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KOMPLEXNI CHOROBY
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Komplexni nemoci
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Komplexni choroba
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Alelicka architektura komplexnich

nemoci
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Komplexni nemoci (znaky)
S

e Stoji na vrcholu pomysiné pyramidy slozitosti celé genetiky

e Genotypovou slozkou komplexnich chorob neni striktni determinizmus,
nybrz predispozice k fenotypové manifestaci nemoci

e Rada interakci : genotyp — genotyp
genotyp — prostredi

e Epidemiologickou charakteristikou komplexnich chorob
U

je statisticka kumulace v rodinach, tj. statisticky vyznamné zvySena
frekvence onemocnéni u pokrevnich pribuznych daného postizeného
jedince bez jasného mendelistického zpusobu prenosu




Polygenni model

e Zaklady genetiky komplexnich stavti polozil v r. 1918 R.A.
Fisher

(A) One locus ‘ Zh ] B) Two loc
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Prahovy model
S

e V poloviné 60. let priSel s tzv. prahovym modelem D.S. Falconer

Distribution of liability in P Threshold value
the general population I e of liability
m Affected people
Liability '
Distribution of liability in the T e
sibs of affected people A e
g i
.r"/ - :\'.
£ 5 m Affected sibs
Average liability in Average liability among

general population sibs of affected people
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Prahovy model s pohlavne rozdilnym
prahem
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Dnesni model
]

se od téch klasickych v nékolika ohledech dost zasadné liSi

> Je jasné, ze genotypova slozka komplexnich znaku neni tak rozsahla, jak
se predpokladalo (nezahrnuje stovky, max. desitky geni)

> Genotypova slozka neni homogenni ve smyslu rozsahu ucinku
jednotlivych genu (zahrnuje geny jak relativné velkého, tak i malého a
stredniho ucinku)
> Vzajemny vztah jednotlivych predisponujicich genu neni v zadném
pripadé uniformné aditivni
U
vyjadreno multiplikativnim modelem
= souhrnny ucinek predisponujicich genu je roven soucinu
jejich diléich ucinku (interekcni efekty)




Podklady pro hledani geneticke
determinace:

> ZvySena incidence u dvojcat : MZ > DZ
> ZvySeny vyskyt v rodinach

> Dédi¢nost intermediarnich fenotypii:




Heritabilita (h2)
G

e Je definovana jako relativni podil variability podminéné
geneticky na celkové variabilité znaku

hZ = VgV,

[Variabilita fenotypu (V) = geneticka variabilita (V) + variabilita
zevnich faktoru (Vi) ]
¢im je vysSi a blizi se jedné, tim vyssSi je obecny prispévek
genetickeé slozky ve fenotypu

Nejjednodusi zpuisob odhadu dédivosti (heritability) znaku je
— dvojnasobek rozdilu korela¢niho koeficientu MZ a DZ dvojcat




Zvyseny vyskyt v rodinach

e Meéfi se relativni riziko A (i)

— vyjadruje, kolikrat vyssi pravdepodobnosti onemocnéni celi
definovany pribuzny nemocného jedince ve srovnani s obecnym
rizikem populace
Definovany pfibuzny - 1. stupné (dité, rodi¢, sourozenec - Ag)
Napi. u DM 1. typu - A=15
u DM 2. typu - A=3,5
u astmatu - A=3,5 x u cystické fibréozy ma A kolem 500

Cim vyssi je hodnota A, tim snazsi je geneticka analyza daného
komplexniho znaku

Hlavni pFi€iny rozptylu hodnot A mezi jednotlivymi chorobami nejsou v
absolutni velikosti geneticky podminéného rizika, ale v obecné populaéni zatézi,
ktera napf. u DM 1. typu ¢€ini 0,4%, u 2. typu 6-7% (ve véku 80 let je kumulativni
riziko kolem 17%)




