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LABORATO Ř FARMAKOGENOMIKY
Ústav humánní farmakologie a toxikologie, FaF, VFU Brno

(vznikla v led nu 2006)

LABORATOLABORATO ŘŘ FARMAKOGENOMIKYFARMAKOGENOMIKY
ÚÚstav humstav humáánnnníí farmakologie a toxikologiefarmakologie a toxikologie, , FaF,FaF, VFU BrnoVFU Brno

(vznikla v (vznikla v ledled nnu 2006)u 2006)

Detekce polymorfismDetekce polymorfismůů v genech kv genech kóódujdujííccíích  ch  
proteiny, kterproteiny, kteréé sehrsehráávajvajíí významnou významnou úúlohu v lohu v 

patogenezi  npatogenezi  něěkterých chorob  nebo  v kterých chorob  nebo  v 
metabolismu nmetabolismu něěkterých lkterých lééččiv.iv.



☺☺ NOD2/CARD15 NOD2/CARD15 -- Arg702Trp; Arg702Trp; 
Gly908Arg; Leu1007fsinsCGly908Arg; Leu1007fsinsC

☺☺ ICAMICAM--11 -- Lys469Glu Lys469Glu 
☺☺ TNFTNF--αα -- GG--308A a G308A a G--376A376A
☺☺ C4AQ0 , C4BQ0C4AQ0 , C4BQ0

SloSlo žžky imunitnky imunitn íího systho syst éému:mu:

☺☺ MTHFRMTHFR -- C677T, A1298 CC677T, A1298 C
☺☺ VKORC1VKORC1 -- GG--1639A1639A
☺☺ CYP2C9 CYP2C9 -- C430T, A1075CC430T, A1075C
☺☺ TPMTTPMT -- G238C, G460A a A719GG238C, G460A a A719G

Enzymy:Enzymy:

☺☺ CCR5 CCR5 -- deledeleččnníí
☺☺mutace mutace ∆∆3232

Chemokin. Chemokin. 
receptor:receptor:

☺☺ Faktor VFaktor V -- mutace Leiden (G1691A)mutace Leiden (G1691A)
☺☺ Faktor II (protrombin) Faktor II (protrombin) -- G20210AG20210A

HemokoagulaHemokoagula ččnníí
faktory:faktory:

Geny, které um íme stanovitGeny, kterGeny, kter éé umum ííme stanovitme stanovit



V laborato ři byla řešena problematika 
genetické predispozice k nespecifickým 
střevním zánětům a ke klinickému průběhu 
těchto onemocnění. 
Celiakie je rovněž zánětlivé onemocnění
střevní sliznice

V laboratoV laborato řři byla i byla řřeeššena problematika ena problematika 
genetickgenetickéé predispozice k predispozice k nespecifickým nespecifickým 
stst řřevnevn íím zm záánněěttůům a m a ke klinickke klinickéému prmu průůbběěhu hu 
ttěěchto onemocnchto onemocněěnníí. . 
Celiakie je rovnCeliakie je rovněžěž zzáánněětlivtlivéé onemocnonemocněěnníí
ststřřevnevníí sliznicesliznice

Proč práv ě CELIAKIE ??ProPročč prpr áávvěě CELIAKIE ??CELIAKIE ??



CELIAKIE - definiceCELIAKIE CELIAKIE -- definicedefinice

Celiakie = celiakáln í sprue 
(glutenová enteropatie)  

je vrozené chronické zánětlivé
onemocnění tenkého střeva 
charakteristické
morfologickými změnami 
sliznice tenkého  střeva 
zapříčiněnými zánětem, jenž je 
vyvolán intolerancí k lepku 
(glutenu)

Celiakie = celiakáln í sprue 
(glutenová enteropatie)  

je vrozené chronické zánětlivé
onemocnění tenktenkéého stho střřeva eva 
charakteristickcharakteristickéé
morfologickými zmmorfologickými změěnami nami 
sliznice tenksliznice tenkéého  stho  střřeva eva 
zapzapřřííččininěěnými znými záánněětem, jentem, jenžž je je 
vyvolvyvoláán intolerancn intolerancíí k lepku k lepku 
(glutenu)(glutenu)



CELIAKIE - etiologieCELIAKIE CELIAKIE -- etiologieetiologie

�Manifestuje se kdykoliv během života, nejčastěji 
v dětském věku . V dospělosti se první příznaky 
často vyskytují po duševní,  či fyzické zátěži. 

