stézejni je zde interakce mezi geny a faktory
vnéjsiho prostiedi, které se projevi jako defekt kozni bariéry a imunologickd dysbalance.
Dulezity je také fakt souvislosti AD s riznymi typy alergii, protoze az 80 % atopikli ma
zvySenou hladinu protilatek v krvi (elevace IgE). [1, 3, 4, 5, 6]

Genetickd zatéz ma Vv etiopatogenezi AD velice vyznamnou roli. Dédi¢nost atopickych
onemocnéni je komplexnim procesem a nepodléha klasickym Mendelovym zakonim. Jedna
se totiz o multifaktorialni typ dédi¢nosti, kde ma na vyslednou podobu fenotypu vliv nejen
vice gendl, ale také mnohé zevni faktory. Podilejici se geny mohou byt geny s netplnou
penetraci, z ¢ehoz vyplyva, Ze pfitomnost dominantni alely nemusi nutné vést ke klinickému
projevu. [1, 4]

Geny, které jsou spojovany se vznikem atopické reaktivity, byly nalezeny na vice
chromozomech. Za v§eobecnou predispozici k atopii pravdépodobné zodpovida lokus
5031-33. Zde se nachazi shluk interleukind-4 (IL-4) - skupin proteint regulujicich imunitni
odpovéd’. Déle se jednd ptedevSim o komplex genl tzv. epidermélni diferenciace, geny
kodujici serinové protedzy a geny kodujici syntézu celkového IgE. [1, 3, 4, 6]

Mezi geny epidermalni diferenciace se fadi gen pro filagrin, klaudin, lorikrin a jiné. Zejména
filagrin a jeho metabolity jsou velmi vyznamné z hlediska svého kone¢ného dasledku na
tvorbu kozni bariéry. [1, 4]

Mutace genu serinové proteazy pak muze vést k abnormalné vysoké koncentraci koznich
proteaz, které §tépi vazby mezi korneocyty (povrchovymi bunkami pokozky) a zapii¢inuji tak
snizeni jeji ochranné vrstvy. [1, 4]

Nezanedbatelnymi pro predispozici k AD jsou téz geny, které koduji syntézu celkového IgE -
typu imunoglobulini (protilatek), které hraji hlavni roli pfi vzniku alergii. [1]

wrwe

a poruchou ceramidi. Na procesy rohovaténi ma vliv vySe zminény filagrin a protedzy.
Ceramidy (lipidové molekuly) jsou pak hlavni slozkou lamelarnich télisek, ktera jsou
vylu€ovana do mezibunéénych prostor Strata granulosa (tfeti vrstvy epidermis), kde se
podileji na hospodafeni pokozky s vodou (zamezuji nadmérnému vysychani pokozky
a prilisnému pronikani vody do ni). Porucha ceramidi mtize vést ke snizeni kozni lipidové
bariéry, coz nasledné zpuisobuje zvysené ztraty vody a tim i mensi hydrataci pokozky, ktera
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citlivéjsi na skodlivé latky, iritanty a alergeny. [4, 7]

Nutno zminit, ze u lidi s AD také nastava urcitd imunologickd dysbalance, zplsobena
zménami a stimulacemi Th-lymfocytd, vyvolanymi rozli¢cnymi zevnimi faktory. [1]



2.1.3. Klinicky obraz

Podoba a projev AD je zavisli na véku pacienta. Vzhledem k tomu je rozliSovana forma
kojenecka, détska, adolescentni a forma dospélych. [1,3]

2.1.4. Lécba

Lécba AD je komplexni a z velké ¢asti zavisi na zdvaznosti ekzému. DlleZita jsou preventivni
opatfeni, identifikace a odstranéni provokac¢nich ¢i zhorSujicich faktorti. Pfi 1€¢bé pacientt
s AD je nejcastéji uplatiiovana topicka 1écba (lokalni kortikosteroidy, lokalni antibiotika nebo
antiseptika a dalsi) a fyzikalni terapie (fototerapie, systémova terapie, antihistaminika,
systémova antibiotika a dalsi). [1]

2.2. Geneticky polymorfismus

Geneticky polymorfismus je stav, kdy se v populaci vyskytuji pro jeden znak minimalné dvé
alely (genetické varianty) a zaroven je vyskyt méné Cetné alely vétsi nez 1%. Pokud ma méné
cetna alela v populaci frekvenci niz$i nez 1%, jedna se o vzacnou alelu. Pfitomnost
genetickych polymorfismi hraje dilezitou roli v intrapopula¢ni genetické variabilité.
Jednotlivé alely jsou dédény od biologickych rodi¢i. Polymorfismus se nemusi nutné
projevit, zvlasté pokud se nachazi v intronech (nekodujicich oblastech). Polymorfismy, které
se fenotypoveé neprojevuji 1ze odhalit pouze metodami molekularni genetiky. [8, 9, 10]

Polymorfismus se mtze v populaci vyskytovat pouze na prechodnou dobu, nebo byt udrzovan
trvale. Pfi trvalém vyskytu se jednd o tzv. balancovany polymorfismus, pii kterém je pomér
alel dlouhodobg stabilni. [9]

V situaci, kdy je polymorfismus nachdzen pti srovnavani populaci z riznych tzemi, hovotime
o geografickém polymorfismu. [9]

Mezi nejvyznamnéjsi typy polymorfismi, které jsou dnes hlavnim predmétem studia genetiky
¢lovéka, patii jednonukleotidové polymorfismy a tandemové repetice. [8, 10]

2.2.1. Jednonukleotidovy polymorfismus

Jednonukleotidovy polymorfismus (anglicky single-nucleotide polymorphism-SNP) je
nejmensi mozna zména v sekvenci DNA, kdy dochéazi k zamén¢ jednoho nukleotidu za druhy.
SNP je v genomu piitomen v1 z 1000 part bazi (bp) libovoln¢ vybraného tseku DNA
(prokédzano pii sekvenovani stejného useku DNA ruznych jedincl). Frekvence
jednonukleotidovych polymorfismi je typicka pro jednu populaci a v porovnani s populaci
jinou se muze liSit. Jednonukleotidové polymorfismy vznikaji mechanismem bodové mutace,
kdy dochazi k substituci, deleci nebo inzerci v ur¢itém mist¢ DNA. [4, 10]

SNP miize, ale také nemusi mit vliv na kone¢nou podobu a funkci proteinu. V piipade
synonymni mutace, kdy nedojde ke zméné podstaty kddujiciho fetézce, bude kodovana stejna
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aminokyselina a funkce proteinu ziistane nezménéna. Avsak, Vv situaci, kdy nastane mutace
meénici podstatu kodujiciho fetézce, bude dochazet k translaci jiné aminokyseliny, coz mutize
vést ke zmeéné ¢i ztraté¢ funkcnosti vysledného proteinu. Pravé tyto mutace meénici podstatu
tvoii az polovinu vSech mutaci podilejicich se na dédiénych onemocnénich u ¢loveéka. [10]