Vztah mezi incidenci v populaci a incidenci u
pribuznych postizenych osob
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Zvysena incidence u dvojcat
S

e Zakladnim pfistupem je tradi¢né stanoveni stupné fenotypové
shody u MZ a DZ dvojcéat — minimalizace relat. vlivil zevniho

prostredi
U
¢im vyssi je fenotypova shoda MZ oproti DZ dvojéatim, tim vyssi je
relativni geneticky prispévek studovaného komplexniho znaku

e Napf. u DM 1. typu - fenotyp. shoda MZ 23-36% x DZ 5%
u DM 2. typu - MZ 20-90% x DZ 9%
u astmatu - MZ 12,7-89% x DZ 6,5-33%

e Vyhody: umoziuji abstrahovat od variability prostiedi




Geneticka analyza komplexnich chorob
S

e Dulezité je definovat studovany fenotyp

Komplexni choroby (astma, cukrovka)
U

konglomerat fenotypu nizSich Grovni

= Intermediarni fenotypy — nap¥f. hladiny IgE, bronchialni
hyperreaktivita u astmatu

Vagni stanoveni fenotypu —— komplikace pfi porovnavani
riznych nezavislych studii




Geneticka analyza komplexnich
nemoci

e ma vzdy statisticky charakter

= zdédéni jednotlivé patologické alely neni ani nezbytné, ani
dostateéné pro manifestaci komplexniho fenotypu

Fenotyp Zevni faktory | ¥ |Genet. faktory| ¥ Geny + zevni faktory

e Dosud se nepodafrilo charakterizovat zadnou komplexni
polygenni chorobu ve formé uplného souboru
»patologickych® alel a jejich interakci (navzajem a se zevnimi

faktory)




Hledani genu Mendelistickych a
komplexnich chorob
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Molekularni zaklad komplexnich nemoci u

cloveka
Trait Gee Molecular basis
Human
Type 1 diabelss HLA-DOB  Aspartic acid at position 57 is protective
Type 1 disbetes HLA-OQA4  Multiple amino acid substitutions
Type 2 diabetes CAPNTO  Intronic haplotype
Cronn's disease CARDTS*  Multiple amino acid substitutions, single nudleotide

insertion at micleotide position 3020 causing
frameshift and protein truncation
Althwimer's diseass Apof  Arginine substituted for oysteine at position 112

Asthma ADAM33  Coding and noncoding haplotype pairs
Angiotersin |- ACE  Multiple intrapanic SHPs
corverting

anzyme lavals

Formal
wmpkmentation?

Mo
Mo
M
Mo

M
M
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Metodologie genetického mapovani
komplexnich znaku (nemoci)

Model of inheritance |
Complex |

Candidate gene approach Genome-wide screen approach
Hypothesis driven Non-biased, no hypothesis
Positional Biological Linkage Microarray
Model-
Model-
dependent independent
extended ol e
family studies P
Broad chromosomal region
Candidate genes
SNP detection

l

! ;
! Association studies i
i Population based (case-controls) |
l |

Family-based (TDT)

l

Functional studies
Molecular characterization
Animal models—gene targeting .
Phammacological/chemical inhibitors Wills-Karp M and Ewart SL

Nature Review 2004, 5: 376-387
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Metodologie genetického mapovani
komplexnich znaku (nemoci)

» Studie na modelovych organizmech

» Vazebné studie — parametrické
\ neparametrickeé
TDT analyza

» Asociacni studie — retrospektivni (,,case-kontrol“)
prospektivni

Celogenomova analyza x studium jednoho (nékolika)
polymorfizmu




Vazebné studie (linkage studies)

parametricke neparametricke
Klasicka vazebna analyza v rodinach sdileni alel
. . (napr. sib pair metod)
AR A/C A/B “4/C

10 I_—l—

AIC ASA "W ArC
Identity by Identity by
state descent




TDT analyza (transmision disequilibrium test)

TDT test

AT A AL AT

'
[:] E"m__ _..-‘:I_ — * N rodin

& prenesena neprenesena

alela alela
&1 ) >3
Al A3 N, et S0
A S a5
£ =0 =L

Bomprezzi et al. 2003
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Asociacni studie
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Rodinné a asociachni studie — dva konce kontinua

100 ¢

NO. of meiotic steps

Association
sStuay

Search for shared segments

Homozygosity mapping
first and second cousins

Three-generation

famihes: lod

SCore

_Sib-pair

Median length of shared segment

study




Asociace je principem zcela odlisna od
vazby

Linkage (vazba) - je vztah mezi lokusy

Asociace — je statisticky udaj o spolecném vyskytu alel ¢i fenotypu
(vztah mezi alelami ¢i fenotypy)

U

Alela A je asociovana s chorobou D, kdyZ osoby, které trpi D maji A vice
(nebo méné ¢asto) nez lze predpokladat z vyskytu frekvenciD a A v
populaci.