� Prevalence v ČR je 1:200-1:250
� Mnoho případů není diagnostikováno !

�Manifestuje se kdykoliv během života, nejnejččastastěěji ji 
v dv děětsktskéém vm věěkuku . V dospělosti se první příznaky 
často vyskytují po duševní,  či fyzické zátěži. 

�� Prevalence v Prevalence v ČČR je 1:200R je 1:200--1:2501:250

�� Mnoho pMnoho přříípadpadůů nenneníí diagnostikovdiagnostikovááno !no !



CELIAKIE – projevy onemocn ěníCELIAKIE CELIAKIE –– projevy onemocnprojevy onemocn ěěnníí

�Klasický typ celiakie  (30 % případů) 
s charakteristickými projevy: 
průjmy, váhový úbytek, únavnost, zažívací obtíže, 
anémie, projevy nedostatků vitamínů a stopových prvků

�Monosymptomatická celiakie
projevující se netypickým symptomem - například  
anémií nereagující na terapii

� Asymptomatická celiakie
bez vyhran ěných klinických p říznaků, přesto je 
střevo poškozováno. 

�Klasický typ celiakie  (30 % případů) 
s charakteristickými projevy: 

prprůůjmy, vjmy, vááhový hový úúbytek, bytek, úúnavnost, zanavnost, zažžíívacvacíí obtobtíížže, e, 
ananéémie, projevy nedostatkmie, projevy nedostatkůů vitamvitamíínnůů a stopových prvka stopových prvkůů

�Monosymptomatická celiakie
projevující se netypickým symptomem - například  
anémií nereagující na terapii

� Asymptomatická celiakie
bez vyhran ěných klinických p říznaků, přesto je 
střevo poškozováno. 



� infertilita a poruchy reprodukce
�osteoporóza nepřiměřená věku
�únavový syndrom
�neurologické projevy (cerebrální ataxie, parestézie, 

periferní neuropatie,.. )

� infertilita a poruchy reprodukce
�osteoporóza nepřiměřená věku
�únavový syndrom
�neurologické projevy (cerebrální ataxie, parestézie, 

periferní neuropatie,.. )

NetypickNetypick éé projevy, kterprojevy, kter éé mohou mmohou m íít t 
souvislost s CELIAKIsouvislost s CELIAKI ÍÍ

ČČastý výskyt u jedincastý výskyt u jedinc ůů s jinými autoimunitns jinými autoimunitn íími mi 
onemocnonemocn ěěnníími  napmi  nap řř.  DM .  DM –– I. typu, autoimunitnI. typu, autoimunitn íí
onemocnonemocn ěěnníí šštt íítntn éé žžlláázy, revmatoidnzy, revmatoidn íí artritida, partritida, p řřííp. p. 
u osob s Downovým syndromemu osob s Downovým syndromem



�Neléčeným  (nediagnostikovaným) pacientům 
hrozí atrofie st řevní sliznice a tím 
neschopnost příjmu živin. Doživotně jsou  
odkázáni na  parenterální výživu.

� Výskyt  n ádorového bujen í (non-Hodgkinský 
lymfom, rakovina střeva) u cca 15 % pacientů s  
více než desetiletým trváním choroby

�Neléčeným  (nediagnostikovaným) pacientům 
hrozí atrofie st řevní sliznice a tím 
neschopnost příjmu živin. Doživotně jsou  
odkázáni na  parenterální výživu.