V organismu se geny jadernych chromozomt diploidnich bun€¢k vyskytuji v parech, kazdy
jednotlivy znak je potom fizen parem genil. Konkrétni forma genti (alel) téhoz genu zajistuje
vysledny fenotypovy projev genu. V situaci, kdy jsou v parovych lokusech ob¢ alely shodné,
se jedna o homozygota (dominantniho, ¢i recesivniho), jsou-li alely rizné, jedna se
0 heterozygota. [11]

2.2.2. Asociaéni studie

Asociacni studie slouzi zejména k odhalovani genetickych predispozic k multifaktorialnim
nemocem. Pfedmétem jejiho vyzkumu jsou tedy genotypy zvySujici, ¢i snizujici riziko dané
nemoci. Tato studie se zaméfuje na rozdilnou frekvenci vyskytu studované alely mezi
skupinami. [4, 12]

Nejcastéji aplikovanou studii je studie case-control (tzv. studie pfipad-kontrola), pfi niz je
cilem prokazat vyssi frekvenci studované alely v souboru navzajem neptibuznych jedinct
trpicich danou nemoci v porovnani s kontrolnim souborem navzajem neptibuznych zdravych
jedinct. Ke zkoumani jsou voleny tzv. kandidatni geny, u nichz se piedpoklada urcity vliv na
dané onemocnéni. [4, 10, 12]

Dalsimi studiemi jsou: family-based association study (metoda asociacni studie v rodinach),
case-case (tzv. studie piipad-pfipad) ¢i studie genotyp-fenotyp. [4, 10]

2.2.3. Modely dédi¢nosti

RozliSujeme genotypové a alelické modely dédicnosti. Mezi genotypové modely je fazen
model dominantni/recesivni, kodominantni a vyhoda heterozygota. Dominantni/recesivni
model je charakterizovany vztahem AA:(Aa+aa) nebo aa:(AA+Aa), kde A je dominantni alela
a a recesivni alela. Tento model se projevuje dvéma fenotypy. Kodominantni model se
vztahem AA:Aa:aa se projevuje tfemi fenotypy a u vyhody heterozygota se vztahem
Aa:(AA+aa) dochazi k projevu dvou fenotypu.

2.3. Gen MDR1

Gen MDR1 (multidrug resistance 1, ABCB1) je gen kodujici P-glykoprotein. Nachazi
Vv poloze 7q21, mé délku ptiblizné 100 kbp ( kilobase pairs) a obsahuje 28 exont. Doposud
bylo v kédujici sekvenci identifikovano 66 SNPs, z nichz bylo 24 shodnych. Z téchto 24
SNPs jsou pro svij klinicky disledek nejvice zkoumany shodné SNPs C3435T, C1236T
a neshodné SNP G2677A/T. [13, 15]
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2.3.1. P-glykoprotein

P-glykoprotein (oznacovan t¢z MDRI1 protein ¢i ABCB1 protein) je bilkovina, ktera patii do
skupiny ABC transportéri (ATP-binding casette), jenz zprostfedkovavaji transport molekul
pres fosfolipidovou dvojvrstvu biologickych membran u vSech zivych organismi.
P-glykoprotein je tvofen 1280 aminokyselinami uspotadanych do dvou polovin. Kazda
polovina obsahuje Sest hydrofobnich transmembranovych alfa-helixi (tvar pravotocivé
Sroubovice) a oblast vazajici ATP (viz obr. 1). [13, 14, 15, 16, 17]

Extracellular Cytoplasmic
face face

Obr. 1: Struktura P-glykoproteinu [13]

P-glykoprotein se fadi do skupiny proteinti tvoficich tzv. efluxni pumpy (aktivni transportéry
tvofené proteiny). RozliSovano je pét skupin takovychto proteini (RND-Resistance
nodulation division family, MFS-Major facilitator superfamily, SMR-Staphylococcal
multiresistance family (small multidrug resistance), MATE-Multidrug and toxic compound
extrusion a ABC-ATP binding cassettte). Z divodu aktivniho vylucovani je pro efluxni
pumpy nutny né&jaky zdroj energie. Skupiny RND, MFS a SMR vyuzivaji jako zdroj energie
protonovy gradient na membrané, skupina MATE vyuziva gradient Na™ iontli a skupina ABC
vyuziva hydrolyzu ATP (adenosintrifosfatu). [15, 18]

Sam P-glykoprotein se pak podili na transportu $iroké Skaly rozlicnych molekul. Dulezitou
roli hraje jeho Uc€ast pfi transportu témét vSech klinicky vyznamnych lé¢iv (1éka proti
rakoving, antibiotik, antidepresiv, antivirotik, kortikosteroidli, imunosupresiv a dalSich).
Ackoli odpovéd’ organismu na podany €k ovliviiuje mnoho faktori, jako je vek, funkce
organl, povaha nemoci, interakce mezi vice léCivy a dalsi, je zde geneticky faktor
nezanedbatelny. Jeho podil na funk¢nosti a schopnosti zpracovani daného 1éku se odhaduje na
20-95 % (velké rozmezi je zplsobeno rtiznorodou povahou jednotlivych 1é¢iv). Funkénost
proteinil asociovanych v draze zpracovani a transportu léciv muze tedy zCasti ovlivnit
odpovéd’ organismu na podany 1ék. Z tohoto divodu jsou geny, kodujici takovéto proteiny,
pfedmétem mnohych studii. Zkoumany jsou piedev§im SNPs na jejich exonech. U genu
MDRI1 bylo zjisténo, ze i jeho synonymni SNP, ktery by nemél meénit podstatu kodonu a tim
ani vlastnosti kodovaného proteinu, ma vliv na schopnost interakce proteinu se substraty.
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Tento jev je vysvétlovan tim, ze pokud na exonu dojde k zamén¢ bézné¢ho kodonu za vzacny,
bude ovlivnéno nacasovani kotransla¢niho skladani a vloZeni proteinu do membrany, kvili
¢emuz dojde ke zmén¢ interakénich mist substratu a inhibitoru. [14, 15, 16, 17]

P-glykoprotein se nachazi mimo jiné v jatrech, ledvinach, lymfocytech, hematoencefalické
bariéte a kizi. Jeho pfitomnost v hematoencefalické bariéte je vyznamna z hlediska transportu
lé¢iv zmozku do krve, kdy mize v ptipadé nespravného fungovani proteinu dojit
k hromadéni 1é¢iva v mozku, coz mize vést k potizim s nervovou soustavou (kiece, selhani
dychani a v krajnim ptipadé¢ i smrt) (viz obr. 2). V kiazi pak ovliviluje jeji schopnost nakladat
s 1é¢ivy. Pti Spatné funkci P-glykoproteinu je snizena jeji schopnost absorpce 1é¢iva, které se
tudiz nedostane do krve ani dostate¢né hluboko do kiiZze nebo naopak se dostate¢né mnoZzstvi
1é¢iva nedostane z krve do kize (viz obr. 3). [14, 15, 17]