!!! Problematika vybéru kontrolni skupiny!!!




Mozné priCiny ,,pozitivni“ asociace

e Kauzalni souvislost

® Prirozena selekce

e Populacni stratifikace
e Statisticky artefakt

'Hodnoty pravdépodobnosti asociacnich studii musi byt korigovany:

ne p=0.05 (event. 0.01) ale p=0.05/n (Bonferonni correction)

e Linkage disequilibrium




Problematika studia komplexnich
nemoci

Polygennost — vice faktori - tzv. ,,malé*“ faktory




Heterogenita
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(klinického fenotypu - geneticka — populacni)
S

Disease X

Allelic heteragenaity Locus heterogeneity Fhenocapy
Definition When two or more alleles of asingle locus  When two or mare DNA variations in The presence of a disease phenctype
are ntependently associated with the dhstinet ganatic lod are mdepandently that has 6 non-genstic (random of
same trait gssaciated with the same trait environmental) basis
mﬂ!"m Allslic variant | Allehic variant i Allehzvanant)  Allelic variant | Aleticvarianti  Emaranmeantal
of lacts A af locus A of locls A af lacus B oflacus A factor K
& y 4 ¥ 4 >
Uisaase Li5Rase X Dseass X
Trait heterogeneity Phenotypic variability
Definition When a trait, or dissass, has been defined wath insufficient Vanation in the degree, seventy or age of onsot of symptoms
specificity such that s actually two ormaore distinctundedymg  exhibited by persons wha actuslly have the same teait ar
traits disease process
Diagram Trait | Traat |

=yrmnplon A =ymplom B

Moderale or savers

Early onsetor lale onsel

¥ Y
Frasentaban 1 of trail | Fresartation 2 of trait |

Dissasa X




Interakce faktoru

Gene=gana Interaction

Gena=environmant Infaractian

Definition Ythen two or mare DNA varations interact either diractly
(ONA-DNA or DNA-mBRNA interactions), to cthange tréan-

scription or translation levels, or inciractly by way of their
protan produdts, to alter disease sk saparate from thir

Independant affacts

Allelic variant | Alledic variant |
of ocs A of [oous B
Y 4 Y
No disaase [isaase X

Dingran

Whan 2 DNA varlafion interacts with an enviconmental

factor, such that thair combinad sfact is distingt from their
indepandent effects

Allelic yaiant Enaronmenta
of lors A factar K
| & |
Y A Y
N disease Ulsease X




Inkompletni penetrance — zdédéné prislusné sady patologickych
alel jeSté nemusi nutné vést ke klinicky
manifestnimu onemocnéni

Plelotropie- tytéz geny mohou mit riizné ucinky na jednotlivé slozky

atopického fenotypu

Impriting — modifikace maternalnich a paternalnich geni b&éhem
gametogeneze tak, Ze maji odliSnou expresi v zygoté




Geneticka analyza komplexnich nemoci
vs. monogennich chorob

Gen
v

Nalezeni ,,variant“ v pfislusném genu

’

Analyza genovych variant

/\

Mendelistické nemoci Komplexni nemoci
Diagnostika »Nachylnost“ (susceptibility)
Lécebna Prognosticky  Genetické Klinicky vyznam dosud

intervence indikator poradenstvi »problematicky“




Vyjadreni ,,rizika“ u komplexnich
nemoci

e Riziko = pravdépodobnost vyvoje onemocnéni Odds ratio (OR)
Numericky: 0-1

Yes No
Znaky (genetické, environmentalni,...), které " | " N
zvySuji tuto pravdépodobnost oo @ )
= rizikové faktory: " : ; "
' D Gl
= Vysledky ruznych studii daného RF by mély . ; .
byt konzistentni Tola We | OBD | ABGD
= Asociace by méla byt silna a specificka
(nezavisla na jinych faktorech)
- Odpovéd davka/efekt op = M _ AD ) _ -

BD BCc  (1N5)

= Biologicka vérohodnost




Vypocet relativniho rizika (RR)

Relativni riziko = pomér incidence onemocnéni v exponované
skupiné ku incidenci v neexponované skupiné