� Výskyt  n ádorového bujen í (non-Hodgkinský 
lymfom, rakovina střeva) u cca 15 % pacientů s  
více než desetiletým trváním choroby

NetypickNetypick éé projevy, kterprojevy, kter éé mohou mmohou m íít t 
souvislost s CELIAKIsouvislost s CELIAKI ÍÍ



CELIAKIE - diagnostikaCELIAKIE CELIAKIE -- diagnostikadiagnostika

� Enterobiopsie a histologický n ález
� Sérologie - průkaz specifických protilátek – proti    

gliadinu,  tkáňové transglutamináze (tTGA), 
endomyziu (EMA)

� Klinická reakce na bezlepkovou dietu
�Genetická determinace ( Sourozenci pacienta s celiakií

mají 20x větší riziko než člen běžné populace)

�� Enterobiopsie a histologický nEnterobiopsie a histologický n áálezlez
�� SSéérologie rologie -- prprůůkaz specifických protilkaz specifických protiláátek tek –– proti    proti    

gliadinu,  tkgliadinu,  tkááňňovovéé transglutamintransglutaminááze (tTGA), ze (tTGA), 
endomyziu (EMA)endomyziu (EMA)

�� KlinickKlinick áá reakce na bezlepkovou dietureakce na bezlepkovou dietu
��GenetickGenetick áá determinacedeterminace ( ( Sourozenci pacienta s celiakiSourozenci pacienta s celiakiíí

majmajíí 20x20x vvěěttšíší riziko neriziko nežž ččlen blen běžěžnnéé populace)populace)



Genetick á determinace 
k CELIAKII 

GenetickGenetick áá determinace determinace 
k CELIAKII k CELIAKII 

Molekula HLA -DQ2      (cca 90 %)
Gen kódující α-řetězec HLA-DQA1   Alela: *0501
Gen kódující β-řetězec HLA-DQB1   Alela: *0201

Molekula HLA DQ8           (cca 5-10 %)
Gen kódující α-řetězec HLA-DQA1    Alela: *0301   
Gen kódující β-řetězec HLA-DQB1    Alela: *0302

Gen:  HLA DRB1             (cca 5 %)
Alela: HLA DRB1*04 

Molekula HLA Molekula HLA --DQ2      (cca 90 %)DQ2      (cca 90 %)
Gen kGen kóódujdujííccíí αα--řřetetěězec HLAzec HLA--DQA1   Alela: *0501DQA1   Alela: *0501
Gen kGen kóódujdujííccíí ββ--řřetetěězec HLAzec HLA--DQB1   Alela: *0201DQB1   Alela: *0201

Molekula HLA DQ8           (cca 5Molekula HLA DQ8           (cca 5--10 %)10 %)
Gen kGen kóódujdujííccíí αα--řřetetěězec HLAzec HLA--DQA1    Alela: *0301   DQA1    Alela: *0301   
Gen kGen kóódujdujííccíí ββ--řřetetěězec HLAzec HLA--DQB1    Alela: *0302DQB1    Alela: *0302

Gen:  HLA DRB1             (cca 5 %)Gen:  HLA DRB1             (cca 5 %)
Alela: HLA DRB1*04 Alela: HLA DRB1*04 

HLAHLA --haplotyp predisponujhaplotyp predisponuj ííccíí k intoleranci lepkuk intoleranci lepku



Podstata genetick é predispozice 
k CELIAKII 

Podstata genetickPodstata genetick éé predispozice predispozice 
k CELIAKII k CELIAKII 

HLA molekuly 
� jsou v lidském organismu nejvíce polymorfní
� jsou tvořeny  řetězcem alfa a beta
� patří mezi antigen prezentující buňky – prezentují

antigen CD4+ T-lymfocytům, příp. B-lymfocytům.

� Molekuly HLA-DQ2  a HLA-DQ8 patří mezi HLA  
molekuly II. třídy (vyskytují se na povrchu T-buněk, 

B- buněk a makrofágů.

HLA molekuly 
�� jsou v lidsksou v lidskéém organismu nejvm organismu nejvííce polymorfnce polymorfníí
�� jsou jsou tvořeny  řetězcem alfa a beta
�� ppatří mezi antigen prezentující buňky – prezentují

antigen CD4+ T-lymfocytům, příp. B-lymfocytům.