Normal Viutated Copiles

Blocd vessel

/ Selivering medicine \

MOR? mutaticn results
i a broken pump

Obr. 2: Transport 1é¢iv do mozku a z mozku (vlevo-funkéni P-glykoprotein, vpravo-nefunkéni P-glykoprotein)

[19]
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Obr. 3: Transport 1é¢iv pies kuzi do krve (vlevo) a naopak (vpravo)-pii funkénim P-glykoproteinu na kazdém
z obrazka (vlevo) a pti nefunkénim (vpravo) [20]
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2.4. Metody molekularni diagnostiky

Molekularné biologické techniky umoziuji rychlejsi a presnéjsi urCeni diagnozy. Z tohoto
divodu jsou jimi dnes nahrazovany starsi, ne tak exaktni, metody. Molekularni diagnostika je
V dnesni dob¢ hojné€ vyuzivana a rychle se rozvijejici. Jeji metody vychdzi z tzv. centralniho
dogmatu molekularni biologie, které hovoii o zplsobu pienosu genetické informace do
biologickych makromolekul. Jsou zde popsany mechanismy replikace DNA (syntézy DNA
podle vzoru DNA), transkripce (syntézy RNA podle vzoru DNA) a translace (syntézy podle
vzoru mRNA), na jejichz principech jsou pak jednotlivé techniky =zalozeny. Mezi
nejvyuzivangj$i patii metody amplifikujici (tj. zvySujici koncentraci) cilovou sekvenci
(polymerazova fetézova reakce, ligazova fetézova reakce aj.), metody amplifikujici signal
(hybrid capture a rdzné formy in situ hybridizace) a dalsi (komparativni genomova
hybridizace a rizné formy sekvenovani DNA). [1]

2.4.1. Metoda PCR -Polymerazova ietézova reakce

Polymerazova ftetézova reakce (PCR), anglicky Polymerase Chain Reaction, patii mezi
metody amplifikujici cilovou sekvenci. Provadi se zcela in vitro (ve zkumavce). Jejim cilem
je namnozeni pozadované sekvence DNA dostate¢né na to, aby ji bylo mozno zviditelnit nebo
sni dale pracovat. Vyhodou této reakce je jeji rychlost, specifinost, pfesnost a spotieba
pouze malého mnozstvi DNA. Diky tomu se ji vyuziva nejen v zakladnim vyzkumu
a aplikovaném genetickém vyzkumu, ale také v klinickych disciplinach, kriminalistice,
soudnim lékafstvi, potravinaistvi a mnoha dalSich oborech. [1, 21, 22, 24]

Pro spravny pribéh PCR je zapotiebi reakéni smés (Master Mix), ktera obsahuje vSechny
potiebné reagencie. Sklada se ztermostabilni DNA polymerazy, smési nukleotidl, dvou
primerd, pufru, soli (zejména hofe¢natych iontd) a beznukledzové vody. Po fadném
promichani téchto vSech latek se k ni pfidava zkoumany vzorek DNA (templat). [1, 4, 21, 22,
24]

Zminovana DNA polymeraza je enzym, ktery katalyzuje syntézu DNA. Jeho termostabilita je
pii této reakci velice dulezitd, jelikoz ¢ast PCR probihda za vysokych teplot, u kterych by
mohlo v ptipad¢é nestabilni polymerazy dojit k jeji denaturaci a tim i k jeji nedostate¢né
funkci. Z termostabilnich DNA polymeraz je nejvyuzivangjsi tzv. Taq polymeraza, jejiz
optimalni teplota se pohybuje okolo 75 °C, kdy je schopna ptidat k primeru asi 150 bazi za
sekundu. Pfi teplotach vysSich nez 90 °C nevykazuje aktivitu, avSak je schopna odolat
denaturaci. [4, 21]

Smés nukleotidi potom musi obsahovat vSechny ¢étyfi deoxynukleosidtrifosfaty (ANTP), mezi
néz patii Deoxyadenosintrifosfat (JATP), Deoxythymidin trifosfat (dTTP),

Deoxycytidin trifosfat (dCTP) a Deoxyguanosin trifosfat dGTP. V reakci slouzi jako zdroje
budoucich nukleotidd. [4, 25]

Pouzivané primery jsou oligonukleotidy zpravidla o délce 17-28 nukleotidui, které jsou pro
kazdou PCR reakci specifické, urCuji totiz, jaky usek DNA se bude amplifikovat.
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Zadouci je unich jiz zmin&na specifiénost a pokud mozno tplna komplementarita
k zaGatku tiseku, na ktery maji dosedat. Dale by nemély byt vzijemné komplementarni
(mohlo by vést k tomu, Ze se béhem reakce za¢nou chovat sami jako templat) ani vnitiné
komplementarni (riziko tvorby smycek-vnitini hybridizace). Oba primery by mély mit také
podobnou teplotu tdni a nasedani (optimalné alespoii 50 °C). Pary AT a GC v jednotlivych by
mély byt co nejrovnomérnéji rozloZeny. Pro PCR je potieba dvou primert, jeden, ktery se
elonguje ve sméru transkripce (forward primer) a druhy, ktery se elonguje proti sméru
transkripce (reverse primer). [4, 21, 22, 24]

Pufr, soli a voda v Master Mixu pak vytvaii vhodné prostiedi a podminky pro prabéh reakce.
[4, 21, 22]

Samotna PCR reakce se odehrava v pfistrojich zvanych termocyclery. Jejich ukolem je
cyklicky ménit teplotu reakce v pribéhu jednotlivych fazi. Témito fazemi jsou-denaturace,
hybridizace a extenze. [4, 21, 22]

V denaturaéni fazi se nastava denaturace zkoumané DNA. Denaturace probiha za teploty
95°C, kdy dojde k rozpadu vodikovych mustki v DNA a dvousroubovice DNA (dsDNA-
double-stranded DNA) se rozpoji. Vysledkem je vznik jednotetézcové DNA (ssDNA-single-
stranded DNA). [21, 22, 25]

Hybridizace (téz annealing-v piekladu zihani, tedy zahtati na vysokou teplotu a nasledné
prudké ochlazeni) oznacuje fazi, ve které nasedaji primery. Molekuly jednotetézcové DNA
maji nyni tendenci renaturovat (pojit se zpét do podoby dvoutetézcového DNA), avsak
primery, které jsou ve smési v nadbytku, jsou schopny hybridizovat rychleji nez dlouhé
jednotetézcoveé molekuly. Dojde tedy k nasednuti primeru jeho komplementarni sekvenci na
templatovou jednotetézcovou DNA. Teplota je nastavena v zavislosti na pouzitych primerech,
nejcastéji se pohybuje mezi 50-60 °C. [21, 22, 24]

V pribéhu extenze pridava Taq polymeraza volné nukleotidy z reakéni smési k primerim
piesné podle templatového vlakna DNA. Takto dochazi k syntetizaci pouze nami pozadované
sekvence, kterou jsme urcili pouzitim ptihodnych primert. Jina ¢ast DNA syntetizovana
nebude, protoze polymeraza neumi provadét syntézu bez pritomnosti primerti a v reakcni
smési jsou pouze dva nami zvolené primery. Tento vznik novych fetézcti probiha za teploty
65-75 °C. [4, 21, 22]