Yas Mo
Yas 344 1437 1786
[A) (B (AeB)
Mo 1706 GRDE Tar4
L D G+D
Total 1425 B335 G760
A4 B+D AsB+C4+D
RE = AlarB (349M17T85) — 4 aE
A D (1Oo7FeaMTa7T4)




Alergické choroby - priklad
komplexnich chorob

e (Celosvétové razeny mezi zavaznou skupinu civilizacnich
nemoci - komplexni nemoci

o , Alergie* - z rectiny (allos ergeia) =
zménéna schopnost reakce
(von Pirquet,1906)

wanafylakticka reakce* - uz z r. 2140 pr. n. L
(faraon Menes po bodnutim hmyzem)




Alergie
S

= imunopatologicky stav neucelné obrany organismu,

U
vyjadren neprimérenou specifickou odpovédi na antigenni
podnét

U

navozujici zanétlivé zmény ve tkanich a vedouci k poruse
funkce organu
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ATOPIE

HGENY —| GHR

PROSTREDI
Alergeny

Viry

Polutanty

Mirné Zavazné
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PROSTREDI




Kandidatni geny a patogeneze astmatu
S

2q14: IL-1

5q931: IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13, T cell

GM-CSF, CD14 receptor Dendritic cel - *,TCR
5932: B2-adrenergni receptor ;:i%%%%t e,

(polymorfizmus 16 a 27)
6p21: HLA komplex, TAP geny, .m\_ -

TNF alfa (polymorfizmus -308) T panem& -------------- > @mpa«em

TNF beta (polymorfizmus Ncol)  choiinergic nerves Ly /)
10: 5-LO AKX gy ™ s M5
11913: Receptor pro IgE +0A\ / ~ [ \\\\\ \\\
12q: Interferon gamma < 4<§} | \ \
12q: Syntetaza oxidu dusnatého /V /e \

(ecNOS) / V\“\w\ P PHF11 m&m
13q: Esteraza D protein \\\m QO\ Ko / RL)e
14g: TCR alfa/gamma komplex i A

smooth muscle Fibroblasts B cell Mast cell Eosinophil

+ fada dalSich oblasti na riiznych

Wills-Karp M and Ewart SL
chomozomech

Nature Review 2004, 5: 376-387
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Celogenomoveé analyzy u alergickych
nemoci
S

e dosud 12 celogenomovych studii
(http:/Icooke.gsf.de/asthmagen)

e Detekce oblasti chromozomu s moznou vazbou
na vyskyt alergickych chorob nebo intermediarnich
znaku (IgE, eosinofily, kozni testy apod.)

e celogenomova signifikance — vzacna, vetsinou
»podezrelé” oblasti

o nektere vysledky se opakuji, néktere rozdilné (jina
populace, jina metoda, jinak definovany fenotyp)




Oblasti chromozomu ,,podezrelé“ z
ucasti na genetice astmatu

—

Cytogeneticky lokus

1p31 ®R Atopie
2p =N
2033 ® Alergicke astma
it Celkové IgE
4074 27
40358
aplh 00 L00
5031 633 wf Chromozom 1 uf Chromozom 3
BpZ3p
IpilGpl4
o35
vy
11plh
11p13
1113
12015 024
13021
g3l

T4l

1Bp1Z
16g22 24
17p12-17g11 , :
17012-21 - - : A o i EATT (T
e I TRy T Oy uy
71421

quﬂ ¥ u2B) Haagerup et al. 2002

AN
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Astma a dalsi alergick
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Atopicka dermatitida

@ Astma

Eichenfield et al. 2003
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Gen pro ADAM33

WVERS

R u‘="i“'ﬁ

i,

Bryppns®

(A Disintegrin And Metalloproteinase 33)
S

® prvni gen asociovany s astmatem a
BHR nalezeny na zakladé
celogenomové vazebné analyzy

(Eerdewegh et al. 2002)

e exprese: fibroblasty a hladka
svalovina bronchu

e funkce:

zinek-dependentni metaloproteindza ,
zakotvena v plazmatické membrané

mj. interakce s membranove vazanymi
enzymy a receptory, extracelularni
komunikace

ucast v remodelaci dychacich cest u
astmatu

gen: chromozom 20p13

Genome-wide
screen

Candidate gene
and SNP
identification

Association
studies

Expression
studies

LoD
N

— Asthma I
— Asthma and BHR |
— Asthma and specific IgE

)— Asthma and total IgE |

X ﬁ . Chromosome 20p13

2.5~ Mb region containing

40 genes, including ADAM33 and

flanking GFRA4 and SN

( [GFrA4 ] [ADAM33 ] [ SN__] ]
D20S482 ¢ D20S489
Case—control studies = R .
of 135 regional SNPs L F— | )