� Molekuly HLA-DQ2  a HLA-DQ8 patří mezi HLA  
molekuly II. třídy (vyskytují se na povrchu T-buněk, 

B- buněk a makrofágů.



Podstata genetick é predispozice 
k CELIAKII 

Podstata genetickPodstata genetick éé predispozice predispozice 
k CELIAKII k CELIAKII 

� U predisponovaných osob dochází ke změně v 
nukleotidové sekvenci HLA genu DQ2 a DQ8

→ změna v primární struktuře HLA  proteinu 
→ změna  sekundární struktury 
→ změna terciární struktury.

� Odlišná konformace proteinu umožní vazbu komplexu 
TG / gliadin  na tuto pozměněnou HLA molekulu.  

�� U predisponovaných osob dochU predisponovaných osob docháázzíí ke zmke změěnněě v v 
nukleotidovnukleotidovéé sekvenci HLA genu DQ2 a DQ8sekvenci HLA genu DQ2 a DQ8

→→ zmzměěna v primna v primáárnrníí struktustruktuřře HLA  proteinu e HLA  proteinu 
→→ zmzměěna  sekundna  sekundáárnrníí struktury struktury 
→→ zmzměěna tercina terciáárnrníí struktury.struktury.

�� OdliOdliššnnáá konformace proteinu umokonformace proteinu umožžnníí vazbu vazbu komplexu 
TG / gliadin  na tuto pozmtuto pozměěnněěnou HLA molekulu.  nou HLA molekulu.  

TG = tkáňová transglutamináza

Gliadin =antigenní složka lepku 



Podstata genetick é predispozice 
k CELIAKII 

Podstata genetickPodstata genetick éé predispozice predispozice 
k CELIAKII k CELIAKII 

� Navázaný komplex funguje jako 
antigen. HLA – DQ2 (DQ8) molekula jej 
předkládá
T-lymfocytům → aktivace Tc-lymfocytů
B-lymfocytům → tvorba protilátek  

�� NavNaváázaný komplex funguje jako zaný komplex funguje jako 
antigen. HLA antigen. HLA –– DQ2 (DQ8) molekula jej DQ2 (DQ8) molekula jej 
ppřředkledklááddáá
TT--lymfocytlymfocytůům m →→ aktivace Tcaktivace Tc--lymfocytlymfocytůů
BB--lymfocytlymfocytůům m →→ tvorba protiltvorba protiláátek  tek  

TTíím dochm doch áázzíí popo šškozenkozen íí sliznice stsliznice st řřeva. eva. 



Metodika práceMetodika prMetodika pr áácece

POSTUP  DETEKCE

1.Odběr vzorku a izolace DNA

2.PCR amplifikace

3.Detekce a určení výsledku

POSTUP  DETEKCEPOSTUP  DETEKCE

1.1.OdbOdběěr vzorku a izolace DNAr vzorku a izolace DNA

2.2.PCR amplifikacePCR amplifikace

3.3.Detekce a urDetekce a urččeneníí výsledkuvýsledku



Metodika práceMetodika prMetodika pr áácece

1. ODBĚR VZORKU A IZOLACE  
GENOMOVÉ DNA 

1) z leukocyt ů periferní venózní krve   
Quick Gene DNA whole blood kit S 

(FujiFilm)

2) z bukálního st ěru
QIAmp DNA         

Investigator kit

1. ODB1. ODBĚĚR VZORKU A IZOLACE  R VZORKU A IZOLACE  
GENOMOVGENOMOVÉÉ DNA DNA 

1) z leukocyt1) z leukocyt ůů perifernperifern íí venven óóznzníí krve   krve   
Quick Gene DNA whole blood kit S Quick Gene DNA whole blood kit S 

(FujiFilm)(FujiFilm)