Tyto faze se mohou opakovat ve vice za sebou jdoucich cyklech (Casto tiiceti). Vysledkem
prvniho cyklu je dvojnasobny pocet pozadovanych sekvenci, v dalSim cyklu uz mutze byt
templatem, krom dané sekvence na templatové DNA, 1 nov€ nasyntetizovana sekvence, takze
pii dalsich cyklech dochézi k exponencialnimu naristu novych sekvenci, podle vzorce p = 2"
(p-pocet kopii pozadovaného useku DNA, n-pocet cykli). Po probéhnuti tficeti cykli pak
mame zhruba 10° kopii dané sekvence. Skute¢né naamplifikované mnozstvi vSak presné
neodpovidd matematickému modelu (empiricky zjistitelna Gcinnost cyklu je 60-80 %). Avsak
i takové vysledné mnozstvi sekvenci je jiz bez problému detekovatelné. [1, 4, 21, 22, 24]
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Obr. 4: Princip PCR [36]

2.4.2. Metoda RFLP-Restrikéni analyza

Restrikéni analyza je metoda, kterd se vyuziva v diagnostice a pii popisu DNA. Casto ji
predchazi PCR metoda, kterd provede naamplifikovani danych usekli DNA. Restrikéni
analyza funguje na principu rozstépeni nukleové kyseliny na mensi fragmenty. K tomuto
Stépeni se vyuziva bakteridlnich endonukleaz (restriktaz). Bakterialni endonukleazy jsou
enzymy schopné $tépit fosfodiesterové vazby DNA, za podminky, ze S$tépena DNA
obsahuje piesné¢ definovanou sekvenci nukleotidd. Restriktazy se evolu¢né vyvinuly
Vv bakteriich, kde jsou vyuzivany ke stépeni cizi DNA, ktera do nich pronikne (napf.
restriktdza EcoRI-ziskana z bakterie Escherichie coli). Dnes je jich znamo jiz kolem 1500.
Sekvence, ktera je endonukleazami rozpoznavana, je ve vétsiné piipadi sloZzena pouze z nékolika
part bazi a Casto je to sekvence palindromicka (napi. endonukledza Kpnl s rozpoznavaci sekvenci
GGTACC). Kazda restriktaza vyzaduje jinou teplotu, aby mohla Stépeni bez potizi provést.
Metody se cCasto vyuziva pii hledani jednonukleotidovych polymorfismt (SNP-Single
Nucleotide Polymorphism), kdy je restriktdza volena tim zptisobem, aby Stépila DNA ptesné
v misté hledaného polymorfismu. Vysledkem Stépeni je pak nerozstépena pivodni sekvence
(stépné misto nebylo nalezeno), ¢i rizné dlouhé fragmenty, kdy je tento jev oznacovan jako
délkovy polymorfizmus restrikénich fragmenti (RFLP), na jehoZ zdkladé se nasledné
stanovuji vysledné polymorfismy a pfipadné mutace. Nastipané fragmenty jsou pomoci
elektroforézy separovany a dale detekovany. [4, 30, 31, 32, 33]

2.4.3. Gelova elektroforéza

Detekce nastipanych sekvenci se nejcastéji provadi pomoci elektroforézy. DNA nese vlivem
fosfatovych skupin zaporny naboj. Elektroforéza pak probiha na principu pohybu zaporné
nabitych molekul DNA v elektrickém poli smérem k anodé (vyuziva se zde jednosmérného
elektrického proudu). K oddé€leni jednotlivych molekul DNA dochazi na zaklad¢é riznych
rychlosti pohybu ptitomnych molekul v gelu. Tato rychlost je nepfimo umérna velikosti

v

molekuly DNA. NejvyuZzivanéjsi je agarozova elektroforéza. [4, 24, 26, 27, 29]
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Agarozova elektroforéza se provadi v agar6zovém gelu. Agar6za, ze které se gel pripravuje,
je prirodni polysacharid, ktery je soucasti agaru vyrabéného z moiskych fas. Samotna agar6za
je pak teoreticky zcela nenabita. Struktura agarézového gelu vytvari sitovity material (sit
polymernich molekul s pory), v némz muize elektroforéza probihat. Vyroba agarézového gelu
se provadi rozpousténim agardézy Vv pufru. Pufr pak dale plni i funkci elektrolytu
Vv elektroforetické vané. Pied zahdjenim elektroforézy je k naStipanym vzorkiim piidan
nanasSeci (vkladajici) pufr s pfidanym barvivem (Casto bromfenolovou modii). Pufr zajisti
zatizeni DNA, diky kterému klesne do agarézového gelu a miZze se v ném piemistovat,
obarveni pak umozni pozorovat migrac¢ni drahu fragmenti DNA v gelu. Takto pfipravené
vzorky jsou po jednom nanaseny do jamek v gelu, které byly vytvofeny pomoci hiebinku jiz
pti jeho pripravé. Krom vzorku je do gelu nanesen i velikostni marker (DNA ladder-zebiicek,
hmotnostni standard), ktery slouzi pro odhad a porovnani velikosti jednotlivych fragmentt
zkoumanych sekvenci DNA, jelikoz velikost jednotlivych fragmentd markeru je definovana.
Velikost konstantniho napéti uzitého pti elektroforéze se pohybuje okolo 90-120V.
Elektroforéza trva do okamziku, kdy se fragmenty za¢nou blizit k okraji agar6zového
gelu.[4, 24, 26, 72, 28, 29]
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Obr. 5: Princip gelové elektroforézy [29]

2.4.4. Vizualizace DNA

Vizualizace DNA se provadi po skonceni elektroforézy, kdy jsou jednotlivé fragmenty
zkoumané sekvence DNA rozestoupeny podle délky. Zviditelnéni DNA se docili obarvenim
fluorescen¢nim barvivem, které je schopno se vazat na DNA. Jako barvivo je ¢asto vyuzivan
ethidiumbromid (od jeho pouzivani se kvuli jeho karcinogenité a mutagenité odstupuje), RED
GEL ¢i SYBR Green. Tato barviva jsou aplikovana do gelu jiz pii jeho ptipraveé. Fragmenty
DNA se pak stavaji viditelnymi pod UV zafenim v UV transiluminatoru. Tento pfistroj
nejcastéji vyuziva vlnové délky 302-365 nm. Méné castym zplsobem vizualizace je
radioaktivni znaceni, hybridizace se zna¢enou sondou ¢i pfima izolace z gelu. Na zakladé
vizualizace rozestoupenych fragmentd 1ze uréit o jaky genotyp (alelu) se jedna. [4, 24, 29, 32]
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3. PRAKTICKA CAST

V praktické ¢asti byl zkouman soubor celkem 90 vzorkti DNA, v nichz byl pomoci metody
PCR, restrikéni analyzy, elektroforézy a nasledné vizualizace vySetfovan polymorfismus
C3435T vexonu 26 (rs1045642) v genu pro MDR1. Vysledky byly nasledné statisticky
Zpracovany.