Cases (130)

ADAM33 SNPs
tested by TDT and

Controls (217) haplotype analysis

Analysis of various tissues including
whole lung and five different primary
lung cell types

Wills-Karp M and Ewart SL
Nature Review 2004, 5: 376-387 |




TABLE I, Asthma-related phenotypes associated with SNPs in ADAMS33
Population Phonotype ~ ST(V-1) 82 STW STH TIMOT)  T2fP-8) V1 VA

e —————————
Dutch Positive ST~ P=031*  P=0l4f P= (46" P= 050*
Total serum IgB
Alrican American Positive ST P= 004 P= 17§
Total serum [gF
US whit Positive ST P=(3]* P= (033  P= 0030
Total serum Igk
US Hispanic ~~ Posiive ST P= (R P= 09 P=0092* P=(004
Total serum [gE

”-M

ST Skan test

*Common alleke 1 recessive,
fCodominant model.
$Common alleke 1 domunant




Gen pro DPP10
( DiPptidyl Peptidase 10)

e Allen et al (2003) - vazebnou analyzou na chromozomu 2q
e Potvrzeni TDT analyzou 144 rodin

e Sekvenovani oblastio 1,5 MB — 105 SNP

U
nejsilnéjsi asociace s WTC122
nejbéznéjsi alela asociovana s astmatem a fenotypy
(také haplotypy s touto alelou)
e Case-control studie 1047 déti z Mnichova

U

asociace s prick testy, atopii a astmatem

e Funkce: - modulace zanétlivého procesu v dychacich cestach ?
- regulace neuronalni (parasymaticka ganglia) ?




Gen pro PHF11
( Plant Homodomain (PHD) Finger protein-11)

e Cookson et al. (2003) identifikovali PHF11 na chromozomu 13q
U
podobnym pristupem jako u DPP10

e 49 SNP, 4 del/ins a (GGGC) repetice —» 3 (intron 5, 9 a 3'oblast)
U

associace s Ln IgE a astmatem

e Funkce: - negativni regulace transkripce ?




Gen pro Tim 1

(T-cell immunoglobulin and mucin-

domain containing molecules)

3 High IL4 and BHR High IL4 and BHR
BALB/c mice HBA congenic mice

e S .

> Insert from DBA/2
strains homologous to human
chromosome 5q

B
Chromosome 11

(BALB/c x HBAYF1

//
P
-~ l Chromosome 11

Genetic linkage
studies point <

Phenotyped N2 mice
to Kim1

-

Linkage studies

Positional
cloning

Association
study

Non-atopic controls Atopic cases

No asthma
Validation in
humans
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Gen pro C5

(complement factor 5 gene)

Asthrma-resistant Asthma-susceptible
r C3H/HeJ mice A/J mice

Genetic
linkage
studies

{F1 x< AJ) backcross mice

Positional
candidate genes
refined by
microarray

A~ \u\

r "Chromosome 2

CS5 exon 7 deletion and flanking sequence:
Connection C3H 5 CTGCATACTTT 37
5’ cTGeCcAa CTTTGA 3°

with a C5 ASD
mutation

CS present
in C3H mice __-

No asthma

 p—— . Asthma

- —
C5cR S>> C5 |
e ]

Mechanistic
studies

Satnch ool O SEGG —
! I MHCH X TCR O Allergen peptide

Wills-Karp M and Ewart SL
Nature Review 2004, 5: 376-387
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Vyzkumné hypotézy & cile genetického
vyzkumu v nasi laboratori

> Asociace , kandidatnich“ gent s vybranymi patologickymi stavy
metodou ,,case-control*

> Role genetické variability (polymorfizmu) v téchto lokusech pfi:

- predispozici/nachylnosti k onemocnéni

- modulaci penetrance (napfr. klinické manifestace), progrese ¢i
zavaznosti

- tkarniové/organové preferenci

> Interakce alelickych variant v genu/genech s jinym genem/geny
Ci zevnimi faktory