2) z buk2) z buk áálnln íího stho st ěěruru
QIAmp DNA         QIAmp DNA         

Investigator kitInvestigator kit



Metodika práceMetodika prMetodika pr áácece

2. PCR DETEKCE

1) PCR multiplex
Pět  reakcí provedeno ve 
dvou multiplexech 

2) Real time PCR
Pomocí komerčního kitu
EliGene ® Coeliac RT

2. PCR DETEKCE2. PCR DETEKCE

1) PCR multiplex1) PCR multiplex
PPěět  reakct  reakcíí provedeno ve provedeno ve 
dvou multiplexech dvou multiplexech 

2) Real time PCR2) Real time PCR
PomocPomocíí komerkomerččnníího kituho kitu
EliGene EliGene ®® Coeliac RTCoeliac RT



Metodika práceMetodika prMetodika pr áácece

3.   POROVNÁNÍ VÝSLEDKŮ OBOU METOD 

4.   POTVRZENÍ SPRÁVNOSTI VÝSLEDKU  
SEKVENOVÁNÍM

3.   POROVN3.   POROVNÁÁNNÍÍ VÝSLEDKVÝSLEDKŮŮ OBOU METOD OBOU METOD 

4.   POTVRZEN4.   POTVRZENÍÍ SPRSPRÁÁVNOSTI VÝSLEDKU  VNOSTI VÝSLEDKU  
SEKVENOVSEKVENOVÁÁNNÍÍMM



Velikosti amplikon ů

A1*050101 149bp

B1*020101 108bp

DRB1*04 217bp

TNF G-376A 536bp

VýsledkyVýsledkyVýsledky
Multiplex – 1. reakce

Stanovení HLA-DQ2 a DRB1*04
Multiplex Multiplex –– 1. reakce1. reakce

StanovenStanoveníí HLAHLA--DQ2 a DRB1*04DQ2 a DRB1*04

523 524 540 545 Ladder

100 bp



VýsledkyVýsledkyVýsledky

Velikosti amplikon ů

A1*030101 243bp
B1*030201 171bp
TNF G-376A 536bp

Ladder 523 524 540 545

100 bp

Multiplex – 2. reakce
Stanovení HLA-DQ8

Multiplex Multiplex –– 2. reakce2. reakce
StanovenStanoveníí HLAHLA--DQ8DQ8



VýsledkyVýsledkyVýsledky
Alely →
Vzorek  
↓

A1 
*050101 

B1 
*020101 

A1 
*030101 

B1 
*030201 

*04 

523 X X X --- ---

524 X X X --- X 

540 --- --- X X X 

545 X X X X X 

Geny → DQ2 DQ8 DRB1 

Haplotyp DQ2 je u  90 % celiaků → vysoká pravděpodobnost, že tyto 
osoby trpí nebo budou trpět celiakií. 
Haplotyp DQ2 je u  90 % celiaků → vysoká pravděpodobnost, že tyto 
osoby trpí nebo budou trpět celiakií. 

Přítomen rizikový hapotyp ve všech třech genech !! Pravděpodobnost 
celiakie je ještě vyšší
Přítomen rizikový hapotyp ve všech třech genech !! Pravděpodobnost 
celiakie je ještě vyšší



VýsledkyVýsledkyVýsledky
Real time PCR: Stanovení DQ2, DQ8  a DRB1 Real time PCR: StanovenReal time PCR: Stanoveníí DQ2, DQ8  a DRB1 DQ2, DQ8  a DRB1 

Riziko 
CELIAKIE

Riziko Riziko 
CELIAKIECELIAKIE



VýsledkyVýsledkyVýsledky
Real time PCR: Stanovení DQ2, DQ8  a DRB1Real time PCR: StanovenReal time PCR: Stanoveníí DQ2, DQ8  a DRB1DQ2, DQ8  a DRB1

Není riziko 
CELIAKIE
NenNeníí riziko riziko 
CELIAKIECELIAKIE



VýsledkyVýsledkyVýsledky

Porovn ání výsledk ů obou pou žitých  metod 

�Stanovení DQ2  byla shodná při použití obou PCR 
metod.
�Haplotyp DQ8 není možno kitem pro Real time PCR  
stanovit
�Mezi výsledky stanovení genotypu DRB1 nalezen rozdíl -
výsledky ze stanovení metodou real-time PCR  

byly 
všechny negativní.