3.1. Cil

Cilem této prace bylo zkoumani vlivu genetického polymorfismu v genu pro MDR1 na
atopickou dermatitidu dospélych. Vybrali jsme si polymorfismus v genu pro MDR1
Vv restrikénim misté 3435. Po genotypizaci DNA pacienti s atopickou dermatitidou byla
provedena studie genotyp-fenotyp, vniz bylo cilem porovnat genetické predispozice
s vyslednymi fenotypickymi projevy.

3.2. Material a metody

Zkoumana DNA pochazela od pacientii s pozitivni osobni anamnézou na atopickou
dermatitidu. Jeho izolace byla provedena z leukocytl v periferni krvi. Zpracovani odebrané
krve probihalo v laboratofi Molekularni mediciny Ustavu patologické fyziologie Lékaiské
fakulty Masarykovi univerzity. Vysledkem izolace, ktera byla provedena jiz pied zacatkem
mého vyzkumu, byl zasobni roztok DNA. Tento roztok se dale uchovaval pfi teploté -20 °C.

3.2.1. Soubor pacienti

Do souboru bylo od roku 2008 do roku 2011 zatazeno 90 nepiibuznych pacientii
s diagnostikovanou atopickou dermatitidou (diagnéza na zakladé kritérii Hanifina a Rajka).
Pacienti byli vySetfeni na dermatovenerologickém oddé¢leni Fakultni nemocnice u sv. Anny
v Brné€. Mezi pacienty zafazenymi do zkoumaného souboru bylo 31 muzi a 59 zen. Primérny
veék muzu byl 29,9 let a primérny vék zen 30,1 let (viz tab. 1).

Tab. 1. Vékové struktura zkoumanych pacientii s AD

Pohlavi Veékovy primér n Veék-min Vék-max | VEkovy median
Zeny 20.9 31 18 71 26
Muzi 30.1 59 18 58 28
Celkem 30 90 18 71 27,5

n-poéet pacientii, vék-min-minimalni vék. vék-max-maximalni vék
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U urcitého mnozstvi pacientli se krom pozitivni osobni anamnézy na atopickou dermatitidu
objevuje i pozitivni osobni anamnéza na jiné formy atopie. 71 pacientd mélo zaroven s AD
také alergii na vzdusné alergeny (pyl, prach rozto€i a zvifeci srst), 48 pacientl trpélo
astmatem ¢i alergickou rinitidou, 33 mélo potravinovou alergii a 42 pacienti mélo pouze
atopickou dermatitidu s zadnymi dal§imi projevy atopie (viz tab. 2).

Tab. 2: Dal$i projevené atopie zkoumanych pacienti

Typ dalsi projevené atopie | Absolutni éetnost | Procentualni ¢etnost
Alergie na vzdusné alergeny 71 78 %
Astma/alergicka rinitida 48 53 %
AD (samostatna forma) 42 46 %
Potravinova alergie 33 37 %

U pacientii byla diagnostikovana také jina komplexni onemocnéni, kterd se ve zkoumaném
souboru vyskytovala opakované. Jednalo se o kardiovaskularni onemocnéni (hypertenzi,
ischemickou chorobu srdecni, arytmii a stav po infarktu), gastrointestinalni onemocnéni
(Crohnovu chorobu, ulcerézni kolitidu, viedovou chorobu gastroduodena a hemeroidy),
Herpes simplex, thyreopatii a diabetes mellitus (viz tab. 3). Zastoupené nemoci v zavislosti na
pohlavi jsou patrné na obr. 6 (muzi) a na obr. 7 (zeny).

Tab. 3. Dalsi komplexni onemocnéni zkoumanych pacienti v jejich osobni anamnéze

Onemocnéni Absolutni éetnost Procentualni ¢etnost

Alergie na vzduéné alergeny 71 78 %

Atopie 48 53 %
Potravinova alergie 33 37 %

Jina komplexni onemocnéni 30 33 %
Kardiovaskularni onemocnéni 11 12 %
Gastrointestinalni onemocnéni 7 8%

Thyreopatie 4 4 %
Diabetes mellitus 2 2%
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Obr. 6: Graf-komplexni onemocnéni u muzi ze souboru (osobni anamnéza); OA-osobni anamnéza;
on.—onemocnéni
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Obr 7 : Graf-komplexni onemocnéni u Zzen ze souboru (osobni anamnéza); OA-osobni anamnéza
on.—onemocnéni

Mimo onemocnéni pacientll je ndm znama 1 jejich rodinna anamnéza se zamétenim na atopii,
psoriazu, thyreopatii, diabetes, kardiovaskularni a onkologicka onemocnéni (viz tab. 4).
Rodinné anamnézy zastoupenych nemoci v zavislosti na pohlavi jsou patrné na obr. 8 (muzi)
a naobr. 9 (Zeny).

Tab. 4. Onemocnéni v rodinné anamnéze zkoumanych pacienti

Onemocnéni Absolutni ¢etnost Procentualni ¢etnost
Atopie 64 64 %
Onkologické onemocnéni 28 28 %
Kardiovaskularni onemocnéni 27 27 %
Diabetes 23 23 %
Psoriaza 12 12 %
Thyreopatie 11 11 %

20



Komplexni onemocnéni muzi-RA
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Obr. 8: Graf-komplexni onemocnéni u muzi (rodinna anamnéza); RA-rodinnd anamnéza; on.-onemocnéni
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Obr. 9: Graf-komplexni onemocnéni u Zen (rodinna anamnéza); RA-rodinna anamnéza; on,.-onemocnéni

U souboru zkoumanych pacientii byla dale zjisténa hodnota celkového IgE
(imunoglobulinu E). 65 pacientd mélo zvysenou hodnotou IgE (had 158 1U/ml) a u zbylych
25 pacientt byla hodnota IgE (pod 158 Ul/ml) v normé (viz obr. 10).

Hodnota IgE

80
60
40
20
4]

IgE v IgE

normé elevace
|l pofet pacientt 25 65

Obr. 10: Graf-rozdéleni pacientti dle hladiny IgE
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Pacienti byli také rozdéleni na zaklad€ nastupu atopické dermatitidy. U 74 pacientl ekzém
nastoupil do 7 letu v€ku, u 9 pacienti ve vékovém rozmezi 8-18 let a u 17 pacientd
v dospélosti (viz obr. 11).

Nastup ekzému
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0-7let 8-18let 18+let
| pocet pacientd 74 9 17

Obr. 11: Graf-rozdéleni pacienti dle nastupu ekzému
3.2.2. Genotypizace genu MDR1

Veskera laboratorni prace byla provedena v laboratofich Molekularni mediciny Ustavu
patologické fyziologie Lékatské fakulty Masarykovi univerzity.

Genotypizace byla provedena v 90 zasobnich roztocich izolovaného DNA (viz obr. 12).