Pristupy ke studiu genetického pozadi
na naSem pracovisti
c

o o Patologicky stav (nemoc)
e Metoda pozicniho klonovani
(genetické mapovani) . Zpiisobeny
Defekt
l kodovany
Gen
e Metoda hledani kandidatnich . obsahuje
genu

Polymorfizmus




Oxid dusnaty a NOS
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Gen pro syntazu oxidu dusnateho (eNOS)
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Vysledky analyzy polymorfizmu v

genu pro eNOS (NOS3) — 27-bp repetice

27-bp rep. |Pk seno neg | Pk seno poz 27-bp rep. s IS bez IS
aa 12.00% 0% aa 10,5% 0
ab 24.00% 25.90% b 1% 17.9%
bb 60.00% 74.10% a 7 i
bc 4.00% 0% bb 47,4% 82,1%
p = 0.004 P=0,0018; OR=5,11; 95% CI: 1,61-16,3
NOS3 gen (27-bp repeat ve 4. intronu)

80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

aa

ab

bb

Izakovicova Holla L. et al.

NOSS3 (27-bp repeat)

100, 00% 1/

50, 00%

0,00%

aa

bez IS

s IS

Clin Exp Allergy 2002; 32 (8): 1193-1198

Schuller M et al.
Allergy 2002; 57 (4): 368-369




Vysledky analyzy polymorfizmu v

genu pro nNOS (NOS1)

C/T zaména v exonu 29 (5266) Geometrické praméry hladin IgE
NOS1 genu
U
asociovana s astmatem v japonské NOs1 Ln IgE (mean + D)
populaci (5266C/T)

CC 4,34 + 1,40

studie 688 osob v ¢eské populaci CT 4,58 + 1,53

/ TT 5,01 £ 1,61

P <0.05
368 s astmatem I. typu

Allergy 2004,

59 (5): 548-552




CD14 receptor
S

e Receptor rozpoznavajici LPS

e protein-2 typy: mCD14+sCD14 -159C/T polymorfizmus
e 1gen
\2
pozi¢ni kandidatni gen atopie
(5931)

e nékolik polymorfizmu

\
-159C/T a -1359G/T

e inverzni korelace sCD14 a IgE
(Baldini et al. 1999)




Analyza polymorfizmu v CD14 receptoru v
ceskeé populaci

mutace (EMBL : AJ491310)

C-159T PT plis neg | PT plis poz
cC 20.8% 40.5% »
ild type Mutant type
CT 50.5% 51.4% € TA G ¢©71TaA O C T A G €T A
C = g
T 28.7% 8.1% gy W = :
A = - A
— c L c
P 0.002 T E — SN SRSt
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T i - L — e S
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New mutation |28 bp deletion] in the promater of he CD14 gene (del from -1310 1o -1337)

Buckova D. et al.
Allergy 2003; 58 (10):1023-1026




Piehled vysledku

e Nalezeni novych polymorfizmii: CD14

e ,Case-control“ rozdily: NOS3 (-786C/T) E
gen ,, vhimavosti “ ?

e Vztah k zavaznosti onemocnéni: NOS3 (27-bp repeat ve 4. intronu)

gen ,,zavaznosti“ ?
e Vztah k intermediarnim fenotyputm: NOS1(5266C/T), NOS3 (27-bp rep.)

geny ,,atopické predispozice“ ?

Nova data poukazuji na dtlezitost haplotypového pristupu pfi
. analyze komplexnich nemoci




Dalsi multifaktorialni (komplexni)
choroby

e Diabetes mellitus
e Hypertenze
e Schizofrenie

Vysledky genetického vyzkumu se netykaji jen relativné malého
poctu nestastnikli postizenych nékterou z vice ¢i méné
vzacnych monogennich chorob, ale desitek milionu lidi na svété.

U

obtizny interdisciplinarni problém




Cile genetickeho vyzkumu u
komplexnich nemoci

e Zlepsit porozuméni patofyziologii uvedenych chorob

e Prispét k diagnostice onemocnéni

e Nalézt parametry rizika progrese nemoci €i stupné jeji zavaznosti
> noveé poznatky by mély napomoci upfesnéni diagnostickych

a/nebo lé¢ebnych postupti u alergickych nemoci
(individualizovany pfistup k terapii)




Dékuji Vam za pozornost