PorovnPorovn áánníí výsledkvýsledk ůů obou pouobou pou žžitých  metod itých  metod 

��StanovenStanoveníí DQ2  DQ2  byla shodnbyla shodn áá ppřři poui použžititíí obou PCR obou PCR 
metod.metod.
��Haplotyp DQ8 nenHaplotyp DQ8 neníí momožžno kitem pro Real time PCR  no kitem pro Real time PCR  
stanovitstanovit
��Mezi výsledky stanovenMezi výsledky stanoveníí genotypu DRB1 nalezen rozdgenotypu DRB1 nalezen rozdííl l --

vvýsledky ze stanovenýsledky ze stanoveníí metodou realmetodou real--time PCR  time PCR  
byly byly 

vvššechny negativnechny negativníí..

NUTNO PROVNUTNO PROVÉÉST SEKVENOVST SEKVENOVÁÁNNÍÍ



VýsledkyVýsledkyVýsledky
OSEKVENOVÁNÍ SPORNÝCH ÚSEKŮ
ukázalo, že námi vyvinutá metoda  klasické PCR reakce  je 

vede k přesnějšímu určení DRB1 genotypu než
komerční kit v real-time PCR reakci. 

OSEKVENOVOSEKVENOVÁÁNNÍÍ SPORNÝCH SPORNÝCH ÚÚSEKSEKŮŮ
ukukáázalo, zalo, žže ne náámi vyvinutmi vyvinutáá metoda  klasickmetoda  klasickéé PCR reakce  je PCR reakce  je 

vede k pvede k přřesnesněějjšíšímu urmu urččeneníí DRB1 genotypu neDRB1 genotypu nežž
komerkomerččnníí kit v realkit v real--time PCR reakci. time PCR reakci. 



ZávěrZZáávvěěrr

�� podapodařřilo se nilo se náám vyvinout a optimalizovat m vyvinout a optimalizovat 
metodu  klasickmetodu  klasickéé PCR reakce pro detekci  genPCR reakce pro detekci  genůů
HLA HLA ––DQ2, HLADQ2, HLA--DQ8 a HLADQ8 a HLA--DRB1, kterDRB1, kteréé
zodpovzodpovíídajdajíí za genetickou predispozici k celiakiiza genetickou predispozici k celiakii

�� ppřři porovni porovnáánníí s komers komerččnněě doddodáávaným kitem  a  vaným kitem  a  
nnááslednslednéé kontrole  sekvenovkontrole  sekvenováánníím se  ukm se  ukáázalo, zalo, 
žže  ze  zááchyt alely HLAchyt alely HLA--DRB1* 04 je spolehlivDRB1* 04 je spolehlivěějjšíší v v 
nnáámi  vyvinutmi  vyvinutéé metodmetoděě. . 

�� NNáámi vyvinutou metodou lze  takmi vyvinutou metodou lze  takéé stanovit stanovit 
haplotyp DQR8 haplotyp DQR8 (cca 5 % celiak(cca 5 % celiakůů).).



ZávěrZZáávvěěrr

�� V souV souččasnasnéé dobdoběě zahajujeme genotypizaci zahajujeme genotypizaci 
vvěěttšíší sséérie  vzorkrie  vzorkůů osob  osob  
a) s klinicky ova) s klinicky ověřěřenou diagnenou diagnóózou celiakiezou celiakie
b) bez tb) bez tééto diagnto diagnóózyzy

�� PotPotéé budeme testovat osob bez znalosti budeme testovat osob bez znalosti 
diagndiagnóózy.zy.
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� potvrzení nebo  vyloučení diagnózy celiakie 

v klinicky sporných případech
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MUDr. FrantiMUDr. Františšek ek 
JimramovskýJimramovský, , 
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PediatrickPediatrickáá klinika klinika 
FN BrnoFN Brno

LLÉÉKAKAŘŘII

Doplnění škály diagnostických metod zvl. ve sporných případech
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NutriNutri ččnníí poradciporadci

Genetický screening osob s  příznaky, které by mohly souviset s celiakií
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