Prvni pouZitou metodou byla polymerazova fetézova reakce (PCR). V prvni fazi se pracovalo
v PCR boxu (viz obr. 13), ktery bylo nutné nechat pted pouzitim 15-20 minut vyzafit UV-
svétlem. (V priabéhu vyzafovani boxu bylo tfeba zajistit, aby nedochazelo k ozafovani osob
ani vzorku.) Po vyzafeni zde byl ptipraven Master Mix. Master Mix se skladal z (udaje
uvadény pro jeden vzorek):

» PCR voda (specialné upravena, bez nukleaz)- 9,9 ul
= pufr- 1,5 ul

®» Primer ¢. 1 (MDR-11)- 0,5 pl

= Primer ¢. 2 (MDR-12)- 0,5 ul

= Taq polymeraza- 0,1 pl

Pouzit byl primer MDR-11 se sekvenci 5'-TGTTTTCAGCTTGATGG-3" a primer MDR-12
se sekvenci 5'-AAGGCATGTATGTTGGCCTC-3".

Po pfipraveni byl Master Mix kratce vortexovan, aby doslo k dikladnému promichani vSech
jeho slozek. (vortex mixer viz obr. 14).

Nasledné byly do Eppendorfovych zkumavek (0 objemu 200 pl~0,2 ml) (viz obr. 15)
napipetovany (viz obr. 16) 2 ul DNA, ke které bylo ptidano 13 pl Master Mixu.
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(Pti pipetovani vzorka bylo tfeba dbat na zménu Spicky pipety na kazdy jednotlivy vzorek,
aby nedoslo k jejich smichani a tim i jejich znehodnoceni.) Takto pfipravend smés byla
zakapnuta kapkou organického oleje, aby nedochazelo k vypafovani latek a zméné jejich
koncentrace.

Pripravené zkumavky byly naskladany do termocycleru (viz obr. 17) a byl spustén program
pro PCR.

Tab. 5: Teplotni faze v termocycleru pi1 progranmm PCR

Faze Teplota Délka trvani
Pocatecni denaturacni faze 95 °C 5 min _ L
Denaturaéni faze 95 °C 50s
Annealing 58 °C 30s @0@
Extenzni faze 72 °C 40s |
Terminalni elongace 72 °C 7 min
Chlazeni 10 °C 10 min

Po skonceni programu PCR byly vzorky vytazeny z termocycleru a nasledovala ptiprava
druhého Master Mixu, ktery se skladdal (adaje uvadény pro jeden vzorek):

= PCR vody- 2,7 ul

= pufr- 2,0 ul

= E Mbol- 0,3 ul
Pouzita byla endonukleaza Mbol, ktera §tépi sekvenci nasledovné:
5°..VGATC...3’
3..CTAG,..5".

Po jeho piipraveni bylo 5,0 ul pfidano ke kazdému PCR produktu (15,0 ul) a vse 24 hodin
ponechano v laboratornim biologickém termostatu pfi teplot¢ 37 °C (vhodna teplota pro
optimalni funkci Mbol). Vzniklé fragmenty mély délku 197 bp u TT genotypu, 162 bp+35 bp
u CC genotypu a 197 bp, 162 bp+35 bp u genotypu CT.

Nasledné byla provedena agarozova elektroforéza.

Agardzovy gel byl ptipraven smichanim 100 ml 1% TBE pufru (Tris-borat + kyselina borita +
EDTA') se 3 g praskové agarozy v Erlenmeyerové baiice. Smés byla nasledné vlozena do
mikrovinné trouby nastavené na 550-770 W, kde byla rozpousténa. V priubéhu rozpousténi
bylo nutné sledovat zménu jeji konzistence. Rozpustény gel byl z mikrovinné trouby vytazen
az v ném nebyly viditelné zadné krystalky agardzy (zména struktury agardzy viz obr. 18).

LEDTA- kyselina ethylendiamintetraoctové
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Obr. 18: Vznik porézni struktury ptipravovaného agarézového gelu [27]

V pribéhu rozpousténi gelu byla sestavena plastova vanicka pro naliti gelu, kam byl nasledné
gel nalit. Do tekutého gelu ve vanicce byl vlozen tzv. hiebinek (pro vytvoreni jamek, kam
bude nanasen roztok DNA), bylo pfidano 5 pl fluorescenéniho barviva GelRed a takto
pripraveny gel se nechal v digestofi vychladit a ztuhnout. Po ztuhnuti byl gel vyjmut
z plastové vanicky a vlozen do elektroforetické vany, kam se nalilo cca 700 ml TBE pufru,
ktery zde plnil funkci elektrolytu.

Pfed nanesenim do gelu v elektroforetické vané byly vzorky smichany s 15-20% ficollem
(polysacharid s vysokou hmotnosti, ktery umoznil vzorkim zapadnout do jamky v gelu a
nerozptylit se v elektrolytu) a 0,125% bromthymolovou modii (umoznila odhad polohy
vzorkil v gelu-ma velmi podobnou rychlost migrace jako vzorky). Pfipravené vzorky byly
poté pipetou vnaseny do jamek v gelu. Do posledni jamky byl nanesen marker molekulovych
hmotnosti (DNA ladder, Zzebficek). Nasledné¢ byla elektroforeticka vana pfipojena
k elektrickému proudu o napéti 130 V. Elektroforéza se nechala probihat do chvile, kdy se
barevné Celo (barva, ktera byla v gelu nejvice veptedu) blizilo ke konci agar6zového gelu.
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Po skonceni elektroforézy byl gel vytazen =z elektroforetické vany a prenesen do
UV transiluminatoru (viz obr. 19), kde probéhla vizualizace a fotodokumentace (viz obr. 20)
rozdé¢lenych frakci. Fotodokumentace byla provadéna pomoci syst¢ému POLAROID DIRECT
SCREEN INSTANT CAMERA DS 34 (viz obr. 21).

— 450
— 400

— 350
— 300

— 250
— 200

— 150
— 100

— 50

Base Pairs

Obr. 20: Vizualizace vzorkt® (snimek elektroforetického gelu s nanesenymi vzorky po probéhlé elektroforéze). TT,
CC a CT jsou alely MDR1-Exonu26. Alela T ma délku 197 bp, alela C ma délku 162+35 bp. V piipadé genotypu
TT nedoslo ke S§tépeni restriktazou, ob&é nemutované alely T tedy zastaly vcelku o nezménéné délce 197 bp.
V piipadé genotypu CT doslo k jednomu §té€peni na mutované alele C. Vysledkem pak byla alela T o délce 197 bp
a dva fragmenty alely C o délkach 162 bp a 35 bp. U genotypu CC doslo ke $tépeni obou mutovanych alel C,
vysledkem tedy byly ¢tyfi fragmenty o délkadch 2x162 bp a 2x 35 bp. Rychlost migrace v gelu pfi elektroforéze
ovliviiuje velikost migrujici Castice (¢im je Castice vétsi, tim je rychlost migrace mensi a naopak). Delsi fragmenty
alel T tudiz migrovaly gelem pomaleji (nedostaly se v ném tak daleko) v porovnani s krat§imi fragmenty Sté€pené
alely C. [DNA ladder-36]

Obr. 12: Zasobni roztoky DNA [4] Obr. 13: PCR box (DNA box)? Obr. 14: VORTEX MIXER?
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Obr. 15: Eppendorfova zkumavka®  Obr. 16: Vlevo pipety, vpravo pipetovéani?

Obr. 17: Termocycler’  Obr. 19: UV transluminator? Obr. 21: Zobrazoglaci systém
Polaroid

3.3. Statistické zpracovani vysledkii

Statistickd analyza byla provedena za pouZiti programového baliku Statistica verze 13.2.
(StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). U souboru byla aplikovana Hardyho-Weinbergova analyza-

K ur¢eni rozdilu v distribuci genotypt byl pouzit Chi square (xz) test a k urceni rozdilu

v distribuci alel Fisher’s exact test. Dale bylo vypoc¢itano odds ratios (OR) s 95%
konfiden¢nim intervalem. Pro porovnani vztahu mezi genotypem a fenotypem byl pouzit
Kruskal-Wallis ANOVA test. Hodnoty P< 0,05 byly povazovany za staticky signifikantni.
U jednotlivych testl byla také urena senzitivita, specifita a sila testu. Vypocitan byl téz
Spearman R (Spearman’s rank correlation coefficient).

2 Foto autor
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4. VYSLEDKY

V piipadé dospélych muzi s atopickou dermatitidou jsme nenasli Zadné signifikantni asociace
ve studii genotyp MDR1-fenotypy atopické dermatitidy.

U Zen s atopickou dermatitidou bylo v polymorfismu genu pro MDRL1 zjisténo, Ze maji téméft
6krat Castéji pozitivni rodinnou anamnézu na atopii, pokud maji genotyp CT+CC. Tento test
je znaéné klinicky senzitivni, jeho senzitivita je 0,837. Lze tedy konstatovat, ze je zde
pomérné velka pravdépodobnost, ze pacientky s genotypem CT nebo CC budou mit pozitivni
rodinnou anamnézu na atopii. Vysledek tohoto testu je signifikantni (P=0.008). Specifita testu
je 0,533 a sila testu je 0,688. (viz Tab. 6 a Obr. 22)

Tab. 6 Frekvence alel MDR1-Ex26u Zzen s AD vztaZenak jejich rodinné anamnéze na atopii

RA-atopie
alela MDR1-Ex26
pozitivni negativni
CT (%) 22 (51%) 4 {27 %)
TT (%) 7 (16 %) 8 (53 %)
CC (%) 14 (33 %) 3 (20 %)
celkem (%) 43 (100 %) 15 (100 %)

RA-rodinnd anamnéza, Ex26-Exon26
7/36 vs 8/7, Pcorr=0,02, OR=5,88 (95% konfidenéni interval 1,60-21,52)

Genotypy-Zeny s AD ve vztahu k RA na atopii

100%

90%
20%
70%
60% |
50%
40%
20%
20% —
10%
0% -
pozitivni ] negativni
RA-atopie

ccC 14 (33 %) 3 (20 %)
=TT 7 (16 %) 8 (53 %)
mCcT 22 (51%) a4 (27 %)

Obr. 22: Graf-genotypy u Zen s AD ve vztahu k rodinné anamnéze na atopii; AD-atopicka dermatitida, RA-
rodinna anamnéza
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Dale bylo prokdzano, Zze zeny s AD maji 4,4krat Castéji pozitivni osobni anamnézu na
potravinové alergie, pokud maji genotyp CT+TT oproti genotypu CC. Senzitivita tohoto testu
je 0,870, specifita 0,04 a sila 0,480. (viz Tab. 7 a Obr. 23)

Tab. 7: Frekvence alel MDR1-Ex26u Zen s AD vztazena k jejich osobni anamnéze na potravinove alergie

OA-potravinové alergie
alela MDR1-Ex26
pozitivni negativni
CT (%) 14 (61 %) 12 (34 %)
TT (%) 6 (26 %) 9 (26 %)
CC (%) 3(13%) 14 (40 %)
celkem (%) 23 (100 %) 35 (100 %)

OA-rodinnd anamnéza, Ex26-Exon 26
3/20 vs 14/21, OR=4,4 (95% konfidenéni interval 1,11-17,83), P=0,03

Genotypy-Zeny s AD ve vztahu k OA
na potravinové alergie

100%
920%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

pozitivni [ negativni

OA-potravni alergie
CcC 3 (13%) 14 (40 %)
-TT 6 (26 %) 9 (26 %)
mCT 14 (61%) 12 (34 %)

Obr. 23: Graf-genotypy u Zen s AD ve vztahu K osobni anamnéze na potravinové alergie, AD-atopicka
dermatitida, OA- osobni anamnéza
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Prokazéno bylo také, Ze Zeny s AD maji 4,4krat Castéji pozitivni osobni anamnézu na jina
onemocnéni, pokud maji genotyp CT+CT oproti genotypu CC. Senzitivita tohoto testu je
0,870, specifita 0,04 a sila 0,480.

(viz Tab. 8 a Obr. 24)

Tento vysledek je prekvapivé identicky s pozitivitou na potravinové alergie.

Tab. 8: Frekvence alel MDR1-Ex26u Zen s AD vztazena k jejich osobni anamnéze na jina onemocnéni

OA-jinad onemocnéni
alela MDR1-Ex26
pozitivai negativni
CT (%) 14 (61 %) 12 (34 %)
TT (%) 6 (26 %) 9 (26 %)
CC (%) 3(13%) 14 (40 %)
celkem (%) 23 (100 %) 35 (100 %)

OA-rodinna anamnéza, Ex26-Exon 26
3/20 vs 14/21, OR=4,4 (95% konfiden¢ni interval 1,11-17,83), P=0,03

Genotypy-Zeny s AD ve vztahu k OA na jina
onemocnéni

100%
920%
80%
70%
60%
50%

40%
30%
20% - -
10% ~
0% -
pozitivni I negativni
OA-jind onemocnéni

cC 3 (13 %) 14 (40 %)
=TT 6 (26 %) 9 (26 %)
=mCT 14 (61 %) 12 (34 %)

Obr. 24: Graf-genotypy u Zen s AD ve vztahu k osobni anamnéze na jina onemocnéni, AD-atopicka dermatitida,
OA- osobni anamnéza
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Signifikantni vysledek (p=0,008912) ptinesl i onset ekzému u Zen s AD ve vztahu k osobni
anamnéze na potravinovou alergii. Median onsetu ekzému ukazuje, ze u pacientek
s potravinovou alergii dochazi nejcastéji k onsetu jiz ve 4 mésicich, kdezto u pacientek bez
potravinové alergie az v 6 letech. (viz Tab. 9 a Obr. 25)

Tab. 9: Onset ekzému u zen s AD v zavislosti na osobni anamnéze na potravinové alergie

Potravinova alergie | Pocet pacientek Onset ekzému- Onset-roky Onset ekzému-
g P roky Minimum Maximum roky Median
Ano 24 0,100000 54,000000 0,300000
Ne 35 0,100000 50,000000 6,000000
Obé skupiny 59 0,100000 54,000000 3,000000
Onset ekzému-Median

Ano Ne

roky
Lo T S T T - ¥ I =]
|

Potravinova alergie v OA

Obr. 25: Graf-onset ekzému u zen (median) ve vztahu k osobni anamnéze na potravinové alergie,
OA-osobni anamnéza

Dale jsme u zen zaznamenali souvislost mezi pfitomnosti a nepiitomnosti elevace IgE a
TEWL (transepidermalnimi ztratami vody) Vv oblasti predlokti. (viz Tab. 10)

Tab. 10: IgE ve vztahu k TEWL-piedlokti u Zen s atopickou dermatitidoun
Porovnavané hodnoty pocet pacientek t (N-2) Spearman R p-value
elevace IgE (ano, ne) & TEWL: piedlokti 59 2,32271 0,294049 0,023788

IgE-imunoglobuliny E, TEWL-transepidermalni ztraty vody, t-pocet rozdéleni, N-pocet stupiiti volnosti

30



5. DISKUZE

S objasnénim lidského genomu pfiSlo obdobi zkoumani genomové variability mezi jednotlivei
v zavislosti na specifickych podminkach. Nové zkoumani vedlo k rozvoji celogenomovych
asociacnich studii. Tyto studie umoznily urychleni vyzkumu novych genti ¢i potvrzeni ulohy
jiz dfive popsanych gentli. V poslednich letech se n&které prace vé€novaly zkoumani geni
asociovanych pfimo s atopickou dermatitidou ¢i atopiemi a alergiemi, v zavéru se na
atopickou dermatitidu vztahujicich. Do roku 2009 bylo publikovano pét celogenomovych
studii se zaméfenim pouze na atopickou dermatitidu. Ctyfi z tdchto praci provadéli vyzkum
v rodinach evropského ptivodu a jedna provadéla studii v japonskych rodindch. Vysledky
nekterych studii se shodovaly, jiné se liSily. U téchto studii je tfeba podotknout, ze zde
nehraje roli jen geneticka heterogenita samotna, ale také zde maji vyrazny vliv nongenetické
faktory (rizné definice fenotypu, rozdilnd metodika v jednotlivych studiich atd.). [4, 40]

Odkazovat 1ze vSak i1 na studie zabyvajici se primarné astmatem ¢i atopickou rymou, jelikoz
se jedna o alergickd onemocnéni s podobnymi pii¢inami jako mé atopicka dermatitida. Lze
tedy pfedpokladat, ze mohou mit spole¢ny geneticky zaklad. [4, 40]

Vysledky téchto studii prinaseji souhrn genli a genetickych variant, u kterych byla urena
spojitost s atopickou dermatitidou. [4, 40]

Néami zkoumany polymorfismus 3435 C/T je castym pfedmétem vyzkumu piedevS§im
v souvislosti s vlivem na transport riznych 1éCiv a tedy i jejich efektivitu v riznych
populacich. [14, 15, 17]

V literatufe jsme nenasli srovnatelnou praci, ktera by hodnotila vliv variability v genu pro
MDRI1 na fenotypy onemocnéni atopickou dermatitidou, takze naSe vysledky muizeme
povazovat za prioritni.

Jedind prace pojednavajici o podobném tématu se zabyva moznou ZzluCovou exkreci
metabolitt nového 1éku pro zavazné astma a atopickou dermatitidu (Fevipiprant — novy oralni
antagonista receptoru pro prostaglandin D2 -DP2; také znam jako CRTh2) (Pearson D et al.,
2017). [38]

Z nasich vysledki tedy miizeme vyvodit, Ze pfitomnost rodinné anamnézy atopie, potravinoveé
alergie nebo jinych nealergickych nemoci u Zen muze souviset s genotypem v polymorfismu
C3435T v genu pro MDR1. Z naseho souboru pacientii je také ziejma souvislost zacatku
klinické manifestace atopické dermatitidy s pozitivni osobni anamnézou na potravinové
alergie a dale souvislost ptitomnosti ¢i nepfitomnosti elevace IgE s TEWL v oblasti predlokti.
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6. ZAVER

Cilem naseho vyzkumu bylo urcit vliv polymorfismu C3435T v genu pro MDR1 na fenotypy
atopické dermatitidy. Svého stanoveného cile jsme dosahli a prokazali moZnou souvislost
fenotypu se zkoumanym polymorfismem.

Pii nalezu rizikovych variant v genu pro MDR1 u pacienta by bylo mozné na zakladé
genetického vySetieni onemocnéni véas diagnostikovat, predpokladat jeho dalsi vyvoj, zavést
patficna preventivni opatieni ¢i zvolit vyhovujici 1é€bu. Zminéné skutecnosti by mély
pozitivni dopad na pacienty a ptispély by ke zlepSeni kvality jejich Zivota.

Nami zvolené restrikéni misto v genu ma totiz urCity vliv na spravnou funkci
P-glykoproteinu, ktery hraje nezanedbatelnou roli pii vzniku atopické dermatitidy a také
Vv ucinnosti podanych IéCiv.

V piipadé¢ multifaktoridlniho onemocnéni, jako je atopickd dermatitida, je vSak nutna
identifikace dalSich genovych oblasti, které zde maji vliv. Dals$i komplexnéjsi genetické
studie by mohly byt uplatnény na u¢inné&jsi terapii nebo pii ovliviiovani celkového vyvoje
atopického pochodu. [4, 40]
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AD- atopické dermatitida, atopicky ekzém

MDR1, ABCB1- multidrug resistance 1

IgE- Imunoglobuliny E

IL- Interleukin

DNA- deoxyribonukleova kyselina

RNA- ribonukleova kyselina

A- adenin

T- thymin

G- guanin

C- cytosin

SNP- Single-nucleotide polymorphism, jednonukleotidovy polymorfismus
ATP- Adenosintrifosfat

RND- Resistance nodulation division family

MFES- Major facilitator superfamily

SMR- Staphylococcal multiresistance family (small multidrug resistance)
MATE- Multidrug and toxic compound extrusion
ABC- ATP binding cassettte

dNTP- Deoxynukleosidtrifosfaty

dATP- Deoxyadenosintrifosfat

dTTP- Deoxythymidin trifosfat,

dGTP- Deoxyguanosin trifosfat

dCTP- Deoxycytidin trifosfat

PCR-Polymerazova fetézova reakce

RFLP- Polymorfismus délky restrik¢nich fragmentt
UV- ultrafialové zareni

EcoRI- restriktaza ziskana z bakterie Escherichie coli
Kpnl- restriktaza ziskana z bakterie Klebsielli pneumoniae
Mbol- restriktaza ziskana z bakterie Moraxella bovis
OR- odds ratio

EDTA- kyselina ethylendiamintetraoctova

OA- osobni anamnéza

RA- rodinna anamnéza

TEWL- transepidermdlni ztraty vody
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